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OZET

DOKU/ORGAN SPESIFiK MIKROSATELLIT DNA GEN iCERIKLERININ
CAPSICUM ¢DNA KUTUPHANELERINDE IN SILICO VE IN VITRO
YAKLASIMLARLA BELIRLENMESI

AYSE GUL INCE

Doktora Tezi, Bahce Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. A. Naci ONUS
Subat 2010, 300 Sayfa

Yasamin en onemli molekiilii olan DNA kesfedilmesinden sonra insanoglunu
yapist ve fonksiyonuyla etkilemistir. Giiniimiize degin genomik DNA ve mRNA’nin
DNA formuna doniistiiriilerek elde edilen cDNA’nin 6nemli bir boliimiiniin degisik
motif ve tiplerde mikrosatellit DNA’dan olustugu bilinmektedir. DNA iizerinde
bulunan bu ardisik tekrarli DNA dizileri, ilk kesfedildiklerinde bazi1 bilim insanlar1
tarafindan ise yaramayan diziler olarak nitelendirilmislerse de son yillarda yapilan
calismalarda bu dizilerdeki degisikliklerin 6zellikle insanda goriilen sinir sistemi ile
ilgili hastaliklarda etkin oldugu, diger bazi organizmalarda da gen ifadesinde yer
aldigi ve bazi durumlarda ise kodladigi protein iizerinde 6nemli etkileri oldugu
gbzlenmistir. Giiniimiizde ardisik tekrarli DNA ailesine dahil olan mikrosatellitler
yaygin olarak genom karakterizasyonu ve gen haritalama ¢alismalarinda molekiiler

markir olarak kullanilmaktadir.

Bu tez kapsaminda biber (Capsicum annuum L.) bitkisi model olarak kullanilarak,
ardigik tekrarli DNA dizilerinin (mikrosatellitlerin) doku, organ ve gelisme
donemlerindeki dagilimi ve fonksiyonu in silico ve in vitro yontemler kullanilarak
incelenmistir. In silico analizler i¢in 7 farkli doku veya gelisme donemine ait 20738
ifade edilmis gen dizileri (EST) iceren toplam 9.93 mega baz (Mb) niikleotit dizisi
analiz edilmistir. Yedi farkli cDNA kiitiiphanesinden elde edilen bu EST’ler kontig
(devam eden dizi) analizine tabi tutularak ayni EST’ler uzaklastirilmis ve biberde

doku spesifik in silico veri tabani olusturulmustur. Analizler sonucunda biber



bitkisinde gen¢ kok, kilcal koék ve tomurcuk dokularinda mikrosatellit igerigi
istatistiksel olarak yiiksek bulunurken, plasenta ve anter EST mikrosatellit icerikleri
diisiik bulunmustur. Ayrica organ, doku veya gelisme donemlerinde mononiikleotit,
diniikleotit, triniikleotit, tetraniikleotit, pentaniikleotit ve hekzaniikleotit tekrarlarinin
bulundurma sikliklariin istatistiksel olarak farkli oldugu belirlenmistir. Doku ve
organlar arasinda mikrosatellit igeriklerinin farkliligi bu tekrarli DNA dizilerinin
fonksiyonel olduklarin1 ve gen regiilasyonlarinda Onemli olduklarini isaret

etmektedir.

In silico sonuglarinin teyidi amaciyla calismanin diger asamasinda Gen Bankasi
(GenBank) EST verileri kullanilarak toplam 127 adet primer seti belirlenmis ve AGi
mikrosatellit primerleri olarak isimlendirilmistir. Gelistirilen 127 AGi primer
setinden 83 adeti genomik DNA ve tez kapsaminda olusturulan 16 farkli cDNA
havuzu kullanilarak elde edilen amplikonlarin olusturduklar1 amplifikasyon
profillerine gore siniflandirilmistir. Arastirma sonucuna gore 83 primer seti TiP I, II,
I, IV ve V olarak mikrosatellit ekspresyon profili (MEP) olusturmustur. MEP
siniflamasindan farkli olarak mikrosatellitlerin {izerinde bulunduklar1 genlere gore de
siniflandirma yapilmistir. Calismanin bu evresinde kullanilan 83 primer setinin 60
adedinin (%72.29) elde edildikleri EST lerin konstitiitif (housekeeping) ekspresyon
ozellik gosterdigi, 23 adedinin (%27.71) ise doku, organ ve gelisme donemi spesifik
ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gére housekeeping genler
tizerinde triniikleotit mikrosatellit motiflerinin en fazla oldugu belirlenirken, doku,
organ ve gelisme donemi spesifik genler iizerinde diniikleotit mikrosatellit

motiflerinin en fazla oldugu saptanmstir.

In silico ve in vitro ¢calismalardan elde edilen sonuglar birlikte degerlendirildiginde
doku, organ ve gelisme donemi spesifik mikrosatellit lokuslarinin  gen
regiilasyonunda onemli etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Ozellikle doku spesifik
genler iizerinde bulunan diniikleotit tekrar dizilerinde olusabilecek degisiklik genin
ekson bolgesinde yer alarak amino asit degisimine ve/veya kodon kaymasina neden
olabildigi gibi olusturdugu amino asit dizisinde kisalma veya artmalara neden oldugu

tespit edilmigtir. Ancak mikrosatellit tekrar polimorfizimlerinin fizyolojik ve
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fenotipik etkilerin tam anlamiyla ortaya konmasi ve tekrar farkliklarinin etkilerinin
belirlenebilmesi icin daha fazla fizyolojik ve genetik c¢alismalarin yapilmasinda

yararlar vardir.

Calismanin diger bir asamasinda ise gelistirilmis olan 83 adet AGi mikrosatellit
primer setinin farkli biber hat, cesit ve tiirlerinde denenerek kullanilabilirlikleri
arastirtlmistir. Calisma sonucunda AGi mikrosatellit primer setlerinin biber tiir ve
cesitlerinde etkin bir sekilde kullanilabilecegi belirlenmistir. Biber bitkisinin diger
bitkilerle kiyaslandiginda var olan DNA markir sayisinin az olmasi nedeni ile bu tez
kapsaminda gelistirilen mikrosatellit primer setlerinin biber bitki 1slahinda genetik
karakterizasyon ve markir destekli se¢im caligmalarinda kullanilabilecegi
belirlenmistir. Calismada belirlenmis olan AGi primer setlerinin tamaminin gen
bolgelerinde bulunmasi nedeni ile bu primer setleri daha sonra yapilabilecek

caligmalarla fonksiyonel markir sistemlerine doniistiiriilebilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Biber, Capsicum, cDNA kiitiiphanesi, EST, In silico, In
vitro, Mikrosatellit DNA
JURI:
Prof. Dr. A. Naci ONUS (Danigman)
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ABSTRACT

IN VITRO AND IN SILICO APPROACHES TO DETERMINE THE
TISSUE/ORGAN SPECIFIC MICROSATELLITE DNA GENE CONTENTS
IN CAPSICUM cDNA LIBRARIES

AYSE GUL INCE

Ph. D. Thesis, Department of Horticulture
Supervisor: Prof. Dr. A. Naci ONUS
February 2010, 300 pages

After its discovery, DNA, the most important molecule of the life, has influenced
human being with its structure and functions. To date it is known that a significant
portion of genomic and cDNA consist of repeating motifs of various sizes, varying
from very short to very longer nucleotides called microsatellites. Although upon their
discovery, these tandemly repeated DNAs were considered unimportant, recent
studies indicated that changes in these sequences have related with some human
neurological diseases and other studies revealed that some of these tandem repeats
were in the transcribed region while some others were translated into the proteins in
some organisms. At the present time microsatellites, a member of tandemly repeated
DNAs, are commonly used as DNA markers in genome characterization and gene

mapping studies.

In this dissertation distribution and function of tandemly repeated DNA
(microsatellites) within and between organs, tissues and developmental stages were
investigated based on in vitro and in silico approaches using pepper (Capsicum
annuum L.) as a model plant. A total of 20738 expressed sequence tags (ESTs)
consisting of 9.93 mage bases (Mb) nucleotide information from 7 different tissues or
developmental stages were analyzed using in silico approaches. ESTs from 7 different
tissues or developmental stages were analyzed to obtain contigs (contiguous

sequences) in order to remove those redundant ESTs and construction of in silico
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tissue specific pepper database. Results indicated that EST microsatellite content of
young root, hairy root and floral bud were statistically higher. EST microsatellite
content of placenta and anther were statistically lower in comparison to other ESTs of
tissue and developmental stages. In addition results clearly showed that
mononucleotide, dinucleotide, trinucleotide, tetranucleotide, pentanucleotide and
hexanucleotide repeats statistically differed among the organ, tissue and
developmental stages. Transcript content differencies among the different libraries

clearly indicated that microsatellite play important roles in gene regulations.

In order to confirm the findings of in silico studies, a total of 127 microsatellite
primer pairs were designed using GenBank EST database. These primer pairs were
called as AGi microsatellite primer pairs. Among the 127 primer pairs, 83 were used
in amplification of genomic DNA and 16 different cDNA libraries developed in this
study to classify microsatellites based on the amplification profiles called as
microsatellite expression profiles (MEP). Results indicated that there existed at least
five MEP types, called Type I, II, III, IV and V. In addition to MEP classification,
microsatellites were also classified as housekeeping and tissue specific
microsatellites. Results showed that among the ESTs, which were used to obtain 83
primer pairs, 60 (72.29%) were in those genes expressed constitutive (housekeeping
genes) and 23 (27.71%) were on those ESTs showing differential expression among
tissues, called as tissue specific genes. Further analyses indicated that genes
containing trinucleotide repeats were preferentially present in those housekeeping

genes while dinucleotide repeats were preferentially present in tissue specific genes.

In combined analyses of in silico and in vitro studies, results indicated that
microsatellites play important roles in those organ, tissue and developmental stage
specific genes. Further analyses revealed that microsatellite repeat variation in exonic
regions could change the amino acid sequence, resulting in truncation on polypeptide
chain or causing frame shift changes or in some cases silence mutations. Results
obtained in the present study should be confirmed using physiologic and phenotypic

variations within a plant species.



In another part of this study a total of 127 AGi microsatellite primer pairs were
evaluated on different pepper lines and species. In comparison to other crop species,
the number of DNA markers in pepper is limited. Thus new DNA markers developed
for pepper will increase the application of DNA markers in pepper breeding studies
including the gene mapping and genome characterization studies. Furthermore
differing from other DNA markers, AGi primer pairs were specifically developed
from the transcribed part of the genome, thus, they are very useful in the development

of functional markers.

KEY WORDS: Capsicum, cDNA libraries, EST, In silico, In vitro, Microsatellites,
Pepper
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ONSOZ

DNA teknolojilerindeki 06zellikle yirminci ylizyilin son ¢eyreginden itibaren
meydana gelen yeni gelismeler (DNA chips, protein chips, PCR chips ve
otomasyonlar)  genetik  miihendisligi, = biyomiihendislik, = farmakogenetik,
biyoinformatik ve proteomik kavramlarinin olusumunu saglamis ve genetik bilim
dalin1 daha etkin bir konuma getirmistir. Bu teknikler arastiricilarin, yenilebilir as1
liretimi, tarimsal Onemi olan genlerin klonlanmasi, hastalik ve zararlilara karsi
direncli bitkilerin gelistirilmesi, hem verim hem de kalite yoniinden iistiin niteliklere
sahip bitkilerin iiretilmesi gibi imkansiz sanilan konularda basarili caligmalar

yapmalarina olanak vermistir.

Giliniimiizde altin ¢agimi yasayan biyoinformatiksel yaklasimlar DNA, RNA,
protein yap1 ve fonksiyonlarinin incelenmesinde, yeni genlerin bulunmasinda veya
transkripsiyon varyantlarinin ve polimorfizmlerin belirlenmesinde etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ozellikle DNA teknolojilerinde meydana gelen yeni gelismeler,
arastiricilarin oldukga fazla oranda DNA sekans verileri elde edebilmelerine imkan
sunmustur. Robotik otomasyon sistemlerinin kullanilmasiyla DNA sekanslama
caligmalarinda bitki, hayvan ve diger organizmalara ait milyonlarca DNA sekansi
GenBank veri tabaninda toplanmistir. Bu verilerin %60 gibi biiyiik bir orani

“Expressed Sequence Tags” (ESTs)’lerden olusmaktadir.

Bu tez calismasinda biber (Capsicum annuum L.) bitkisi kullanilarak, ardisik
tekrarli DNA dizilerinin organ, doku ve gelisme donemlerindeki dagilim ve
fonksiyonlar1 incelenmistir. Ardisitk tekrarli DNA’lardan  mikrosatellitlerin
varliklarinin ve dagilimlarinin organ, doku ve gelisme donemlerinde farkliliklar
gosterdigi in silico ve in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarla tespit ve teyit edilmistir.
Ayrica organ, doku ve gelisme donemlerine 6zgii mikrosatellit primer dizinleri
gelistirilerek ~ Solanaceae familyast bazinda markir yardimiyla seleksiyon

caligmalarinda etkin bir sekilde kullanilabilirligi ortaya konmustur.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

bc Baz ¢ifti

bp Base pair

cM Santimorgan (harita birimi)

dk Dakika

E Homoloji analizlerinde “Expectation value”
h/h Hacim/hacim

g Gram

kg Kilogram

kb Kilobaz

1 Litre

M Molarite

Mb Mega baz

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolarite

ug Mikrogram

pl Mikrolitre

ng Nanogram

P Probability value (Olasilik degeri)

Pg Pikogram

pH Potentia hydrogeny

RPM Round per minute (dakikada doniis sayisi)
°C Santigrad derece

w/v Agirlik/hacim

Xg Gravite

\Y% Volt

u Unite, belirli sartlar altinda 1 mikromol subtrat: bir dakika siiriide

tiriine doniistliiren enzim miktar1
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Kisaltmalar

AFLP
BTSAP
BTSP
CAPS
cDNA
CTAB
DAMD
DD
DDB
Df
DNA
DNaz
DSA
EDTA
EST
ISSR
LINE
MA
MAS
MBA
MEP
mRNA
MVB
NaCl
NaOAc
PCR-RFLP

PMLSA
PVPP
PZR-SKUP

“Amplified Fragment Length Polymorphism”

Basit Tekrarli Sekanslar Arasit Polimorfizmi
Mikrosatelit veya Basit Tekrar Sekanslar1 Polimorfizmi
“Cleaved Amplified Polymorphic Sequence”
“Complementary DNA”

“Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide”

“Directed Amplification of Minisatellite DNA”
“Differential Display”

Devam Eden Diziler Biitiinii

“Degrees of Freedom”

“Deoxyribonucleic Acid”, Deoksiriboniikleik Asit
Deoksiriboniikleaz

Dogrudan Sekans Analizleri

“Ethylene di-amin Tetra Acetic Acid”

“Expressed Sequence Tag”

“Inter-Simple Sequence Repeat”

“Long Interspersed Nuclear Elements”

Molekiiler Agirlik

Markira Dayal1 Seleksiyon

Molekiiler Biyoloji Ayari

Mikrosatellit Ekspresyon Profili

“Messenger RNA”

Mini Veri Bankasi

Sodyum Kloriir

Sodyum Asetat

“Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism”

Polimorfik Mikrosatellit Lokuslarinin Se¢ici Amplifikasyonu
“Polyvinylpolypyrrolidone, Insoluble”

Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Kisim Uzunluk Polimorfizmi
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QTL
RAPD
RCDP
RFLP
RNA
rRNA
RNaz
SAMPL
SCAR
Sd
SDS
SF
SINE
SIAP
SKEA
SKUP
SLS
SNP
SRAP
SSAP
SSR
TD
TE
TNP
TRAP
TRIS
tRNA
TWEEN-20
TRITON X-100
UTR
VNTR

“Quantitative Trait Loci”

“Random Amplified Polymorphic DNA”
Rastlantisal Cogaltilmig DNA Polimorfizmi
“Restriction Fragment Length Polymorphism”
“Ribonucleic Acid”, Riboniikleik Asit
Ribozomal RNA

Riboniikleaz

“Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loct’

“Sequence Characterized Amplified Region”
Serbestlik Derecesi

Sodyum Dodesil Siilfat

Seyreltme Faktorii

“Short Interspersed Nuclear Elements”
Sekans 1liskili Amplifikasyon Polimorfizmi
Sekans1 Karakterize Edilmis Alanlar
Siirlandirilmig Kisim Uzunluk Polimorfizmi
Sodyum Laruil Sarkosil

Single Nucleotid Polymorphism
“Sequence-related Amplified Polymorphism”
Sekans Spesifik Amplifikasyon Polimorfizmi
“Simple Sequence Repeat”

Teksel Diziler

TRIS-EDTA

Tek Niikleotit Polimorfizmi

“Target Region Amplification Polymorphism”
“Tris (hydroxymethyl) Aminomethane”
Transfer RNA

“Polyoxyehtylene Sorbitan Monolaurate”
“Octyl Phenol Ethoxylate”

“Untranslated Region”

“Variable Number Tandem Repeats”
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1. GIRIS

Solanaceae tamilyasinin Capsicum cinsine dahil edilen biber (Capsicum annuum
L.) subtropik ve tropik iklim bolgelerinde yetistirilebilen 6nemli bir sebze, baharat ve
endiistri bitkisidir (Lefebvre vd 2001). Biber gerek icerdigi besin ve mineral
maddeler, gerekse de iiretim alani ve miktar1 agisindan iilkemiz tariminda biiyiik
Oneme sahiptir. Diinya biber iiretimi 2008 yil1 verilerine gore 27 877 849 ton iken,
Tiirkiye biber iiretim miktar1 1 796 180 ton olarak gerceklesmistir (Cizelge 1.1).
Tiirkiye, biber iiretiminde Cin Halk Cumhuriyeti ve Meksika’dan sonra diinya

genelinde 3. sirada yer almaktadir (Anonim 2009).

Cizelge 1.1. Ulkelere gére biber iiretim miktarlar1 ve ekim alanlari

Ulkeler Miktar (ton) * Ulkeler Alan (ha)

Cin Halk Cumhuriyeti 14 274 178 Cin Halk Cumhuriyeti 652 296
Meksika 2 054968 Endonezya 202712
Tiirkiye 1796 180 Meksika 132 337
Endonezya 1092 115 Nijerya 93 000
Ispanya 1059 500 Tiirkiye 88 000
Amerika Birlesik Devletleri 915 160 Etiyopya 83293
Diinya 27 877 849 1822912

*: FAO 2008 yil1 verileri kullanilmistir

Biber arkeolojik verilere gore Giiney ve Orta Amerika’da gegmisi en az M.O.
7000’11 yillara kadar uzanan ve en eski kiiltiire alinan bitki tiirlerinden biridir.
Capsicum cinsine dahil edilen 27 tiir bulunmaktadir (Pickersgill vd 1979, Onus ve
Pickersgill 2004). Bu tiirlerden C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense Jacq., C.
frutescens L. ve C. pubescens R.&P’in kiiltiirli yapilmaktadir. Kiiltlire alinmayan 22
yabani tiirlin ¢ogunlugu Amerika’nin tropik bolgelerine endemiktir. Kiiltiire alinmig
olan tiirlerden C. chinense Amazon, C. baccatum ve C. pubescens Peru ve Bolivia, C.
annuum ve C. frutescens tiirlerinin ise Meksika ve Orta Amerika orijinli oldugu
bilinmektedir. Bilimsel ¢aligsmalarin ¢ogunlugu ticari oneme sahip olan C. annuum L.
tiirii tizerinde yogunlagmistir (Pickersgil 1969, Basu ve Krishna 2003, Portis vd 2007,
Ince vd 2009, Ince vd 2010a).



Biber meyvesinin kimyasal kompozisyonu incelendigi zaman en yiiksek C vitamini
olmak iizere A, B, E ve K vitaminlerini de igerdigi tespit edilmistir. C vitamini
(askorbik asit) konsantrasyonu ¢esitlere bagli olarak farklilik gdstermesine ragmen
genellikle 100 g taze biber meyvesinde 0.5 ile 3 mg arasinda degismektedir. Bu deger
cogu meyve tiiriinde bulunan C vitamini miktarindan daha yiiksektir. Son yillarda
biber i¢in kansere karsi koruyucu etkisi olan antioksidanlarin belirlenmesi iizerine
caligmalar yapilmaktadir. Capsicum tiirlerinde karatenoidlerden kendine ozgii bir
sekilde “capsanthin” ve “capsorubin” bulunmaktadir. Acilik biber meyvesinin en
onemli Ozelligi olarak One c¢ikmaktadir. Sadece Capsicum cinsinde bulunan ve
savunma mekanizmasinda gorev aldig1 diisliniilen kapsasinoitler (capsaicinoid)
aciliga neden olan etkin maddeler olarak bilinmektedir. Biber tiirlerine ve ¢esitlerine
gore kapsonoit miktar1 degismekle birlikte bilinen en aci biber ¢esitleri C. chinense

tiirline aittir (Zewdie ve Bosland 2001, Navarro vd 2006, Ogiso vd 2008).

Gilinlimiize degin yapilan bilimsel caligmalarda biber 1slah hedefleri arasinda
abiyotik stres kosullarina karst dayamikliligin arttirilmasi, meyve kalitesi ile ilgili
kriterlerin iyilestirilmesi, taksonomik ac¢idan problemli olan tiir ve aksesyonlarin
tanimlanmas1 gibi kistaslar yer almaktadir. Ayrica biber meyve kalite 6zelliklerinden
kapsikonoit ve karotenoit igerigi, antioksidan igerigi, vitaminler ve uzun raf
omiirliiliigii yoniinde de ¢alismalar yapilmaktadir (Anonim 2006). Ozellikle bazi
hastalik ve zararlilara dayanikli olan hatlarin gelistirilmesi son yillarda yogun olarak

caligmalarin yiiriitildiigi bir alandir.

Belirtilen bu 1slah hedeflerine ulasmak amaciyla arastiricilar son yillarda DNA
yontemleri {izerine yogunlasmis ve yapilan caligmalarda biberde genetik haritalama,
bazi1 hastalik ve zararlilara dayaniklilik genlerinin belirlenmesi, kapsikonoit ve
karotenoit igerigi gibi kriterler yoniinden ileri diizeyde bilgiler kazanilmistir (Blum vd

2003, Rao vd 2003, Ben-Chaim vd 2006).

DNA teknolojilerindeki yeni gelismeler 6rnegin ¢ip (chips) teknolojileri, RNA
interferans (RNAIi), nanoteknolojik uygulamalar gen veya genetik miihendisligi,

biyomiihendislik, farmakogenetik, biyoinformatik, genomik, transkriptomik ve



proteomik kavramlarinin olusumunu saglamistir. Bu gelismeler genetik bilim dalini
daha etkin bir konuma getirerek, tarim konusunda ¢alisan arastiricilarin, yenilebilir
as1 Uretimi, agronomik genlerin klonlanmasi, hastalik ve zararlilara karsi direncli
bitkilerin gelistirilmesi, hem verim hem de kalite yoniinden iistiin niteliklere sahip
bitkilerin iretilmesi gibi geleneksel bitki 1slahinda imkansiz sanilan konularda

basarili ¢alismalar yapmalarina olanak vermistir.

DNA, RNA, protein yap1 ve fonksiyonlarinin incelenmesinde, yeni genlerin
belirlenmesinde etkin bir sekilde kullanilan biyoinformatiksel yaklagimlar
giinimiizde altin ¢agin1 yasamaktadir. DNA teknolojilerindeki gelismeler diger
taraftan 6zellikle tip alaninda da 6nemli diizeyde yenilikler getirerek hekimlik alanina

onemli katkilar saglamaktadir.

Giliniimilizde bakteri genom sekansinin 15 saniyede ve insan genom sekansinin 15
dakikada tamamlanmasini saglayacak teknolojilerin varligindan séz edilmektedir.
Sekanslama alanindaki bu hizli gelismelere paralel olarak GenBank veri tabaninda
organizmalara ait biitiin genom dizileri, kromozom DNA dizileri ve cok sayida EST
(ifade Edilmis Diziler: “Expressed Sequence Tags”) verileri bulunmaktadir.
“National Center for Biotechnology Information” (GenBank: NCBI) verilerine gore,
DNA dizi bilgileri 2006 yilinda yaklasik yiiz milyar niikleotit dizisi iken 2010 yilinin
ilk verilerine gore 148 165 117 763 niikleotit dizisine ulagsmistir (Anonim 2010).

Ifade edilmis diziler (EST) genelde 300 ile 600 niikleotit uzunlugunda tek bir parca
halindeki mRNA’dan komplementer DNA (cDNA) formuna cevrilerek elde edilen
DNA sekanslaridir. EST’ler, elde edildikleri organizmalarin belirli hiicre veya
dokularinda ve belirli bir zamanda ifade edilmis gen veya gen gruplarini temsil
etmektedir. EST’lerin diger bir 6zelligi ise elde edilislerinin ekonomik olmasi ve bir

veri tabaninda toplanarak diinya genelindeki bilim insanlarina a¢ik olmasidir.

Organizmalara ait genomlar incelendiginde ardisik ve ardisik olmayan DNA
kistmlarinmn  var oldugu goriilmektedir. Ozellikle okaryotik organizmalarda

kromozom paketlenmesinde, kromozom u¢ bdlgelerinin korunmasinda ve metafaz



sathasinda kardes kromatitleri bir arada tutan DNA bolgelerinde bulunan tekrarl
DNA dizilerinin yami sira biitiin bir genom boyunca dagilmis ve genellikle 2 ile 6
niikleotit uzunlugunda (motif) bulunan mikrosatellit veya basit ardisik tekrarli DNA
dizileri bulunmaktadir. Bu DNA dizilerinin fonksiyonel olup olmadiklar1 tartigsmasi
ozellikle insanda mikrosatellit DNA varyasyonunun 6nemli sinir hastaliklarina neden
olmasinin belirlenmesi ile son bulmustur. Arastirmalarda mikrosatellit DNA’larin
genelde promotoér, intergenik ve bazi durumlarda genin fiziksel yapisinda
bulunduklar1 ve gen ifadelerinde (ekspresyonlarinda) gorev aldiklari belirlenmistir.
Mikrosatellit DNA iizerinde meydana gelen varyasyonlarin in silico yaklagimlarla

incelenmesi ile:

1) Genin 5°-UTR bolgesinde bulunan  mikrosatellitlerin ~ gen
transkripsiyonu ve translasyonunu etkiledigi,

ii) Genin kodlayan bolgelerinde bulunan mikrosatellitlerde meydana
gelen varyasyonun genin aktivasyonunu arttirdigt  ya da
inaktivasyonuna neden oldugu,

1ii) Genin 3’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellitlerde meydana gelen
degisikligin geni susturdugu (fonksiyonunu durdurdugu) ya da
transkripsiyonun akisini etkileyerek transkripsiyonun etkinligini

azalttig1 goriilmiistiir.

Mikrosatellitlerle ilgili yapilan ¢alismalarda mikrosatellitlerin organizmalarin farkli
dokularinda veya farkli gelisme donemlerinde bulunma sikliklar1 ve igerikleri
konusunda in vitro kosullarda herhangi bir calisma yapilmamistir. Ancak
mikrosatellitler glinimiizde en ¢ok kullanilan DNA markir sistemi olarak yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir.

Mikrosatellitlerin DNA markir sistemi disinda calisilmamis olmasinin temel
nedenlerinden biri mikrosatellit alanin1 (domain) c¢evreleyen primer ciftlerinin
gelistirilmesinin uzun zaman almasi ve her organizmaya 0zgii primer c¢iftlerinin
dizayn edilmesinin zorunlulugudur. Mikrosatellit primer ¢iftlerinin gelistirilmesinde

organ, doku ve gelisme donemlerine ait kiitiiphanelerin olusturulmamis olmasi ise



diger bir nedendir. Cogu bitkide organ ve dokuya ait cDNA Kkiitiiphaneleri kolay bir
sekilde olusturulabilirken doku veya organlara ait gelisme donemlerine 6zgii cDNA
kiitiiphanelerinin olusturulmasi zordur. Bunun en biiyiik nedeni bir bitki iizerinde
bulunan degisik doku veya organlarin farkli gelisme doneminde bulunmasidir. Bu
nedenle bilim insanlar1 genom c¢aligmalarint model bitki veya hayvanlar iizerinde
siirdiirmektedir. Ancak bu durum ekonomik 6nemi olan organizmalardaki ¢alismalari
kisitlamaktadir. Ornegin Arabidopsis uzun siiredir model bitki olarak kullanilmis
olmasma ragmen elde edilen bilgilerin kiiltiir bitkilerine aktarilmasi uzun zaman
almaktadir. Bu nedenle temel ¢alismalarinda kiiltiir bitkilerinde yapilmasi énemlilik

gostermektedir.

Bu tez kapsaminda model bitki olarak iilkemiz sebze iiretiminde 6nemli bir yere
sahip olan biber ve ulusal bir kaynak olan Demre Sivrisi biber ¢esidi kullanilmistir.

Calismada biber bitkisinin kullanilmasinin diger nedenleri ise asagida siralanmastir.

1) Organ, doku ve gelisme donemlerinin belirlenmesinin kolay olmasi,
ornegin belirli bir ddnemde alinmis olan bir meyvede ayn1 donemde
bulunan perikarp, plasenta, kaliks ve tohumlarin ayni gelisme
doneminde bulunmasi ile senkronizasyona gerek duyulmamasi,

1) Biber genomunun diploit ve goreceli olarak kiiclik olmas1 yan1 sira
B tipi kromozomlarinin bulunmamasi,

i) Ekonomik oOnemi nedeni ile elde edilecek bilgilerin dogrudan
iiretime veya 1slah calismalarina yansimasi,

1v) GenBank verilerinde bulunan biber EST dizilerinin diger bazi
bitkilerle karsilastirildiginda fazlaligi,

V) Biber bitkisinin diger kiiltiir bitkileri ile kiyaslandiginda var olan
DNA markir sayisinin az olmasi nedeni ile bu tez kapsaminda
gelistirilen mikrosatellit primer setlerinin biber bitki 1slahinda
genetik karakterizasyon ve markir destekli se¢im calismalarinda
kullanilabilmesi,

vi) Solanaceae familyasinin 6nemli bir iiyesi olan biberin (Capsicum

annuum L.) aralarinda patates (Solanum tuberosum L.), domates



(Lycopersicon esculentum veya yeni adiyla Solanum lycopersicum
L.), agac tipi domates (Solanum betaceum Cav.), patlican (Solanum
melongena L.), Afrika patlican1 (Solanum macrocarpon L.), ¢ilek
domatesi (Physalis pruinosa L.), tiitiin (Nicotiana tabacum L.),
giizel avrat otu (Atropa belladonna L.), tatula (Datura stramonium
L.) ve petunya (Petunia hybrida (Hook.) Vilm) gibi 6nemli
bitkilerle genetik diizeyde benzerlik gostermesi (Knapp 2002,
Hunziker 2001) nedeni ile elde edilen bilgilerin Solanaceae
familyasinin diger iiyelerinde kullanilma sansinin yiiksek olmasi

olarak siralanabilen nedenler bulunmaktadir.

Calismada GenBank veri tabanindan elde edilen yedi farkli EST kiitliphanesinden

(kilcal kok, geng kok, yaprak, tomurcuk, gen¢c meyve, plasenta ve anter) elde edilen

veriler in silico yaklasimlarla incelenmistir. Demre Sivrisi biber ¢esidi kullanilarak 16

farkli organ, doku veya gelisme donemlerine 6zgii cDNA kiitiiphaneleri (perikarp,

plasenta, yaprak, tomurcuk, cicek, kok, sap, tohum ve bunlarin degisik gelisme

donemlerinden olusturulmus) olusturulmus ve in vitro ¢alismalarda kullanilmistir. Bu

calismanin amaglar1 arasinda:

i)

i)

iif)

iv)

Gen karakterizasyonlarinda kullanilabilecek in silico veri tabaninin
olusturulmasi,

Organ, doku ve gelisme donemlerine ait EST veya cDNA
kiitiiphanelerinden  yararlanarak  mikrosatellitlerin  frekanslari
(siklig1), dagilimlar1 ve fonksiyonlarina ait bilgiler elde edilmesi,
Mikrosatellitlerin ~ ekspresyon  profillerine (MEP) gore
siniflandirilmasi ve fonksiyonlarinin belirlenmesi,

Biber bitkisinde sinirli olan mikrosatellit markir sayisini artirmak
tizere yeni mikrosatellit primer c¢iftlerinin (AGi primer setlerinin)

gelistirilmesi yer almaktadir.



2. KURAMSAL BiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Mikrosatellit DNA

DNA dizileri incelendiginde 06zellikle okaryotik genomlarda bulunan ve
cogunlukla heterokromatin yapida olan ancak tam ardisiklik gostermeyen “LINE”,
“SINE”, “Alu” elementleri disinda hem heterokromatin hem de dkromatin yapisal
0zelligi olan mikrosatellit ve minisatellit DNA elementleri 6nemlilik arz etmektedir.
Tekrarli DNA dizileri kesfedilmelerinin ardindan ise yaramayan DNA dizileri olarak
nitelendirilmislerse de bu diziler ©zellikle bazi insan hastaliklar1 ile (6rnegin
“Huntingtin”, “Junctophilin-3”, “Ataxin”, ‘“Machado-Joeeph” ve “Haw River”
sendromu gibi) ilgili olmalar1 nedeniyle son yillarda bilim insanlarinin dikkatlerini
toplamistir (Gacy vd 1995, Karlin ve Burge 1996, Lalioti vd 1997, Wren vd 2000,
Yamada vd 2002, Fondon vd 2008).

Mikrosatellit DNA’nin ¢alisilan biitiin organizmalarda saptanmis olmasi bilim
insanlarin1  mikrosatellitlerin ~ varlik nedenlerinin arastirilmasina  yoneltmistir.
Mikrosatellitlerin Okaryotik ve prokaryotik organizmalarda bulunma nedenleri
giinlimiize degin tam anlamiyla ortaya konulamamigstir. Levinson ve Gutman (1987)
mikrosatellit varyasyonunun DNA replikasyonu (DNA eslemesi) sirasinda DNA
polimeraz enziminin “strand slippage” olarak da bilinen sentezleme sirasinda geriye
kayarak yeni niikleotitleri eklemesi hatasi yaninda diizensiz rekombinasyon veya bu
iki olayin her ikisinin birden ger¢eklesmesi sonucu tekrar dizi sayilarinin azalmasi

veya artmasi seklinde olustuklar fikrini ileri stirmiislerdir.

Mikrosatellit DNA alanlarinda (“domain”) tekrarlanan niikleotit tipine, motif
uzunluklarina gore degisik mikrosatellitlerin varligi son 20 yildir molekiiler temelde
bilinmektedir. Tekrar eden motif uzunlugu 2 ile 6 arasinda olan ve genellikle en az 10
kez tekrarlanan DNA sekanslar1 mikrosatellit veya basit tekrarli sekanslar (“Simple
Sequence Repeats, SSRs”) olarak bilinirken, tekrar eden motif sayilar1 6 ve {izerinde
olan ve tekrar dizilerinde tek diizelik gostermeyen DNA’lar ise minisatellit DNA
olarak nitelendirilmektedir. Tekrarli DNA’lar mikrosatellit ve minisatellit disinda da

degisik isimler altinda gruplandirilmakta (Karaca ve Ince 2008) olup bunlar Cizelge



2.1’de gosterilmistir. Cizelge 2.1°de gosterildigi gibi tekrar iceren DNA’lar,
uzunluklarina, tekrar eden niikleotit sayisina (linitesine), genomda bulunduklar
lokasyona ve biyolojik fonksiyonlarina gore degisik adlar altinda toplanabilmektedir.
Satellit ve midisatellit DNA’lar daha ¢ok kromozomlarin yapisi ile ilgili bolgelerde
bulunurken minisatellit ve mikrosatellit DNA’lar biitiin bir genoma dagilmis ve gen

ifadesine (ekspresyona) katki saglayabilecek genom alanlarinda yer almaktadir.

Cizelge 2.1. Ardisik tekrarli DNA dizi tipleri

Uzunluk >100 kb <100 kb >100 bp >6 bp 1 bp
Mootif {initesi >5 >5 7-50 2-6 1

Lokasyon S & Telo—rperlk Genom boyunca, Heterokromatin, Okromatin

Heterokromatin
Kromozom uglarinin

Ty lnjls b, Gen ifadesi (intron & ekson)

Fonksiyonlari = Kromozom eslesmesi, Hiicre
yaslanmasi

Mikrosatellit DNA dizileri motiflerinde bulundurduklar1 tekrarlar yo6niinden
diizenli mikrosatellitler, degisken mikrosatellitler ve bilesik mikrosatellitler olarak 3
farkl1 grupta ele alinmaktadir (Bilgen vd 2004, Karaca vd 2005a). Diizenli
mikrosatellit dizilerinde tekrar eden niikleotit igeriginde tekrar sayist boyunca
herhangi bir niikleotit degisimi s6z konusu olmamakta ve mikrosatellit motifi

degisiklige ugramamaktadir (Sekil 2.1).

AGGTGGCTTAAAGAGCAAAACACAAAGCCCTAGGAAGAAGAAGAAGH
AGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGARAARLD
ACCAACTTTGTATGCTAGAAGGAATATATTGAAGTAATGCCGGTCGA
Sekil 2.1. Diizenli mikrosatellit. Sekilde [GAA] triniikleotit mikrosatellit motifini

gostermekte bu mikrosatellit DNA’da [GAA] triniikleotit mikrosatellit
motifi 19 kez tekrarlanmaktadir

Degisken mikrosatellit dizilerinde ise mikrosatellit motifi iceriginde tekrar eden
niikleotit diziliminde tekrar sayist boyunca niikleotit degisimleri olarak insersiyon ve
delesyon (indel) meydana gelmektedir. Bu tip mikrosatellitlerde tekrar sayilarinin
korunmasi nedeni ile PZR ¢aligsmalarinda allel farklilig1 belirlenememektedir (Karaca

vd 2005a) (Sekil 2.2).



AGGTGGCTTAAAGAGCAAAACACAAAGCCCTAGGAAGAAGAAGRAAGA
AGAAGAAGAAGAACATGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGARLLAALL
ACCAACTTTGTATGCTAGAAGGAATATATTGAAGTAATGCCGGTCGA

Sekil 2.2. Degisken mikrosatellit. Sekilde diizenli triniikleotit [GAA] mikrosatelliti
[CAT] niikleotitlerinin eklenmesi ile degisken triniikleotit mikrosatellitine
donlismistiir

Bilesik (“compound”) mikrosatellit dizileri ise ard1 ardina birden fazla sayida farkli
diizenli veya degisken mikrosatellit DNA motifleri bulunmasi halinde olusan bir
mikrosatellit tipidir. Bu tip mikrosatellitler diizenli bilesik (Sekil 2.3) veya degisken
bilesik mikrosatellitler olarak iki alt bdliime ayrilabilmektedir. Bilesik
mikrosatellitlerin transkripsiyonu ve translasyonu ile olusturulan amino asit dizileri
Ozellikle DNA protein interaksiyonlarinda onemli olabilecegi disiiniilmektedir

(Karaca vd 2005a).

CGTAGAAACTAAAATTACAGAGAAAAAARARAACTAAARAATGCATTTT

TATTTTTATTTTTATTTTTCACACACACACACACACACACACACACA

CACACAAAGGAAACACGAGGATGAGCTAGCTTACCAGGAGGGARRAAG
Sekil 2.3. Bilesik (Compound) mikrosatellit. Sekildeki motif [ATTTTT] tekrar1 4 kez

ve [CA] tekrar1 ise 17 kez tekrarlanarak diizenli bilesik mikrosatelliti
olusturmustur

Genomik DNA iizerinde bulunan mikrosatellitlerin ve minisatellitlerin varyasyon
oranlan karsilagtirildiginda minisatellit DNA sekanslarinin mutasyon orani genellikle
yiizbinde bir ile milyonda bir (10°-10°) arasinda degismekte olup bu mutasyon
minisatellit DNA sekanslarinda genelde tekrar sayisinin azalmasi veya artmasi
seklinde gerceklesmektedir (Jeffreys vd 1985, Wright 1994). Bu degisim genel olarak
“variable number of tandem repeats (VNTR)” olarak da bilinmektedir.

Mikrosatellitlerin mutasyon oranlar1 ise minisatellitlerden olduk¢a yiiksek olup
genellikle yiizde bir ile binde bir (10%-10%) oranlar arasinda degismektedir (Jeffreys
vd 1985, Wright 1994). Mikrosatellitlerin tersine, minisatellitlerin genomda
dagilimlar1 belirli bolgelerde Ornegin telomer veya sentromer bolgelerinde
toplanmistir. Bu nedenle mikrosatellit mutasyonu ile fenotipik etkilerin ortaya ¢ikma

sans1 minisatellitlere oranla daha yiiksektir.



2.2. Mikrosatellitlerin Varhgi ve Dagilimi

Aralarinda Schlotterer ve Wiehe (1999)’nin de bulundugu ¢ok sayida arastirici
mikrosatellitlerin genomda dagiliminin rastgele oldugu veya biiylik olasilikla
rastgelelik gosterdigini ileri siirmelerine ragmen yapilan yeni ¢alismalarda
arastiricilar  mikrosatellitlerin genom igerisinde ve genomlar arasinda farklilik
(frekans farkliliklar) gosterdigini tespit etmislerdir (Hamada vd 1982, Casacuberta
vd 2000, Morgante vd 2002, Zhang vd 2004).

Farkli bitki genomlar1 mikrosatellit icerikleri (mikrosatellit motif niikleotit
dizilimi) yOoniinden analiz edildiginde Varshney vd (2005) bugdaygillerde en yaygin
%54-78 oraninda triniikleotit mikrosatellit motiflerinin bulundugunu bunu %17.1-
40.4 ile diniikleotitlerin takip ettigini tetraniikleotitlerin ise %3-6 oranlar1 arasinda
degistigini ifade etmislerdir. Trinilikleotit mikrosatellit motiflerinin bulunma
frekanslar1 incelendiginde [AAG] mikrosatellit motifi farekulag: bitkisi [Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh] ve asmada (Vitis vinifera L.) sirasiyla %28.3 ve %42.1 iken
bugdaygillerde en yaygin mikrosatellit motifi [CCG] olarak saptanmistir. Bugdayda
(Triticum vulgare L.) %32, sorgumda [Sorghum bicolor (L.) Moench.] %49
(Varshney vd 2002, Thiel vd 2003) ve seker kamisinda (Saccharum officinarum L.)
ise %39.3 (Cordeiro vd 2001) olarak tespit edilmistir. Ayrica triniikleotit mikrosatellit
motiflerinin genellikle mantar, memeliler ve omurgasiz organizma genomlarinda da

yaygin olarak bulundugu tespit edilmistir (Toth vd 2000, Morgante vd 2002).

Tek bir bitki genomunda mikrosatellitlerin dagilimini arastirmak i¢in Zhang vd
(2004) Arabidopsis genomu sekans verilerini kullanmiglar ve kromozomlari
mikrosatellit frekanslar1 yoniinden karsilagtirdiklarinda mikrosatellit  frekansi
kromozom 11 iizerinde 1.52 mikrosatellit/Mb oraniyla bulunurken kromozom 12
tizerinde 0.89/Mb, kromozom 3 iizerinde ise 0.25/Mb olarak saptamislardir. Benzer
sekilde McNeil vd (2008) insan (Homo sapiens sapiens) genomu iizerinde yaptiklar
caligmalarinda  kromozomlar {izerinde  mikrosatellitlerin  rastgele  dagilim
gostermedigini tespit etmislerdir. Bu veriler genom igerisinde mikrosatellitlerin

rastlantisal dagilmadigini gostermektedir.
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Celtik (Oryza sativa L.) ve Arabidopsis genomu iizerinde Lawson ve Zhang (2006)
yaptiklar1 aragtirmada her iki organizmanin da farkli genik bolgelerindeki
(transkripsiyona alinan) mikrosatellit yogunlugunun farklilik gosterdigini ve 5’-UTR
bolgelerinde, ekson, intron ve 3’-UTR bolgelerine oranla daha fazla mikrosatellit
bulundugunu ortaya koymuslardir. Ayrica her iki genomda da genlerin 5°-UTR
bolgelerinde triniikleotit tekrar yogunlugunun diger bolgelere oranla daha fazla
oldugunu belirtmislerdir. Aym1 ¢alismada Arabidopsis genomunda en cok goriilen
mikrosatellit motifi mononiikleotitler olarak belirlenirken celtikte triniikleotit motif
yogunlugunun Arabidopsis’e gore daha fazla oldugu saptanmistir. Her iki bitkide de
en fazla yaygin olan mononiikleotit mikrosatellit motifi [A/T] iken, diniikleotit
mikrosatellit motiflerinden [AG]’nin diger diniikleotitlere gore daha yiiksek oranda
bulundugu ve geri kalan mikrosatellit motiflerinin ise olduk¢a diisiik diizeyde kaldigi

bildirilmistir.

Genler iizerinde mikrosatellitlerin varolusu karsilastirildigt zaman 5°-UTR
bolgelerinde basit tekrarli dizilerin diger bolgelere oranla daha sik tekrar ettigi
belirlenmistir. Bu gozlem en iyi geltikte yapilan bir arastirmada [CCG] mikrosatellit
motifinin genlerin 5’-UTR bolgelerinde tiim genomik bolgelere gore daha yliksek bir
oranda bulunmasi ile kanitlanmistir. iclerinde Arabidopsis, celtik, soya [Glycine max
(L.) Merr.], misir (Zea mays L.) ve bugdayinda bulundugu 6 bitki tlirlinden toplamda
25762 adet protein kodlayan ve kodlamayan bolgeleri de ihtiva eden sekans icerisinde
mikrosatellit tiplerinden triniikleotit ve hekzaniikleotitler haricinde kalan biitiin
motiflerin 6nemli derecede az bulunduklar1 vurgulanmistir (Toth vd 2000, Morgante

vd 2002).

Protein kodlayan bolgelerde bazi niikleotit kompozisyonlarinda mikrosatellitlerin
varlig1 giiniimiize degin yapilan calismalarda dikkat cekmektedir. Insan genomunda
45425 adet protein kodlayan sekans iizerinde bulunan toplam mikrosatellit motifleri
icerisinde [A/T] tekrar icerigi oran1 %11.8 iken [G/C] tekrar igerigi oran1 %0.7 olarak
belirlenmistir (Olivero vd 2003). Arabidopsis ve bugdaygillerde bulunan EST’ler
tizerindeki eksonlarda [GC/CT] igeriginin [AT] igeriginden daha yiiksek oldugu
saptanmistir (Morgante vd 2002, Kantety vd 2002). Yu vd (2004) bugday ve celtik
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bitkisinde yaptiklar1 ¢caligmalarinda triniikleotitlerin protein kodlayan bolgelerde %74,
5’-UTR bolgelerinde %20 ve 3’-UTR bolgelerinde ise %6 oranlarinda bulundugunu
belirlemislerdir. Diniikleotit mikrosatellit motiflerinin oranini ise protein kodlayan
bolgelerde %19 olarak belirlerken 5°-UTR bdlgelerinde %42 ve 3’-UTR bolgelerinde
ise %39 olarak tespit etmislerdir (Yu vd 2004).

Arabidopsis genomunda protein kodlayan genlerin 5°-UTR bdlgesinde en yaygin
diniikleotit mikrosatellit motifinin [AG/CT] oldugu belirlenmistir (Morgante vd
2002). insanda ise ayn1 mikrosatellit motifinin incelendigi 44 mikrosatellit icerisinde
%52.3’liikk bir oranla genlerin 3’-UTR bolgesinde daha yaygin oldugu saptanmistir
(Wren vd 2000). insan genomunda genlerin 3’-UTR bolgesinde bulunan
mikrosatellitlerden [A/T] oram1 tiim mikrosatellit motifleri icerisinde %27, [G/C]
orani ise %0.7 olarak tespit edilmistir (Olivero vd 2003). Triniikleotit mikrosatellit
motiflerinin ise insan genomunda genlerin 5’-UTR bdlgelerinde %31.1 oraniyla
bulunurken 3’-UTR bolgelerine %4.6 oraninda bulundugu belirlenmistir (Wren vd
2000). Triniikleotit mikrosatellit motiflerinin farkli bitki genomlarinda ise
Arabidopsis genlerinin 5’-UTR bolgelerinde %51.4, 3’-UTR bolgelerinde %33.4
(Morgante vd 2002), arpa (Hordeum vulgare 1.) genomunda bulunan genlerin 5’-
UTR bolgelerinde %67 ve 3’-UTR bolgelerinde %26 oranlarinda (Thiel vd 2003)
bulundugu tespit edilmistir.

2.3. Mikrosatellit Varyasyonlarinin Genetik Etkileri

Mikrosatellitlerin genomik diizeyde rastgele dagilim gostermedigi, varliklariyla
kromatin organizasyonu, gen regiilasyonu, rekombinasyon, DNA replikasyonu, hiicre
dongiisii ve “mismatch” onarimi [“DNA mismatch repair” (MMR)] gibi olaylarin
diizenlenmesinde etkin rol oynadiklarina dair goriisler in silico analiz verilerinin

incelenmesi ile yayginlagmaktadir.

Mikrosatellitlerin genomda dagilimlar1 (6kromatin veya heterokromatin) ve genler
tizerinde (promotor, ekson, intron, 5’-UTR, 3’-UTR veya diger regiilatorler)
bulunmalarina bagli olarak degisik fonksiyonlara sahip olduklar1 Ongoriilmistiir.

Mikrosatellitlerin evrimsel sliregte gorev aldiklari, bazi metabolik enzimler ile yapisal
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ve depolama proteinlerinin iiretiminde de etkili olduklar1 diisiiniilmektedir. Ayrica
transkripsiyon faktorlerinin {iretimi ve hastalik sinyalleri iizerinde 6nemli roller
istlendikleri savunulmaktadir (Tautz ve Renz 1984, Epplen vd 1996, Schlotterer ve
Wiehe 1999, Timchenko ve Caskey 1999, Hile vd 2000, Li vd 2002, Raman vd
2006).

Genlerin promotor bolgesinde bulunan mikrosatellitlerin tekrar sayilarinin artmasi
ya da azalmasi disinda olusan degisiklikler epigenetik sonuglar dogurabilmektedir.
Ozellikle genin promotdr bdlgesinde bulunan [GG], [CC], [CCG], [GCC]
mikrosatellit motifleri metilasyona ve konformasyonal degisikliklere neden olarak
epigenetik sonuglar ortaya cikabilmektedir. Mikrosatellitlerin fonksiyonel rolleri
bulunduklar1 bolgede etkili olabilecegi gibi lokuslar arasi interaksiyonlar ile (DNA-
DNA interaksiyonlari) organizmanin fenotipinde de degisikliklere neden
olabilmektedir (Akai vd 1999, Li vd 2004). Genomda bulunan mikrosatellit
varyasyonlarini inceleyen Fondon ve Garner (2004) evcillestirilen kopeklerde (Canis
lupus) Alx-4 ve Runx-2 genlerinin protein kodlayan bolgelerinde bulunan
mikrosatellit motifinin azalmasi veya artmasinin hizli bir sekilde morfolojik evrime

neden oldugunu ortaya koymuslardir.

Duval vd (2000) tarafindan yapilan bir calismada insanda DNA iizerinde hatali
eslesmeleri diizeltme islemi yapan MMR geni onyedinci eksonu {izerinde bulunan
[A]y tekrar sayisinda meydana gelen 1 bp’lik bir azalma nedeniyle kodon kaymasi
meydana geldigi belirtilmistir. [A]o mononiikleotit mikrosatellit motifi iizerinde
meydana gelen azalma C-terminal baglanma proteininin (TCF) transkripsiyon
aktivitesini Onleyerek elde edilen proteinin kisalmasina sebep olmaktadir. Olusan
yeni kisa proteinin kolorektal kanser olusumu ile ilgili oldugu bildirilmistir (Duval vd

2000).

Genlerin 5’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellitlerin gen ekspresyonu, gen
transkripsiyonu ya da gen regiilasyonu iizerinde etki ettigi belirlenmistir. Insanda

bulunan calmodulin-1 (hCALM 1) geninin 5’-UTR bolgesinde bulunan diizenli
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[CAG]; mikrosatellit motifi {izerinde meydana gelen bir azalmanin gen ekspresyon

seviyesini %45 azalttig1 bildirilmistir (Toutenhoofd vd 1998).

Insanda fragile X mental retardation-1 (FMRI) geninin 5°’-UTR bolgesinde
triniikleotit [CGG] mikrosatellit motifi iizerinde meydana gelen artisin fragile X
sendrom hastaligina neden oldugu bildirilmistir. Triniikleotit mikrosatellit motifi
[CGG]>200 oldugu zaman FMR protein iiretiminin durdugu ve hastaligin ortaya

ciktig1 belirtilmistir (Kenneson vd 2001).

Nicolis vd (2006) insanda sistik fibrosis (CF) hastaliginin nedeni olarak bilinen
sistik fibrosis transmembran iletkenlik regiilatdr [“cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator” (CFTR)] proteini ile en yakin homoloji gosteren MRPI
geninin yapisini incelemislerdir. MRPI geni 5’-UTR bolgesinde triniikleotit [GCC]
mikrosatellit motifi igerdigi ve [GCC] mikrosatellit motifinin genin promotor
bolgesini aktif hale getirdigi belirlenmistir. Ozellikle CF hastalign bulunan ve
bulunmayan hastalar arasinda [GCC] mikrosatellit motifi 7 ile 14 motif uzunlugu
arasinda farklilhlk gosterdigi saptanmustir. Triniikleotit [GCC] mikrosatellit

varyasyonu ile hastalik belirtisi arasinda dogrudan iliskinin bulundugu saptanmaistir.

Iglesiasa vd (2004) yaptiklar1 ¢aligmalarinda insan genomuna ait agiklanmig tiim
genlerin transkripsiyon baslama bolgesinin birinci 10 kb’lik boliimi ve 5°-UTR
boliimiinde bulunan motif sayis1 2 bazdan 10 baza kadar olan mikrosatellitlerin
tamamint igeren veri tabani {izerinde c¢alismiglardir. Promotor bolgesinde
mikrosatellit iceren 114 adet mikrosatellit icerisinden 51 adetinin polimorfizm
gosterdigi saptanmustir. Elektroforetik mobiliti tasinma analizi [“Electrophoretic
mobility shift assay” (EMSA)] yontemiyle polimorfik mikrosatellitler igerisinde
[CTC/GAG] triniikleotit mikrosatellit motifi ¢ift sarmalli DNA yapis1 olusturarak
spesifik protein 1 (SP1) ile tripleks yapi olusturmustur. Proteinler igerisinde
poliprimidin baglanma proteini 1 (PTBP1) ile tek sarmallit DNA formatindaki [CTC]
triniikleotit mikrosatellit motifi bulunan bolge baglanarak iki farkli DNA
konformasyonunun olusumuna neden olmustur. Sonuglar cis-regiilator element olarak

mikrosatellitlerin ya transkripsiyon faktor baglanma proteinlerini etkileyerek ya da
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ikincil DNA formasyonlarina (sekonder yapilara) yol agarak gen ekspresyonunu

etkiledigini gostermistir.

Hammock ve Young (2005) cayir faresi (Microtus ochrogaster) iizerinde yaptiklari
calismada sosyal davranma ile ilgili gen bolgesi olan vasopressin la reseptor geninin
5’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellit motifi {izerinde meydana gelen
polimorfizmin genin ekspresyon seviyesini etkileyerek sosyal davranig farkliliklarina

yol agtigini belirlemislerdir.

Hulzink vd (2002) arastirmalarinda tiitiin (Nicotiana tabacum L.) bitkisinde polen
tiipii gelisiminde gorev alan ntp303 geninin 5°-UTR bolgesinde bulunan [GAA]g
triniikleotit mikrosatellit motifi iizerinde meydana gelen delesyonlarin translasyon
seviyesinin artisinda onemli rol oynadigini gostermislerdir. Martienssen ve Colot
(2001) calismalarinda Arabidopsis genlerinin 5’-UTR bolgelerinde bulunan [AG]

mikrosatellit motiflerinin antisens transkripsiyonunu etkiledigini gostermislerdir.

Genlerin intron bolgeleri iizerinde bulunan mikrosatellitlerin gen transkripsiyonu,
regiilasyonu, mRNA siplisini, gen suskunlugu {iizerine etkili oldugu bildirilmistir.
Tirosin hidroksilaz geninin birinci intron bdolgesinde bulunan diizenli [TCAT];o
tetraniikleotit mikrosatellit motifinin degisken [TCAT]4[CAT][TCAT]s mikrosatellit
motifine doniigmesinin transkripsiyon regiilator elementinin hareketini etkiledigi
belirtilmistir  (Meloni  vd  1998). Genlerin intron bolgelerinde  bulunan
mikrosatellitlerin  5’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellitlerle birlikte gen
ekspresyonunda yardimci regiilatér element rolii iistlendikleri farkli arastirmalarda
gosterilmistir. Insanda kollojen tip 1 alfa 2 (COLIA2) geni iizerinde 5°-UTR
bolgesinde bulunan [CA], ve birinci intron bolgesinde bulunan [GT], diniikleotit
mikrosatellit motiflerinin birlikte transkripsiyon aktivitesini arttirdigi herhangi birinin
olmadig1 durumda ise transkripsiyon iizerinde etkisiz kaldig1 tespit edilmistir (Akai

vd 1999).

Insanda SCA10 geninin dokuzuncu intronunda bulunan pentaniikleotit [ATTCT]

mikrosatellit motif sayisinin artmasindan dolay1r spinoserebellar ataksiler tip 10
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[“spinocerebellar ataxia type 10” (SCA10)] hastalig1 ortaya ¢ikmaktadir. SCAI0 geni
tizerinde meydana gelen mikrosatellit motifinin artmasi sonucu toksik RNA
mekanizmas1 devreye girerek yeni olusan motif sayisi fazla olan [ATTCT]
mikrosatelliti iceren sekonder proteinler organ spesifik patojenisitiye neden

olmaktadir (Matsuura vd 2000).

Insan epidermal biiyiime faktdrii (EGFR) geninin birinci intron bolgesinde bulunan
[CA]»; diniikleotit mikrosatellit motifinde meydana gelen artisin EGFR geninin
transkripsiyon aktivitesini azalttig1 belirlenmistir (Gebhardt vd 1999). Estany vd
(2007) tarafindan insulin-benzeri biiyiime faktorii I (/GF-I) genine ait intronik
polimorfik [CA] mikrosatellit motifinin gen ekspresyonunu etkiledigi belirlenmistir.
Domuz (Sus scrofa) IGF-I geninin birinci intron bolgesinde bulunan [CA] diniikleotit
mikrosatellit motifinin artis1 gen ekspresyonunu tesvik ederek plazma igerisindeki
insulin konsantrasyonunu arttirdig1 saptanmistir. /GF-I geni birinci intron bolgesinde
bulunan [CA] mikrosatellit motifi artis1 ile IGF-I seviyesinin yiikseldigi ve biliylimeyi

ve sismanligl hizlandirdig: bildirilmistir.

Genlerin 3’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellitlerin gen suskunlugu ve
transkripsiyon akisimi etkiledigi bildirilmistir. Ornegin kinaz geni 3’-UTR bolgesinde
bulunan [CTG] mikrosatellit motifi {izerinde meydana gelen artisin miyotonik
distrophi type 1’e (adelenin genislememesi nedeniyle kasin spazm gegirmesi) sebep

olarak transkripsiyon akisini etkiledigi bulunmustur (Ranum ve Day 2002).

Insan genomu iizerinde yapilan calismalarda mikrosatellit motifleri icerisinde
ozellikle triniikleotit mikrosatellit motiflerinde meydana gelen motif uzunlugunun
artmasinin bazi norolojik hastaliklara sebep oldugu yoniinde bulgular mevcuttur. Bu
hastaliklar insanda Huntington hastaligi (HD), dentatorubropallidoluysian atrofi
[“dentatorubro-pallidoluysian atrophy” (DRPLA)], spinobulbar miiskiiler atrofi
[“spinobulbar muscular atrophy” (SBMA)] ve omurilik kaslarimin bozuklugu
[“spinocerebellar ataxia” (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7 ve SCAS)] gibi

norolojik kaynakli hastaliklar olarak bilinmektedir.
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Bu hastaliklarin ¢ogunlugunun sebebi ilgili genin protein kodlayan bolgesinde
bulunan triniikleotit [CAG] mikrosatellit motif iceriginde meydana gelen artis
nedeniyle protein yapisinda glisin amino asitinin sayisinin artarak protein yapisini
degistirmesi olarak bilinmektedir. Yapis1 degiserek mutasyona ugrayan fazla sayida
glisin amino asiti i¢eren proteinin insanda toksik etki yarattig1 ispatlanmistir (Galvao
vd 2001). Ayrica spinoserebellar ataksiler tip 8 hastaliina SCAS8 geni intron bolgesi
tizerinde bulunan triniikleotit [CTG] mikrosatellit motifi {izerinde meydana gelen

motif uzunlugu artigsinin neden oldugu ileri siiriilmiistiir (Koob vd 1999).

Sharma vd (2007) insanda [TG/CA] diniikleotit mikrosatellit motifi artisinin
ribozomal protein kodlayan genlerin transkripsiyon cis-modiilatér bolgesi ile negatif
bir korelasyon i¢inde oldugunu ve ribozomal protein kodlayan genlerin transkripsiyon
seviyesini diiglirdiigiinii  belirtmislerdir. Ribozomal protein kodlayan genlerin
cogunda yapilan sekans analizi gen ekspresyonunda etkin rol iistlenen
mikrosatellitlerden 06zellikle diniikleotit [TG/CGAIn mikrosatellit motifinde
meydana gelen artigin intron uzunlugunu arttirdigini ve gen fonksiyonunu kontrol

ettigini One siirmiislerdir.

Bazi polimorfik diniikleotit mikrosatellit DNA dizilerinin gen transkripsiyonunun
regiilasyonunda etkili olarak fonksiyonel oOzellik gosterdikleri Gao vd (2004)
tarafindan insanda yapilan arastirmada da belirtilmistir. insanda nezle {izerine yapilan
caligmada farkli populasyonlarda transkripsiyon sinyal tasiyict ve aktive edici
transkripsiyon faktorii 6 [“signal transducer and activator of transcription 6” (STAT6)]
geninin birinci eksonunda bulunan toplam 7 allelden olusan [GT] diniikleotit
mikrosatellit motifi Amerikalilarda 12 ile 17 motif sayis1 arasinda degisirken
Ingilizlerde 13 ile 18 arasinda degisim gosterdigi saptanmustir. Farkli
populasyonlarda diniikleotit mikrosatellit motif sayisinda goriilen bu degisimin
STAT6 geninin ekspresyonunu etkiledigi bildirilmistir. Ayrica STAT6 geni iizerinde
yapilan farkli ¢alismalarda da diniikleotit mikrosatellit motifi artisinin  genin
ekspresyonunu etkiledigi (Gebhardt vd 1999) ve transkripsiyon aktivitesini azalttigi
(Okladnova vd 1998, Searle vd 1999) tespit edilmistir.
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Diniikleotit mikrosatellit motiflerinin neden oldugu alternatif DNA yapilarindan
dolayr (Z-DNA, H-DNA gibi) gen regiilasyonu ve transkripsiyon aktivitesini
diizenleyici etkinin olustugu Ongoriilmiistiir (Naylor ve Clark 1990, Rich 1993,
Rothenburg vd 2001). Mayada URA3 raportdr geni lizerinde bulunan [CAG/CTG]
triniikleotit mikrosatellit motifinin transkripsiyon sonucu beklenen uzunluga gore
daha fazla sayida mikrosatellit motifi olusturdugu ve bunun RNA polimerazin “strand

slippage” olayindan kaynaklanlandig tespit edilmistir (Fabre vd 2002).

2.4. Mikrosatellitlerin Belirlenmesi

Yaygin olarak mikrosatellitlerin belirlenmesi ve analizi kiiciik insertler igeren
genomik DNA kiitiiphaneleri tiizerinde prob olarak kullanilan ardisik tekrarh
oligoniikleotitlerin hibridizasyonu ile yapilmaktadir. Kaynak olarak genomik DNA
kiitliphaneleri kullanilarak gelistirilen mikrosatellit markirlar1 hem transkripsiyona
ugrayan hem de transkripsiyona ugramayan bdlgelerde bulunan mikrosatellitleri

icerdigi i¢in bu markirlarin fonksiyonel bilgi verme orani diisiiktiir.

Son yillarda alternatif bir yontem olarak EST sekanslarinin bulundugu veri
bankalar1 mikrosatellitlerin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Ince vd
2007, Ince vd 2008). EST’ler doku, organ ve gelisme donemine gore aktif olan
genlerin belirlenmesinde kullanilabilecek hizli ve ucuz yontemlerin basinda
gelmektedir. Genomun bir boliimiinde transkripsiyona dahil edilen EST lerden elde
edilebilen mikrosatellit markirlar ile dogrudan genlerin haritalanmasinda
kullanilabilmekte ve potansiyel olarak fonksiyonel 6zellik gostermektedir (Andersen

ve Lubberstedt 2003, Saha vd 2003, Yi vd 2006).

EST sekanslama ve EST’lerin kullanimu ile ilgili projeler bitkilerde ve hayvanlarda
hizla yayginlagsmaktadir. Bu tiir projeler intra-genomik (Schlueter vd 2004) ve inter-
genomik karsilagtirmalar (Fulton vd 2002), yeni genlerin bulunmasi (Ewing vd 1999,
Ronning vd 2003), molekiiler markirlarin gelistirilmesi (Michalek vd 2002) ve
mikroarray (mikro ¢ip) teknigini gelistirilmesi (Wisman ve Ohlrogge 2000) i¢in etkin
kullanilabilecek yontemler olarak bilinmektedir. EST ler 6zellikle Kantitatif Karakter
Lokusu  Ekspresyon [“Expression  Quantitative Trait Locus” (eQTL)]

18



haritalamalarinda spesifik genomik markirlar1 ile transkripsiyon yogunluklari
arasindaki iligkinin aydinlatilmasinda, Kantitatif Karakter Lokuslarinin (QTL)
belirlenmesinde, markir yardimiyla seleksiyon [“Marker Assited Selection” (MAS)]
caligmalarinda ve tek niikleotit polimorfizm [“Single Nucleotide Polymorphism”
(SNP)] markir1 gelistirilmesinde kullanilabilecek degerli bir kaynaktir (Close vd
2004, Schmid vd 2003).

Giiniimiize kadar mikrosatellitlerin belirlenmesinde kullanilan “Tandem Repeats
Finder” [TRF] (Benson 1999), “REPuter” (Kurtz vd 2001), “Simple Sequence Repeat
Identification Tool” [SSRIT] (Kantety vd 2002), “Simple Sequence Repeat Finder”
[SSRF] (Sreenu vd 2003), “Search for TRs IN Genomes” [STRING] (Parisi vd 2003),
“Microsatellite Search” [MISA] (Thiel vd 2003), “Tandem Repeats Analyzer 1.5”
[TRA] (Bilgen vd 2004) ve “Exact Tandem Repeats Analyzer 1.0” [E-TRA] (Karaca
vd 2005a) isimlerinde bilgisayar yazilim programlar1 bulunmaktadir. Bu tekrar bulma
programlari ¢ok etkin bir sekilde ardisik tekrarlarin bulunmasinda kullanilabilmesine
ragmen ‘“Tandem Repeats Analyzer 1.5” [TRA] (Bilgen vd 2004) ve “Exact Tandem
Repeats Analyzer 1.0” [E-TRA] (Karaca vd 2005a) haricinde higbirisi organizma,
organ, doku ya da hiicre tipi ve gelisme donemine gore tekrar icerikleri hakkinda bilgi

verememektedir.

TRA veya E-TRA programlar1 “Keyword-Finder” ve “Organism Miner” (“Org-
Miner”) programlart (Ince vd 2008) ile birlikte kullanildiginda organizma, organ,
doku, hiicre tipi ve gelisme donemine goére gruplamanin yapilmasinin ardindan
ardisik tekrarli DNA dizileri ve tekrar iceriklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
TRA ve E-TRA programlari ile doku, organ ve gelisme donemi spesifik
mikrosatellitlerin belirlenebilmesi genetik calismalar igin farkli bir kaynak olarak
kullanilabilmektedir. Cevre, stres kosullari, gelisme donemleri, doku ve organlara
gore farkli gen ifadelerinin ortaya ¢ikmasi ve protein kodlayan gen bolgelerinde
bulunan mikrosatellitlerin gen regiilasyonu iizerinde etkilerinin belirlenmesi icin

biyoinformatiksel yaklagimlarin kullanilmasi etkin bir yontemdir.
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2.5. Biber Genomu ve Mikrosatellit i¢erigi

Domates, patlican, patates gibi diger Solanaceae familyasina ait bitki tiirlerinde
oldugu gibi biberde de temel kromozom sayist 12 olarak bilinmektedir. Capsicum
tiirleri diploit genoma sahip olup 2n=2x=24 kromozomludur. Ancak bazi yabani
tirlerde 2n=2x=26 kromozom sayis1 da tespit edilmistir (Pickersgill 1991, Tong ve
Bosland 2003). C. annuum tiirtintin sahip oldugu 24 kromozom i¢in yapilan karyotip
analizleri sonucu genellikle 1 ya da 2 kromozomun akrosentrik 10-11 kromozomunun
ise metasentrik ya da submetasentrik yapida oldugu belirlenmistir (Lanteri ve

Pickersgill 1991).

Biber diger bazi kiiltiir bitkileri ile kiyaslandiginda oldukc¢a kiigiik bir genoma
sahiptir. Ozellikle 916 Mb biiyiikliigiinde 0.9 pg (1 C-degeri) domates bitkisi
genomuna gore biiylik, 16469 Mb biiytikliigiinde ve 16 pg (1 C-degeri, 1 pg=965
Mbp) bulunan sogan (Allium cepa L.) bitkisine gore ise oldukc¢a kiiciik genomludur.
C. annuum DNA miktar1 3.38 pikogram (1 C-degeri) ve 2268 cM genetik uzunluga
sahiptir. Biber genomunun fiziksel biiyiikliigii tiirlere gore degismekle birlikte 2200
ile 2700 Mb arasinda oldugu belirlenmistir (Arumuganathan ve Earle 1991, Schreiber
2004).

Ince vd (2007) tarafindan Solanaceae familyast EST verileri kullanilarak yapilan
calismada biber (C. annuum L.) olduk¢a yiiksek oranda (%15.64) ardisik tekrarli
DNA dizisi igeren tiir olarak saptanmistir. GenBank veri tabanindan 397548 EST
verisinin alinarak diizenli ve degisken mikrosatellit icerigi TRA-1.5 programi

kullanilarak doku, organ ve gelisme donemlerine gore belirlenmistir.

Biber EST wverileri incelendiginde en fazla gozlenen mikrosatellit motifi
mononiikleotitlerde [A/T], diniikleotitlerde [CT/GA], triniikleotitlerde [CTT/GAA],
tetraniikleotitlerde [AAAT/TAAA], pentaniikleotitlerde [TTTTC] ve son olarak
hekzaniikleotitlerde [CTGCTC] olarak tespit edilmistir. Triniikleotit mikrosatellit
motifinin diniikleotit tekrar motiflerine gore daha yiiksek oranda bulundugu
saptanmistir. Mikrosatellit motifi ve mikrosatellit yogunlugunun doku, organ ve

gelisme donemlerine gore birbirinden farklilik gosterdigi in  silico yontemler
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kullanilarak tespit edilmistir. EST verileri igerisinde ¢icek tomurcugu dokusuna ait
EST’ler {izerinde yiiksek oranda diizenli ve degisken mikrosatellit miktari

gozlenmistir (Ince vd 2007).

2.6. DNA Markir Sistemleri

Glinlimiizde olduk¢a farkli DNA markir teknikleri belirlenmis olup degisik
amaclarla kullanilmaktadir. En yaygin kullanilan DNA markir teknikleri Cizelge
2.2°de verilmistir. Bu tekniklerin hemen hemen hepsi, morfolojik ayrim tekniklerine
ve diger molekiiler ayrim tekniklerinden olan izoenzim teknigine oranla daha kolay,
ucuz ve giivenilirdir (Zhang ve Stommel 2001, Karaca ve Ince 2008, Karaca vd 2008,
Jones vd 2009). Mikrosatellitler diger markir teknikleri ile karsilastirildiginda
polimorfizm oraninin oldukca yiiksek olmasi, kodominant 6zellik gostermesi, hizl
sonug alinmasi ve kolay uygulanabilir olmasi gibi uistiinliikleri ile genetik haritalama,
taksonomi ve genetik iligkilerin belirlenmesi gibi caligmalarda etkin olarak
kullanilabilmektedir (Zietkiewicz vd 1994, Karaca vd 2002, Nicot vd 2004, Crane
2007, Ince vd 2010b).

Portis vd (2007) biberde C. annuum tiiriinde 8000 adet EST verisi kullanarak
gelistirdikleri 348 primer setinin C. annuum tiir ici %14.08’lik bir polimorfizm
gosterdigini belirtmislerdir. Min vd (2008) tarafindan yapilan ¢alismada yine EST
verileri kullanarak gelistirilen primer setleri ile C. annuum tiirline ait iki ¢esit arasinda
yalnmzca %#4.3’liikk bir polimorfizm saptanmistir. Yi vd (2006) tarafindan yapilan
calismada ise EST verileri kullanilarak dizayn edilen 850 primer setinin C. annuum
tiirliniin TF68 hatti ile C. chinense tiirline ait Habanero hatt1 arasinda %18.7 oraniyla
bir polimorfizm gosterdigi tespit edilmistir. DNA markirlar1 yaygin olarak genetik
haritalamalarda kullanilmaktadir. Capsicum cinsi iizerinde ilk genetik linkage
haritalama calismas1 Tanksley (1984) tarafindan C. annuum ve C. chinense tiirleri
arasinda izoenzim segregasyonuna dayali olarak gerceklestirilmistir. Ilk RFLP
linkage haritalama caligmasi Tanksley vd (1988) tarafindan 85 lokus kullanilarak

chili biberlerinin domates bitkisi ile karsilastirilmasina dayali olarak yapilmistir.
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Cizelge 2.2. Yaygin kullanilan DNA markir sistemleri ve 6zellikleri
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AFLP, RFLP ve SSR markirlar1 kullanilarak tiir i¢i ve tiirler arasi ¢esitli haritalama
caligmalar1 yapilmistir (Prince vd 1993, Livingstone vd 1999, Kang vd 2001). Tiir ici
ve tiirler aras1 melezleme yapilarak olusturulmus 6 populasyon kullanilarak Paran vd
(2004) tarafindan morfolojik, RFLP, AFLP markirlari igeren 2262 adet markir (1832
cM) ile genetik haritalama gerceklestirilmistir. Biberde klasik yontemlerle gelistirilen
yaklasik 180 mikrosatellit markir1 bulunmaktadir (Lee vd 2004, Nagy vd 2004,
Barchi vd 2006, Minamiyama vd 2006, Lee vd 2009).

Biberde tiirler arasi haritalamada [C. frutescens var. BG2814-6 x C. annuum cv.
NuMex RNaky] 100 adet F, bitkisi kullanilarak genetik linkage haritalama ¢aligsmasi
yapilmis (Ben-Chaim vd 2006) ve elde edilen genetik linkage haritas1 Sekil 2.4’de
sunulmustur. Bu haritalamada toplam 728 adet molekiiler markir icerisinde 489 adet
SSR markiri, 195 adet AFLP markir1 ve 8 adet spesifik PZR markir1 ve 36 adet RFLP
markir1 bulunmaktadir. Calismada 1358.7 ¢cM ile 12 adet biiyiik 4 adet kiiciik linkage
grubu olusturulmustur. Yapilan haritalama interspesifik diizeyde bir haritalama olup
kromozom 4 (linkage grup 4a ve 4b) ve kromozom 7 (linkage grup 7a ve 7b) yiiksek

rekombinasyon nedeni ile farkli gruplarda bulunmustur.
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Sekil 2.4. Biber FAO3 interspesifik haritalamasi. C. frutescens var. BG2814-6 x C.
annuum cv. NuMex RNaky haritalamasi
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Tirler aras1 yapilan bir baska genetik haritalama ¢alismasinda ise C. annuum cv.
NuMex RNaky x C. chinense PI159234 melezinden elde edilen 100 adet F,
populasyonu kullanilmistir (Sekil 2.5). Toplam 426 molekiiler markirin kullanildig
calismada 359 adet SSR markiri, 3 adet spesifik PZR markir1 ve 68 adet RFLP
markirt bulunmaktadir. F, populasyonlar: arasinda 1004.8 ¢cM harita mesafesi ile 11

adet biiytik 4 adet kiiciik linkage grubu belirlenmistir (Wu vd 2009).

[cM] 1 3 4 5 6 7 8 % 8 8 10 2 b 12
ol f l | 1 1 iR G ! |
f _: | ; f N I ] Z; E B
of 0 R0 B QR 0N T 0B 0
I BEEE o
ﬁU"— _: B I =2 i E El |
1V B g i | | | b
01 ‘. - v f Vv i
l I § ¢ R :
100 4 . | i
104 1 | - v
! 1) | )
U W

Sekil 2.5. Biber AC99 interspesifik haritalamasi. C. annuum cv. NuMex RNaky x C.
chinense P1159234 haritalamasi

Kiiltiirii yapilan biber gesitleri arasinda genetik farkliligin ¢ok dar olmasi nedeni ile
haritalama ¢alismalart genellikle interspesifik diizeyde gerceklestirilmektedir.
Bitkilerde yapilan ¢alismalarda 6zellikle tiirler aras1 yapilan haritalama ¢alismalarinin
yiiksek rekombinasyon orani nedeni ile kullanilirlig1 tartisilmaya baglanmistir (Bagge
ve Lubberstedt 2008). Bu nedenle biber ve diger ekonomik onemi olan bitkilerin
genetik haritalama caligmalarinda kullanilacak yeni polimorfik DNA markirlarinin

gelistirilmesi 6nemlilik arz etmektedir.
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2.7. DNA Ekstraksiyon Yontemleri

DNA parmak izi (fingerprinting), molekiiler filogenetik ve evrimsel ¢aligmalarda
ve genetik haritalama calismalarda kullanilabilecek yiiksek molekiiler agirlikta, saf,
temiz ve bir biitiin halinde DNA eldesi olduk¢a 6nemlidir (Williams vd 1993, Vos vd
1995, Zhang vd 1999, Caranta vd 2002, Budak vd 2004).

Molekiiler markir tekniklerinin etkin bir sekilde uygulanabilmesi uygun miktar ve
kalitede DNA kullanilmasi ile dogrudan iligkilidir. Bununla birlikte yiiksek
polisakkarit igerigine sahip, sekonder metabolik miktar1 yogun, fenolik bilesiklerce
zengin olan bitki tiirlerinde kaliteli ve yeterli miktarda DNA ekstraksiyonu

giiclesmektedir (Loomis 1974, Jobes vd 1995, Suman vd 1999, Karaca vd 2005b).

Kullanilan bitki pargaciklarinin fizyolojik yas farkliligi, farkli yaprak tiyliligi
veya damar orani, ekolojik sartlar, toplanma donemleri ve doku bilesiminde bulunan
fenolik bilesikler veya karetoneitler, DNA ekstraksiyonunda elde edilen niikleik
asitlerin yapisin1 ve safligimi etkileyen 6nemli unsurlardir. Bu nedenle biitiin bitki
tirlerinde etkin bir sekilde DNA ekstraksiyonunu gerceklestiren tek bir yontem
giintimiize degin gelistirilememistir (Karaca vd 2005b).

Kullanilacak bitki parg¢aciginda bulunan sekonder metabolitler ve fenolik bilesikler
DNA’nin ¢oziilmesini engelleyerek DNA ekstraksiyonu sirasinda biiyiikk miktarda
DNA kayiplarina neden olmakta ve ayni1 zamanda analizlerde kullanilan enzimlerin
(restriksiyon enzimleri, modifikasyon enzimleri ve DNA polimeraz enzimi gibi)
caligmasina engel olmaktadir (Karaca vd 2005b). Ayrica bir bitki grubunda calisan
bir yontem, diger bitki gruplarinda ¢ogunlukla basarisizlia ugramakta, bitki ve
bitkinin sekonder metabolitlerinin farkliligi nedeniyle her zaman basarili DNA
izolasyonu saglanamamaktadir (Doyle ve Doyle 1988). Mevcut bazt DNA izolasyon
yontemleri ve ticari kitler, farkli bitkilerde farkli kalite ve miktarda izolasyon

sonuclar1 vermektedir (Weishing vd 1995, Karaca vd 2002).

Basaril1 bir DNA ekstraksiyonu i¢in bitkide hiicre duvarinin, hiicre i¢i madde ve

organellerinin uzaklastirilmas1 ve niikleik asitlerin ayristirilmasi i¢in pargalanmasi
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gerekmektedir. Bu islem i¢in yaygin olarak sivi azot yardimiyla dondurma ya da
ekstraksiyon ¢ozeltisi ile havan icerisinde ezme islemleri kullanilmaktadir. DNA’nin
ekstraksiyon cozeltisine gegmesi ic¢in hiicre duvarlarinin pargalanmasi, protein ve
polisakkaritlerin denatiire edilmesi islemi genellikle SLS (“Sodyum laruil sarkosil”),
SDS (“Sodyum dodesil siilfat”) veya CTAB (“Cetyl methyl tri-ammonium bromide™)
gibi deterjanlar kullanilmaktadir. DNA’nin hiicre i¢inde a¢iga ¢ikan niikleazlardan
korunmasi i¢cin EDTA (“Ethylene di-amin tetra acetic acid”) veya proteazlar
kullanilmaktadir. EDTA, niikleazlarin ¢aligmasi i¢in kofaktor olarak gorev yapan
MgCl, iyonlarm (Mg*?) baglayip selatlagtirarak uzaklastirmaktadir. DNA’dan
proteinlerin uzaklastirilmasi ve proteinlerin pargalanmasi i¢in kloroform veya fenol
coOzeltisi igerisinde ya da ikisi kombinasyon halinde uygulanmaktadir (Williams vd

1993, Vos vd 1995).

DNA kalite ve miktarini etkileyen en onemli faktorlerden biride bitki dokusunun
yas1 olarak bilinmektedir. Biiyiime sezonunun sonlarina dogru, olgun yapraklardan
elde edilen DNA’nin saflagtirilmasi, kalin hiicre duvari, yiiksek oranda endoniikleaz,
polisakkarit, fenolik bilesik igerigi nedenleriyle olduk¢a zordur (Karaca vd 2005b).
Etkili bir DNA ekstraksiyonunu etkileyen faktorlerin basinda gelen polifenoller ve
polisakkarit kalintis1 dikkat c¢ekmektedir. Polifenoller ekstraksiyondan sonra
DNA’nin saklanmasit asamasinda okside olarak DNA’nin pargalanmasina neden
olmaktadir. Polisakkaritler ise, DNA ile birlikte ¢okerek DNA’nin ¢odziinmesini
tamamen engelleyebilmekte ya da DNA c¢oziinse bile, diger asamalarda enzim
aktivitesini engellemektedirler. Polisakkaritlerin bu olumsuz etkileri dogrudan kirlilik
yapan madde olmalari, kirlilik yapan diger maddeleri de biinyesine baglayarak dolayli
olarak DNA’nin temizlenmesine engel olmalar1 ve analizler sirasinda kullanilan
enzimlerin  aktivitesine engellemeleri veya tamamen durdurmalar1 olarak
bilinmektedir (Loomis 1974, Jobes vd 1995, Weishing vd 1995, Karaca vd 2002,
Karaca vd 2005b). Calismada kullanilacak DNA ekstraksiyon yOnteminin
secilmesinde ¢aligmanin amacia gore belirlenmesi ve uygulanan yontemin diger
arastiricilar tarafindan kullanilabilecek sekilde acikca ortaya konmasi onemlidir

(Karaca vd 2005b).
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2.8. RNA Ekstraksiyon Yontemleri

Bitkilerde transkripsiyonel, fizyolojik ve biyokimyasal analizlerin dogru bir sekilde
yiiriitiilebilmesi i¢in bir diger kritik asama da yiiksek kalitede ve tekrarlanabilirligi
yiiksek olan giivenilir RNA ekstraksiyonunun gerceklestirilmesidir. Farkli bitki
tiirlerinin farkli doku ve organlarinda yeterli miktarda ve yiiksek kalitede RNA
ekstraksiyonu i¢in giiniimiize degin gelistirilmis ¢ok sayida yontem bulunmaktadir.
Bu yontemler igeriklerinde bulundurduklari etkin kimyasal maddelere gore

adlandirilmaktadir (Carra vd 2007, Wang vd 2008, Ince ve Karaca 2009).

Tipki DNA ekstraksiyonunda oldugu gibi RNA ekstraksiyonunda da ana problem
hiicrelerde bulunan polisakkaritler, nisasta, fenolik bilesikler ve flavonoitler olarak
siralanabilmektedir. DNA ekstraksiyonundan farkli olarak ¢ogu bitki tiiriinde mevcut
icsel riboniikleaz (RNaz) aktivitesi nedeniyle biitiin, kirllmamis, degrede olmamig
RNA elde etmek oldukga gii¢ bir islemdir (Almarza vd 2006). Baz1i RNA izolasyon
yontemlerinde aktif olarak yiiksek konsantrasyonlarda guanidin thiosiyanat
(guanidine thiocyanate) ve CTAB, LiCl, iire (urea) gibi RNazlar inaktif eden farkli
denatiirant kimyasallar ve kombinasyonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Carra vd

2007, Wang vd 2008).

Cogu RNA ekstraksiyon protokoliinde genomik DNA kontaminasyonunu
engellemek icin asitik fenol-kloroform veya kloroform asamasindan sonra DNaz
(DNase) uygulamasi yapilmaktadir (Almarza vd 2006, Portillo vd 2006,
Chomczynski ve Sacchi 2006, Manickavelu vd 2007, Wang vd 2008, Karaca vd
2002, Carra vd 2007, Chen vd 2003).

Giintimiizde TRIZOL ve TRIZOL LS (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), TRI Reagent (Molecular Research Center, INC, Ohio, USA), EZ-RNA
(Biological Industries, Israel), RNeasy (Qiagen, Inc., Hilden, Germany) ve
RNAqueous (Ambion, Inc., Austin, USA) isimler altinda ticari kitler bulunmaktadir
(Chomczynski ve Sacchi 2006, Manickavelu vd 2007, Karaca vd 2004, Santiago-
Vazquez vd 2006). Bazi makalelerde mevcut ticari kitlerin problemli olmayan

dokularda toplam RNA ekstraksiyonu i¢in harcanan zamani kisalttig1 belirtilmis olsa

31



da (Karaca vd 2004) ekstraksiyon yapilmast zor olan dokularda RNA
ekstraksiyonunun 10-20 saatin iizerinde bir zamanda yapilabildiginin belirtildigi
kaynaklarda mevcuttur (Ince ve Karaca 2009). Ayrica mevcut RNA ekstraksiyon
kitlerinin biiyiik ¢ogunlugunun pahali oldugu, ¢evre dostu olmadig1 ve gelismekte

olan iilkeler i¢in kit bulabilmenin kolay olmadig: bilinmektedir.

Wang vd (2008) 16 bitki tiiriiniin birka¢ doku ve organinda RNA ekstraksiyonu
icin gelistirdikleri CTAB-PVPP tabanli modifiye edilmis metotlarinda verim ve diger
kalite kriterlerinin olgun ve kuru tohumlarda yeteri kadar elde edilemedigini
belirtmiglerdir. Camacho-Villasana vd (2002) biber dokular1 tizerinde yaptiklart RNA
ekstraksiyon metodu c¢alismalarinda ¢ok daha uzun siire alan ve fazla GITC
konsantrasyonunun kullanildig1 protokollerinde RNA miktarin1 maksimum 250 pg/g
elde ettiklerini bildirmislerdir. Bu ¢alisma kapsaminda RNA ekstraksiyonu i¢in EZ-
RNA kiti denenmis ancak ¢ogu biber dokusunda oldukga yiiksek polisakkarit RNA
ile birlikte izole edilebilmis elde edilen RNA’lar ¢alismada kullanilacak kalite ve
miktarda olmadiklar1 tespit edilmistir. Ayrica Hot Borate metodu ve CTAB tabanh
baska bir yontem denenmis ve bu yontemlerinde ¢aligmada RNA ekstraksiyonunda

etkin bir sekilde kullanilamayacagi belirlenmistir (Ince ve Karaca 2009).

Glinlimiize degin yapilan mevcut ¢alismalar icerisinde MAGi RNA ekstraksiyon
protokolii ile ¢cogu bitki tiirlinde ¢alisabilen ve bitkinin tiim doku, organ ve gelisme
donemlerinde etkin sekilde yiiksek kalite ve kantitede RNA elde edildigi
belirtilmistir. C. annuum biber tiirli Demre Sivrisi ¢esidine ait 16 farkli doku, organ
ve gelisme donemine 6zgii toplam RNA izolasyonu aralarinda bezelye, pamuk, kabak
gibi 16 farkli bitki tiiriine ait olgun tohumlardan etkin bir sekilde RNA ekstraksiyonu
gergeklestiren The MAGi RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak biberde zor olan
RNA ekstraksiyonu gerceklestirilmistir (Ince ve Karaca 2009).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. In silico Analizler

In silico calismalarda kullanilmak iizere GenBank [National Center for
Biotechnology Information (NCBI, ftp://ftp.ncbi.nih.gov/repository/dbEST/)] veri
tabanindan Capsicum annuum L.’ye ait 20738 EST verisi alinmistir. Calismada
yaprak dokusuna ait 5145, ¢igek tomurcuguna ait 3524, kilcal kok dokusuna ait 1926,
genc kok dokusuna ait 1893, plasenta dokusuna ait 3903, 0.5-2 cm uzunluktaki geng

meyve dokusuna ait 3681 ve anter dokusuna ait 666 EST verisi kullanilmistir.

3.1.1. Kontig analizleri

Calismada kullanilan EST’ler Sequencher 4.8 (Gene Codes, Ann Arbour, MI)
biyoinformatik yazilim programi kullanilarak analiz edilmistir. Kontig analizlerinde

%95’1n lizerinde homoloji gosteren EST verileri ayn1 sekans olarak kabul edilmistir.

Bu calismada analiz parametresi olarak iki EST sekansi arasinda en az %95’lik
homoloji ve iki EST nin ug kisimlarinda en az 50 niikleotitin bire bir esleserek uyumu
kriterleri uygulanarak EST’ler analiz edilmistir (Sekil 3.1). Bu analiz yardimi ile
birbirlerine ¢ok benzeyen EST’ler belirlenmis ve istatistik analizleri i¢in uygun
veriler elde edilmistir. Sekil 3.1°de gosterildigi tizere EST’ ler Sequencher programi
kullanilarak konsensus veya diger bir isimlendirme ile devamli diziler biitiiniine
(DDB) doniistiirtilmiistiir. Homoloji gostermeyen EST’ler ise singletons veya teksel
diziler (TD) olarak gruplandirilmistir. Organ, doku ve gelisme donemine 6zgii kontig

ve singletonlar daha sonra mini veri bankasina doniistiiriilmistiir.
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Sekil 3.1. Kontig analizleri ile konsensuslarin belirlenmesi
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3.1.2. Mini veri bankasinin (MVB) olusturulmasi

Calismada kontig analizleri ile kullanilan EST’lerin 7009 adedi diger EST’ler ile
homoloji gostermemesi nedeni ile TD grubunda yeralmistir. 13729 EST ise analiz
kriterlerine dayanilarak 2984 adet DDB haline ¢evrilmistir. Her bir TD ve DDB bu
calismada entry anlamina gelen kalem olarak isimlendirilmistir. Kalemler Dog. Dr.
Mehmet Bilgen (Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii)
tarafindan gelistirilen bir yazilim programi kullanilarak GenBank EST dosya

formatinda doniistiiriilmiistiir.

GenBank EST formatina doniistiiriilen TD ve DDB kalemleri OrgMiner programi
(Ince vd 2008) yardimiyla ayr1 ayr1 dosya adlari altinda toplanmistir. OrgMiner
ciktilart kullanilarak her bir doku veya gelisme donemine 6zgii DDB ve TD’ler 3 tip
veya grup altinda incelenmistir. Birinci gruba sadece tek bir doku veya gelisme
doneminde bulunan EST’lerden elde edilen TD’ler dahil edilmis ve diger gruplardan
ayirmak i¢in TD 0Ozel bir dokuya 6zgii anlamina gelen spesifik [S] grubu altinda

toplanmustir.

Ikinci grup ise sadece tek bir doku veya gelisme déneminde bulunan DDB’lerden
veya konsensuslardan olusturulmus ve doku veya gelisme donemine spesifik
konsensus veya DDB anlamina gelen konsensus spesifik [KS] adi altinda
gruplanmistir. Her bir doku veya gelisme donemine 6zgli konsensus olusturan

EST’ler bu grupta yer almistir.

Uciincii grup en az iki veya daha fazla doku veya gelisme doneminde ortak
bulunan DDB’lerden olusturulmustur. Bu gruba giren kalemler ortak DDB anlamina
gelen Konsensus ortak [KO] adi altinda gruplandirilmigtir. Bu ¢aligmada toplam 7
doku veya gelisme donemi kullanilmis olup her doku veya gelisme donemine ait
kalemler S, KS ve KO adi altinda gruplandirildiktan sonra diizenli ve degisken

mikrosatellit frekanslar1 ve dagilimlar1 belirlenmistir.
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3.2. Diizenli Mikrosatellitlerin Belirlenmesi

Calismada kullanilan S, KS, KO kalemleri sekanslarinda var olan diizenli tekrar
gosteren mikrosatellitler “Tandem Repeats Analyzer 1.5” (Bilgen vd 2004)
biyoinformatik programinin “Exact” modiilii kullanilarak belirlenmistir. Calismada

birden fazla biyoinformatik programi kullanilmis ve bazilar1 Sekil 3.2 gdsterilmistir.

Fiigaord inder {Cy e |

1 [ b ]
Ingnd Fotdi Pgess 7 ?%
CDoesserts e Satirge, | [ :

Tuipus Foldes
ey ) Mt Akcdeniz Unives sity, Faculty of Agricuflune -

SELUENGHER

;"Tlu Reg number 2711036
ie

-

Overall Siotistics

Number of Total Sequence Scanned | 30840
Mumbes of Secuence Frocessed 30840

Sekil 3.2. Calismada kullanilan baz1 biyoinformatik yazilim programlari

Mikrosatellit motif uzunlugu olarak 1 ile 6 niikleotit uzunlugundaki diizenli
tekrarlar incelenmistir. Mononiikleotit mikrosatellitler en az 18 Adenin [A], veya

Timin [T] veya Guanin [G] veya Sitozin [C] bazindan olusturulmustur. Dintikleotit
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mikrosatellitler i¢in en az 9, triniikleotit en az 7, tetraniikleotit ve pentaniikleotit en az

5 ve hekzantikleotit mikrosatellitler en az 4 tekrarli bazlardan olusturulmustur.

GenBank verilerinde bulunan DNA verilerinin kural olarak her zaman 5’ 3’
yoniinde oldugu kabul edilmektedir. Ancak kontig analizlerinde EST verilerinin
olusturdugu eslemelerde bazi EST ileri (5°—>) sekanslar ile diger bazi EST lerin geri
(3’€) sekanslarinin kontig olusturduklar1 tespit edilmistir. Mikrosatellitlerin baz
icerikleri yoniinden smiflandirilmasinda Lawson ve Zhang (2008) tarafindan da
belirtildigi gibi yonii belirtilmemis bir DNA iizerinde bulunan bir mikrosatellitin
tekrar yOniiniin bilinmesi miimkiin degildir. Bu nedenle 6rnegin [AGAGAGAGAG]
tekrar1 ile [GAGAGAGAGA] tekrar1 birbirinin aynis1 olabilir. Diger taraftan DNA
molekiiliinlin ¢ift sarmalli olusu ve her bir sarmalin birbirine zit ve komplementer
olan iki iplikten olugmasi nedeniyle [AGAGAGAGAG] tekrart ile [TCTCTCTCTC]
tekrar1 ayni tekrarlardir (Lawson ve Zhang 2008).

3.3. Degisken Mikrosatellitlerin Belirlenmesi

Calismada olusturulmus olan S, KS ve KO kalemleri sekanslarinda var olan
degisken mikrosatellitler Tandem Repeat Analyzer 1.5 (Bilgen vd 2004)
biyoinformatik  programimmin  “InExact” modiilii kullanilarak  saptanmistir.
Mikrosatellit motif uzunlugu olarak ise yine 1 ile 6 niikleotit uzunlugundaki degisken

mikrosatellitler incelenmistir.

3.4. In silico Veri Analizleri
3.4.1. MVB bulunan S, KS ve KO kalemlerin analizleri

3.4.1.1. Dokuya ozgii ve diger alti dokuda ortak mikrosatellitlerin frekans
analizleri

MVB iizerinde bir dokuya 6zgli ve o doku haricinde kalan alti dokuda ortak

kalemlerde bulunan mikrosatellit bulundurma frekanslarinin analizleri yapilmistir

(Sekil 3.3). Sekil iizerinde A harfiyle adlandirilan doku (bu alan bu dokuya 6zgii S ve

KS kalemlerinden olusturulmus olan sekans verilerini kapsamaktadir) ile AB, AC,

ABC harfleriyle gruplandirilan (bu bolim KO kalemlerinden olusturulmus olan
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sekans verilerini kapsamaktadir) dokular arasi ortak kalemlerde bulunan mikrosatellit
yogunluklar1 karsilastirilmis ve bu tiir karsilastirmalar Analiz 1 olarak

isimlendirilmistir (Sekil 3.3).

3.4.1.2. Dokular arasi mikrosatellit frekans analizleri

Dokular arasi1 analiz yonteminde bir dokuya veya gelisme donemine 6zgii S, KS ve
KO kalemlerinde yer alan sekans verileri ile diger toplam alti doku veya gelisme
donemlerine ait S, KS ve KO kalemlerinde bulunan sekanslar karsilastirilmis ve bu
tiir karsilagtirmalar Analiz II olarak adlandirilmistir (Sekil 3.3). Sekilde A, AB, AC,
ABC bolgelerinin kapsadigi tiim kalemler (bir dokuya ait S, KS ve KO kalemlerini)
ile B, C, BC (diger dokuya ait S, KS ve KO) boélgelerinin kapsadigi tiim alan
icerisinde kalan kalemlerde bulunan mikrosatellit yogunluklar1 belirlenerek analizleri

yapilmustir (Sekil 3.3).

3.4.1.3. Dokuya 6zgii mikrosatellit frekans analizleri

MVB kullanilarak uygulanan son analiz olarak salt bir dokuya veya gelisme
donemine 6zgli olan gen gruplarina ait kalemler (S ve KS) birebir birbirleriyle
kiyaslanarak analizleri yapilmis ve bu tip analizler Analiz III olarak isimlendirilmistir
(Sekil 3.3). Sekil tizerinde sadece A ile B bolgesinin arasindaki ya da sadece A ile C
bolgesi icerisinde kalan kalemlere ait mikrosatellit yogunluklari tespit edilmistir

(Sekil 3.3).

Analiz 1 Analiz I Analiz III

Sekil 3.3. Calismada mikrosatellitlere uygulanan analizlerin grafiksel gosterimi
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3.4.2. Ki-Kare uygunluk testi ile mikrosatellit yogunlugunun analizi

Calismada belirlenmis olan S, KS ve KO kalemlerinde yer alan mikrosatellit
sikliklar1 (densiteleri veya frekanslar1) arasinda farkliliklarin istatistiksel acidan
anlamli olup olmadigim belirlemek amaciyla ki-kare (y°) testi serbestlik derecesi
(SD) “1” alinarak uygulanmistir. Mikrosatellit densitesi (frekans1 veya yogunlugu)

her bir Mega baz (Mb) uzunlukta bulunan mikrosatellit sayis1 olarak hesaplanmistir.

[statistiksel analiz olarak Ki-Kare (%) testi uygulanirken S, KS ve KO kalemleri
yeniden isimlendirilerek Tip I ve Tip II gruplart olarak adlandirilmistir. Diizenli ve
degisken mikrosatellit densitesi veya frekansi (sikligi veya yogunluklart) 3 farkli
analiz (Analiz I, II ve III) kullanilarak belirlenmistir. Her bir analizde Tip I ve Tip II
farkli gen gruplarini nitelemekte olup Tip I ile Tip II genleri arasinda Ho hipotezi
olarak farklilik bulunmadigi ve H; hipotezi olarak farklilifin 6nemli oldugu
varsayilmistir. x> degerlerinin énemli olup olmadigi ise GraphPad yazilim programi
kullanilarak internetten (http://www.graphpad.com/quickcalcs/pvaluel.cfm)
hesaplanmigtir. P degerinin 0.01°e esit veya kiiclik olmasi durumunda mikrosatellit

igerikleri arasinda farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu sonucuna varilmistir.

Analiz I’de 7 farklh calisma gergeklestirilerek tek bir dokuya 6zgii kalemlerle (S,
KS) diger alt1 dokuda bulunan KO karsilastirilmistir. Bu analizlerde Tip I bir doku
veya gelisme donemine 6zgii S ve KS kalemlerini, Tip II ise KO kalemlerini
nitelemektedir. Analiz II’de de 7 farkli analiz yapilarak tek bir dokuya ait S, KS, KO
kalemleri (Tip I) ile diger alt1 dokuya ait S, KS ve KO kalemlerinin (Tip II) tamami
analiz edilmistir. Analiz III’de ise salt dokuya 6zgii S ve KS kalemleri (Tip I) ile
diger bir salt dokuya 6zgii S ve KS kalemleri (Tip II) mikrosatellit frekanslar

yoniinden incelenerek 21 farkli analiz gerceklestirilmistir.

Calismada beklenen (expected) mikrosatellit sayis1 Lawson ve Zhang (2008)’e

gore asagida verilen formiile gore belirlenmistir.
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Bi: Tip I veya Tip II kalemlerinde beklenen mikrosatellit sayisi
N: Tip I ve Tip II kalemlerinde gozlenen toplam mikrosatellit say1si
B; = L *Li L Tip I ve Tip Il kalem sekanslarinin baz toplam1 (Mb)
Li: Tip I veya Tip II kalem sekanslarinin baz toplami (Mb)

|2

y2  analizleri  mikrosatellitlerin = dokmdar farkdilik  goster ip

gostermediklerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir.

G;i: Tip I veya Tip II’de gbzlenen mikrosatellit sayist
Z (GI_BI)Z B;: Tip I ve Tip II’de beklenen mikrosatellit sayisi
Bi n: analiz edilen unsur sayisi (bu ¢aligmada 2)
yv*: Ki-Kare

3.5. Mikrosatellit Primer Setlerinin Dizaym

Calismada belirlenmis olan diizenli tekrarli mikrosatellitlerin polimeraz zincir
reaksiyonunda (PZR) kullanilabilmesi i¢in mikrosatellit alan1 veya domaininin sag
(iist veya ileri) ve sol (alt veya geri) u¢ veya kenarlarinda bulunan DNA dizilerinden
primer ¢iftleri belirlenmistir. Primer ¢iftlerinin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan Primer3 yazilim programi (http://frodo.wi.mit.edu/) kullanilmistir (Rozen

ve Skaletsky 2000).

Primer ciftleri veya setleri dizayn edilirken o6zellikle mikrosatellit bolgelerinin
disinda kalan sekans bolgelerinden sag ve sol dizi alanlarindan primer dizayni
yapilmustir. Primer dizayn kriterlerinin baginda dizayn edilen primer uzunluklari i¢in
uygulanan 18 ile 24 baz arasinda degisen primer uzunlugu kriter olarak kullanilmistir.
Dizayn edilen primerlerin renatiirasyon sicakliklar1 (Ty,) dizayn esnasinda 52°C ile
62°C arasinda tutulmus ancak se¢cim asamasinda 59°C ve 60°C’lik renatiirasyon

(annealing) sicakliklarina sahip primer setleri tercih edilmistir.

Primer setleri belirlenirken diger bir kriter olarak olusabilecek {iriin uzunlugu
aralig1 (amplikon biyiikligi) 150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700
701-850 851-1000 bp olarak verilmistir. Sekans lizerinde ¢ogaltilmasi hedeflenen
mikrosatellit alan1 belirtilirken koseli parantez “[]” isareti ile hedef bolge gosterilirken

primer dizayn edilmesi istenmeyen sekanslar ise sinirlandirma isaretleri “<>”
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kullanilarak belirlenmistir. Ornegin ATCT[CGCC]TCAT bolgesi ozellikle primer
setlerinin CGCC bolgesinin sagindan ve solundan primer dizayn1 hedeflenmisken,
ATCT<TGCT>TCAT sekansinda TGCT bolgesinden herhangi bir primerin dizayn

edilmemesi gerektigi ifade edilmistir.

Dizayn edilen primer setlerinin % Guanin-Sitozin (GC) orani ise en az %40 ve en
fazla %80 arasinda degisim araliginda tutulmustur. Primer dizayni i¢in GC oraninin
yiiksek tutulmasiyla primerin renatiirasyon sicakligi dogru orantili olarak yliksek

olacagindan spesifik olmayan bolgelerin ¢ogaltilmasinin 6nlenmesi planlanmigtir.

Dizayn edilen primerler i¢in 6énemli diger bir kriter ise dizayn edilen primerlerin
kendi iizerinde komplementeri olmayan sekanslardan yararlanilmaktir. Bu ¢alisma
i¢cin toplam 24 bazlik bir primer i¢in en fazla 3 bazin ayn1 primerde komplementerisi
riski (sekonder DNA vyapilanmasi) goz oniline alinmistir. Dizayn edilen primer
ciftlerinin birbirleri lizerinde komplementer sekanslari bulundurma sinir1 yine 3 baz
olarak siirlandirilmigtir. Bu degerin tizerinde genellikle primer dimer yap1 olusturma
riski bulunmaktadir. Bu ¢alismada 24 bazlik iki primer arasinda en fazla 3 bazin

komplementerisinde baglanabilme olasiligina izin verilmistir.

3.6. In vitro Analizleri

Aragtirmanin in vitro analizleri 2006-2009 yillar1 arasinda Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii, Tarla Bitkileri Boliimii ve Tohumculuk ve
Tarimsal Biyoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi uygulama arazisi ve
laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir. In vitro analizler ile ilgili ¢alismalar sirasiyla DNA

analizleri, RNA analizleri ve cDNA sentezi olmak iizere gruplanarak aktarilmistir.

3.7. DNA Analizlerinde Kullanilan Bitki Materyalleri

Aragtirmada model bitki materyali olarak iilkemizin Onemli standart biber
cesitlerinden olan Demre Sivrisi biber ¢esidi kullanilmistir. Bu ¢esit Antalya ve
cevresinde yaygin olarak yetistirilmektedir. Bitkileri orta giiclii ve yar1 agik habitiislii,
ortalama meyve agirligt 40-50 g, meyve boyu 11-20 cm, meyve ¢ap1 2.5-3.5 cm,

meyve rengi yesil, tohum bin tane agirligt 6.5-7.5 g, meyve tadi gevresel faktorlere
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bagl olarak degismekle birlikte genellikle aci, meyve verimi 60-80 ton/ha olan bu
cesit sofralik ve tursuluk olarak tiiketilmektedir. Biitiin bu 6zelliklerinin yaninda
tilkemizin yerli standart ¢esitlerinden birisi olmasi nedeniyle de 1slah ¢aligsmalar1 i¢in

onemli bir kaynak niteligindedir (Ince vd 2010c).

DNA analizi asamasinda Demre Sivrisi biber ¢esidi ile birlikte Hindistan’da yerel
bir populasyondan elde edilmis ve Xanthomanas vesicatoria bakteriyel hastaligina,
Meloidogyne arenaria, M. incognita ve M. javanica kdk ur nematodlarina dayanikli
bir hat olan PM687 ve C. frutescens tiiriine ait SA36 aksesyonu kullanilmistir. Bu
bitkiler DNA analizleri in silico yontemler kullanilarak dizayn edilen primerlerin
etkin bir sekilde ¢alisip ¢alismadiginin teyidinin yani sira bu primer ciftlerinin tiir i¢i
(intraspesifik) (C. annuum) ve tiirler arasi (interspesifik) (C. annuum ve C.

frutescens) kullanilabilirliklerinin belirlenmesi amaciyla calismaya dahil edilmistir.

Calismada Demre Sivrisi, PM687 ve SA36 yan1 sira BP225, BYE6788, C13 (C.
annuum L.), SA219 (C. baccatum L.), SA426, SA184 (C. chacoensce L.), BP605 (C.
chinense L.), SA218 (C. frutescens L.)’in genomik DNA’lar1 kullanilmistir. Ayrica
Solanaceae familyasina ait patlican (Solanum melongena L.), tiitin (Nicotiana
tabacum L.), patates (Solanum tuberosum L.) ve domates (Solanum lycopersicum L.)
bitkilerinden de farkli ornekler alinarak calisma kapsaminda gelistirilmis olan

mikrosatellit primer setlerinin kullanilabilirlikleri arastirilmistir.

Demre Sivrisi biber ¢esidi ve PM687 biber hattinin melezlenmesi yoluyla elde
edilen F; bitkisinin kendilenmesi ile elde edilmis olan F, bitkilerinden degisik sayida
ornek belirlenerek F, bitkileri iizerindeki mikrosatellit lokuslarinin segregasyon

paternlerinin incelenmesi amaglanmistir.

In vitro c¢alismalarinda kullanilmak iizere C. annuum’a ait Derme Sivrisi biber
cesidi, geleneksel iiretim sistemlerine tabi olarak ve acik alanda saksilarda 144 bitki
yetistirilmistir (Sekil 3.4). Yetistirmede tohumlar fide donemine kadar sera sartlarinda
biiyiitiilmiis ve daha sonra her bir bitki 60 litrelik saksilara sasirtilmistir. Saksilar 1/3

oraninda torf, 1/3 oraninda toprak ve 1/3 oraninda perlit eklenerek hazirlanmistir.
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Giibreleme ve sulama diizenli olarak uygulanmustir. Ornek toplamadan en az 20 giin
once gerekli olan durumlarda kirmizi Oriimce§e ve beyaz sinege karsi kimyasal

miicadele yapilmistir.

PM687 ¢esidi Ayer Tarim Sirketinden, diger Capsicum cinsine bagh tiirlere ait
aksesyonlar ise Ingiltere Reading Universitesi’'nden temin edilmistir. DNA
caligmalar1 i¢in her bir 6rnek toplama islemi i¢in saglikli bitkilerin 15. bogumundaki
saglikli yapraklarindan 50 ml’lik steril test tiiplerine sikistirmadan toplanarak buz

tizerinde bekletilmis etiketlenen 6rnekler DNA ekstraksiyonu islemine kadar -20°C

de muhafaza edilmistir.

IS =% A

Sekil 3.4. Demre Sivrisi (DS) biber ¢esidinin yetistirilmesi. Toplam 144 adet bitki
acik alanda yetistirilmis ve calismada DNA ve RNA izolasyonlarinda
kullanilmistir

3.8. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltiler

Bitkilerde DNA izolasyonu, molekiiler diizeyde yapilacak analizlerin baglangic
noktasidir. DNA izolasyon yontemleri bitki tiirleri, doku tipleri veya kullanilacak

orneklerin hiicresel 6zelliklerine bagli olarak belirlenmektedir. DNA’ya bagli yapilan
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tim analizlerin gilivenirliligini ve dogrulugunu etkileyen faktorlerin basinda DNA

kalitesi, safli§1 ve miktar1 yer almaktadir.

Bu aragtirmada kullanilan biitiin bitki materyaline ait DNA’lar laboratuvarimizda
kullanilan ve c¢ok sayida tiirde basari ile ¢alistig1 tespit edilen CTAB tabanli DNA
ekstraksiyon metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Spektrofotometrik ve agaroz jel
elektroforesiz yontemlerle elde edilen DNA’nin kalite ve kantitesi belirlenmistir

(Karaca vd 2005b).

3.8.1. Ekstraksiyon c¢ozeltisi

Ekstraksiyon c¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in gerekli stok soliisyonlar asagidaki

sekilde hazirlanmustir.

2 M D-Sorbitol stogu (MA 182.18, Amresco) hazirlanirken 36.436 g sorbitol
tartilarak 60 ml distile steril su ilave edilerek 1sitilarak ¢oziilmiis ve hacmi 100 ml’e
tamamlanip, 0.42 mikron capinda filtre ile sterilizasyonu yapilmis ve 4°C de

saklanmistir.

2 M TRIS-HCI stogu (pH 7.5) (MA 121.14, Amresco) icin 242.28 g TRIS-HCI
tartilip 600 ml distile steril su ilave edilerek 1sitilarak ¢ozlilmiistiir. Coziildiikten ve
sicaklig1 diistiikten sonra 980 ml’ye kadar su ilave edilmis, pH metre ile hidroklorik
asit (%37.2, HCI) kullanilarak pH 7.5’a ayarlanmis, hacim 1000 ml’ye tamamlanip,
otoklavda 121°C 20 dk siire ile sterilize edilmistir.

0.5 M EDTA stogu (pH 7.5) (MA 372.2, Amresco) i¢in 186.1 g EDTA tartilmis ve
600 ml distile steril su ilave edildikten sonra yaklasik 16 g sodyum hidroksit (NaOH)
pelleti ilave edilmis ve 1sitilarak ¢oziilmistiir. Coziildiikten sonra uygun sicaklikta
980 ml’ye kadar steril distile su eklenmis ve NaOH pelleti atilarak pH 7.5°e
ayarlanmig ve hacmi 1000 ml’e tamamlanip, otoklavda 121°C 20 dk siire ile

sterilizasyon yapilmistir.

DNA ekstraksiyonu iki ana ¢ozelti kullanilarak gergeklestirilmistir. Ik ¢ozelti

ekstraksiyon c¢ozeltisi olarak isimlendirilmis ve bir o6rnek icin toplam 10 ml
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kullanilacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Cizelge 3.1°de belirtildigi sira ile
cozeltiler ilave edilerek stok ekstraksiyon c¢ozeltisi igerising -merkapto ethanol (B-
mercapto-ethanol, BME) eklenmeden hazirlanmis ve magnetik bir karistirici iizerinde
15 dakika kanstirilmistir. Hazirlanan DNA ekstraksiyon ¢ozeltisinden galigilacak
ornek sayisina uygun miktar steril Pireks cam sise igerisine ol¢iilerek uygun oranda
%1°lik BME olacak sekilde ilavesi ise ¢calismaya baslamadan hemen 6nce yapilmistir.
BME ilavesi yapilmadan bu DNA ekstraksiyon ¢ozeltisi 1 ay siire ile muhafaza
edilebilmektedir.

Cizelge 3.1. DNA ekstraksiyon ¢6zeltisinin bilesimi

Sorbitol 035M 17.5 ml
TRIS-HCI (pH 7.5) 2M 100 mM 5 ml
EDTA (pH 7.5) 0.5M 5SmM 1 ml
Triton X-100 %100 %2 2 ml
Tween-20 %100 %1 1 ml
BME 14.4 M (%100) %1 1 ml
Steril-H,O 72.5 ml
Toplam Hacim 100 ml

*: Bu hacim 10 farkli DNA ekstraksiyon i¢in gerekli miktar olup 6rnek sayisi
fazlaliginda artirilarak uygulanmistir

3.8.2. Lezyon cozeltisi

Ekstraksiyon metodunda kullanilan ikinci ¢ozelti ise lezyon c¢ozeltisi olarak
isimlendirilmistir. Bu ¢06zeltinin hazirlanabilmesi ic¢in gerekli stok soliisyonlarin

hazirlanisi sirasiyla agsagida verilmistir.

2 M TRIS-HCI stogu (pH 8.0) (MA 121.14, Amresco) icin 242.28 g TRIS-HCI
tartilip 600 ml distile steril suda magnetik karistirict lizerinde 1sitilarak ¢oziilmiistiir.
Coziildiikten sonra sicakliginin diismesi igin bekletilmis ve 980 ml’ye kadar su ilave
edilmis, HCI kullanilarak pH 8.0’e ayarlanmis ve hacmi 1000 ml’ye tamamlanip,
121°C 20 dk siirede otoklav ile sterilizasyonu yapilmastir.
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0.5 M EDTA stogu (pH 8.0) (MA 372.2, Amresco) i¢in 186.1 g tartilmis 600 ml
distile steril su ilave edildikten sonra 16 g NaOH pelleti konup 1sitilarak ¢oziilmesi
saglanmistir. Coziiliince 1sisinin diismesi i¢in bekletilmis 980 ml’ye kadar steril
distile su eklenmis ve NaOH pelleti ilave edilerek pH 8.0’e ayarlanmig, hacmi 1000

ml’e tamamlanip, otoklavda 121°C 20 dk siire ile sterilize edilmistir.

5 M Sodyum Kkloriir [“Sodium chloride” (NaCl), MA 58.44, Amresco] stogu
hazirlanirken 146.1 g tartilip 300 ml distile steril su ilave edilmis ve ¢oziilmesi i¢in
magnetik karistirict iizerinde 1sitilarak karigtirilmistir ve hacmi 500 ml’e tamamlanip,

otoklavda 121°C 20 dk siire tutularak sterilize olmasi1 saglanmistir.

8 M Lityum kloriir [“Lithium chloride” (LiCl), MA 42.39, Amresco] stogu icin
339.12 g LiCl tartilip 600 ml steril distile su ilave edilmis ve karistirict iizerinde
1sitilarak ¢oziilmiistiir. Hacmi 1000 ml’e tamamlanip, otoklavda 121°C 20 dk siirede

sterilizasyon yapilmistir.

%5 Sodyum laruil sarkosil [“Sodium lauryl sarcosinate” (SLS), MA 293.38,
Amresco] stogu hazirlanirken 5 g SLS tartilip 80 ml’de karistirilarak ¢oziilmiis ve

toplam hacmi 100 ml’e tamamlanip, 0.42 mikron ¢apinda filtre ile sterilize edilmistir.

Saf etil alkol saf %99.5’luk etil alkol (Merck) direkt kullanilirken %70’lik ethanol
toplam 100 ml hacimde 70 ml Saf ethanol icerisine 30 ml steril su ilave edilerek

hazirlanip kullanilmastir.

Kloroform:Izoamil alkol (CIA 24:1 (Choloroform:Isoamyl alcohol), Amresco)
karisimi i¢in 240 ml Kloroform mezur ile 6lgiilerek iizerine 10 ml Izoamil alkol ilave

edilerek hazirlanmistir.

3 M sodyum asetat [“Sodium acetate” (NaOAc), pH 5.2, MA 82.03, Amresco]
stogu hazirlanirken 24.609 g tartiip 60 ml’de ¢oziilmiistiir. Glasiyel asetik asit
(glacial acetic acid) ile pH 5.2’ye ayarlandiktan sonra hacmi 100 ml’e tamamlanip,

121°C 20 dk siirede otoklav edilmistir.
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Iki farkli pH degerinde TRIS-EDTA ¢ézeltisi TRIS ve EDTA stoklar1 kullanilarak
TioE; (10 mM TRIS ve 1 mM EDTA, pH 7.5) ve TjoE; (10 mM TRIS ve 1 mM
EDTA, pH 8.0) ¢ozeltileri seklinde hazirlanmistir. 50 ml ToE; (pH 7.5) icin 500 ul 1
M TRIS (pH 7.5) ve 200 ul 0.25 M EDTA (pH 7.5) ve 49.3 steril su ilave edilerek
hazirlanmistir. TjoE; (10 mM TRIS ve 1 mM EDTA, pH 8.0) c¢ozeltisi ise ayni
miktarlarda ancak pH 8.0 olan TRIS ve EDTA soliisyonlarindan yararlanarak

hazirlanmstir.

Lezyon c¢ozeltisi stok sollisyonlar kullanilarak ¢aligmaya baslamadan once
hazirlanmis ve her bir 6rnek i¢in toplam 4 ml kullanilmistir (Cizelge 3.2). Lezyon
cozeltisi 100 ml’lik steril Pireks sise icerisine dncelikle 2 g CTAB tartilmis iizerine 2
g PVPP tartilarak eklenmis ve Cizelge 3.2°de belirtilen sira ile diger soliisyonlar ilave
edilmis ve lezyon ¢ozeltisi kullanilincaya kadar 65°C sicaklikta olan su banyosunda

inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.2. Lezyon ¢ozeltisi bilesimi

CTAB MBA, toz %2 2¢g
PVPP MBA, toz %2 2¢g
TRIS-HCI (pH 8.0) 2M 200 mM 10 ml
EDTA (pH 8.0) 0.5M 50 mM 10 ml
NaCl 5M 2M 40 ml
Triton X-100 %100 %2 2 ml
BME 144 M (%100) %2 2 ml
Steril-H,O 30 ml
Toplam Hacim™** 100 ml

*: Bu hacim 25 farkli DNA ekstraksiyon icin gerekli miktar olup ornek sayisi
fazlaliginda artirilarak uygulanmistir. **: toplam hacim 100 ml olacak sekilde
steril su ilave edilerek hazirlanmistir

Cozelti 65°C inkiibe edilerek olgunlastirildiktan sonra 6rnek sayisina gore steril

Pirekslere boliinmiis ve %2’lik BME ilavesi ise ¢alismaya baslamadan hemen once

yapilmustir.

46



3.9. DNA Ekstraksiyon Protokolii

1.

Mekanik olarak ve dondurarak hiicre duvarlarinin pargalanmasi ve
ekstraksiyon c¢ozeltisinin kolay islemesi i¢in doku ylizeyinin arttirilmasi
amaciyla sivi azot ile dondurarak ezme islemi yapilmistir. Ezme isleminde
havan igerisine 100 mg toz halinde ve suda ¢oziinmeyen 6zellige sahip PVPP
eklenerek iizerine -80°C’de muhafaza edilmis olan taze yaprak
pargaciklarindan 4 g tartilip havaneli ve sivi azot araciligiyla toz haline gelene
kadar ogiitiilmiis, ogiitiilen doku sivi azot yardimiyla 28 ml’lik bir “Nalgene
Oak Ridge” tiipe dokiilerek aktarilmistir. Havan igerisine basglangigta eklenen
PVPP ezme esnasinda ortaya ¢ikan fenolik bilesiklere baglanarak enzimsel
aktivitelerden kaynaklanabilecek oksidasyonun dnlenmesi i¢in kullanilmistir.
S1v1 azotun tamamen buharlagsmasi i¢in tiip 10 dakika graniile buz {izerinde
bekletilmistir. Bu asamada s1vi azotun tam olarak buharlasmamasi durumunda
cozelti ilave edildigi anda buzlanabilmekte ve ezme islemi zorlagabilmektedir.
S1v1 azot tamamen buharlagtiktan sonra tiip icerisine 10 ml DNA ekstraksiyon
cozeltisi (Cizelge 3.1) eklenmis, 5 dakika vorteks cihazinda kuvvetlice
karistirilarak toz halindeki doku pargaciklarinin ¢ozelti icerisinde tam olarak
dagilmalar1 saglanmigtir. Bu asamada kimyasal yolla Sorbitol, Tween-20 ve
Triton X-100 yardimiyla hiicre duvarlarinin pargalanmasi saglanirken
BME’de ortaya ¢ikan enzimsel faaliyetleri engelleyerek oksidasyonu dnlemek
amaci ile antioksidan olarak kullanilmistir.

Tiip 4°C sicaklikta 9000 xg hizda 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant
dikkatlice dokiilmiis ve s1vi fazda ¢6ziinmiis olan atiklar uzaklastirilmistir.
Tip tabanina yapismig durumdaki c¢okelti lizerine kullanmadan Once taze
olarak hazirlanan ve 65°C’de bekletilen toplam 8 ml’lik lezyon [4 ml lezyon
cozeltisi (Cizelge 3.2) ve 4 ml 8 M LiClI] cozeltisi eklenmistir. Cokelti steril
pipet ucu ya da cam c¢ubuk kullanilarak soliisyon igerisinde dagitilmis ve
kuvvetlice vortekslenerek dokunun sivi ile etkilesimi arttirilmistir. Bu karisim
tizerine daha sonra 2 ml %35’lik SLS soliisyonu ilave edilmis ve vorteks cihazi
yardimiyla kuvvetlice karistirtlmistir. Bu asamada giiglii bir deterjan olan

CTAB ve bitki dokularinda daha etkin bir deterjan olan SLS kullanilarak
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10.

11.

hiicre duvarlari, hiicre agregatlar1 ve hiicre i¢i organellerinin kimyasal yolla
parcalanmasi, polisakkaritlerin uzaklastirilmasi1 saglanarak DNA’nin ortaya
cikartilmas1  gergeklestirilmistir.  Ayn1  zamanda LiCl  kullanilarak
polisakkaritlerin ve kiiciik RNA’larin uzaklastirllmasi ile ortaya ¢ikacak
DNA’nin temiz olmasi saglanmistir.

Vorteksleme isleminden sonra tiip 65°C su banyosunda 30-35 dakika ve her
10 dakikada bir kez vorteks cihazinda karistirilmak suretiyle inkiibe
edilmistir. Bu asama uygulanan sicaklik inkiibasyonu ile hem kullanilan
kimyasallarin daha etkin caligmasi saglanmis hem de hiicre membran yapilari,
polisakkarit ve yaglarin ¢oziilmesi ve niikleik asitlerin bagimsiz olarak ortaya
¢ikmast saglanmistir. Bu yontemin polisakkaritlerce zengin dokularda ve kuru
herbal orneklerinde inkiibasyon siiresinin 2 saate ¢ikarilmasi 6nemlidir.

Su banyosunda yapilan inkiibasyon sonrasi 0rnek tiipii graniile buz iizerine
alinmis ve lizerine 10 ml CIA (24:1 h/h) eklenmis ve nazikge ters diiz edilerek
CIA’nin slispansiyonuna iyi bir sekilde karigimi saglanmistir.

Tiip 4°C sicaklikta 9000 xg hizda 10 dakika santrifiij edilerek olusan 3
katmanin (faz) en istteki stipernatant1 8 ml yeni bir 28 ml’lik steril “Nalgene
Oak Ridge” tipe dikkatlice transfer edilmistir. Bu asama yiiksek santrifiij
giicli uygulanarak faz ayrimindan yararlanilmis, {ist fazlarda niikleik asit, orta
fazda protein, polisakkarit ve en alt fazda hiicresel kalintilarin birikimi
saglanmistir.

Sekiz mililitre olarak kurtarilan iist faz iizerine esit hacimde yani 8 ml CIA
eklenerek tekrar nazikce ters diiz edilmis ve 4°C’de 5000 xg hizda 5 dakika
santrifiij edilerek DNA’nin daha saf olarak elde edilmesi saglanmistir.

Olusan silipernatantin 6 ml’si yeni bir 28 ml’lik steril “Nalgene Oak Ridge”
tiipe dikkatlice alinarak esit hacimde izopropil alkol ilave edilmis, tizerine 5
M NaClI stogundan elde edilen toplam hacmin 1/20 oraninda eklenmistir.
NaCl ilavesiyle elde edilen DNA’nin ¢oziilerek ¢okelmesi ve proteinlerden
ayrilmasina yardimer olunmustur.

Ornek tiipiiniin 4°C’de 5000 xg hizda 3 dakika santrifiij edilmesiyle niikleik

asitler tiipiin tabaninda toplanmistir. Bu asamayla niikleik asit ¢okeltilmis ve
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geri kalan polisakkarit ve protein gibi atiklar sivi fazla birlikte
uzaklastiriimistir.

12. Siipernatant pipet ile dikkatlice c¢ekilerek uzaklastirilmis tiip tabaninda
toplanmis olan niikleik asit ¢okeltisinin iizerine 1 ml TE pH 7.5 (10 mM
TRIS-HCL, pH 7.5, 1 mM EDTA, pH 7.5) ¢ozeltisi ve 0.1 ml 3 M NaOAc (pH
5.2) eklenerek niikleik asitlerin ¢dziilmesi saglanmistir. Uzerine RNA
molekiillerini uzaklastirmak amaciyla 10 ul RNaz (1 pg/ul) enzimi eklenerek
37°C de 30 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Burada niikleik asitlerin pH 7.5
TE ile c¢oziilmesiyle RNaz enziminin aktivitesi ve calisma etkinliginin
saglanmas1 amaclanmistir. Ilave edilen NaOAc niikleik asitlerin
¢Oziinlirliglinii arttirmak ve hizlandirmak i¢in kullanilmastir.

13. inkiibasyon sonrasi tiipe 3 ml Saf ethanol eklenerek DNA cokeltilmis ve
4°C’de 5000 xg hizda 3 dakika santrifiijlenerek tiipiin tabaninda tutturulmus
ardindan siipernatant pipet ile uzaklastirilmistir. DNA pelleti lizerine %70’lik
ethanol ilave edilerek yikanmis ve 4°C’de 5000 xg hizda 3 dakika santrifiij
edilmistir.

14. Siipernatant pipet ile uzaklastirildiktan sonra DNA c¢okeltisi sa¢ kurutma
makinesi yardimiyla kurutularak 1 ml TE pH 8.0 (10 mM TRIS-HCI, pH 8.0,
1 mM EDTA, pH 8.0) igerisinde ¢oziilmiistiir. DNA pelleti ¢oziildiikten sonra
kalite ve kantitesinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrik ve agaroz jel
elektroforez metotlar1 kullanilmis, DNA’nin uzun siireli muhafazasi i¢in -

20°C’de saklanmustir.

3.10. DNA Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi

Ekstraksiyonu tamamlanmis olan DNA’nin kantite ve kalitesi yaygin olarak
kullanilan iki yontemle, spektrofotometrik ve agaroz jel elektroforesiz yontemleriyle
belirlenmistir.

3.10.1. Spektrofotometrik yontem

Ekstraksiyonu tamamlanmis olan DNA’nin kantite ve kalitesi belirlenmesi i¢in

spektrofotometrik yontemde 50 kat seyreltilmis olan toplam DNA’nin analizinde
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absorbans 190 nm ile 1100 nm arasinda tam tarama yapilmis ve Aj3p, Az Ve Azgo
degerleri iizerinden DNA konsantrasyonu, polisakkarit varligi, kimyasal kalint1 olup
olmadig1 belirlenmeye calisilmistir (Sambrook ve Russell 2001). Spektrofotometri
151k kaynag ile prizma arasina kuartz igerisinde yerlestirilen sivi maddenin miktarina
ve konsantrasyona gore 15181 absorbe etmesi sistemini temel almaktadir. DNA miktari

asagida verilen formiil kullanilarak belirlenmistir.

DNA(ug/ml) = A(260)*SF * ¢

Formiilde niikleik asitler i¢in miktar tayini yapilirken Aj¢p nm’de niikleik asit
absorbans degeriyle, o niikleik asitin varolus katsayisinin (€) (DNA i¢in 50) ve
¢Ozeltinin seyreltme faktoriinlin ¢arpimiyla niikleik asit miktar1 mililitrede mikrogram
olarak hesaplanmaktadir. Absorbans degeri okuma degerinin yapildigi dalga
boylarinda ¢ozeltinin i¢inden gecen 1518 ne kadarimin soguruldugunun bir

gostergesidir.

3.10.2. Agaroz jel elektroforesiz

Agaroz jel elektroforesiz yontemiyle RNA kontaminasyonu, polisakkarit varlig1 ve
yilksek molekiiler agirliktaki DNA’nin  varligr arastinlmistir. Ekstraksiyonu
tamamlanmis olan DNA’nin kantite ve kalitesinin TRIS-Borik asit EDTA (TBE)
agaroz jel elektroforesiz yontemi ile belirlenmesi i¢cin %1.2’lik agaroz jel, 1X TBE
cozeltisi (89 mM TRIS-HCI, 89 mM Borik asit, 2 mM EDTA, pH 8.0) kullanilarak
hazirlanmistir. Jel igerisine 0.5 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde etidium bromit

(10 mg/ml, ethidium bromide) ilave edilmistir.

DNA orneklerinden 1 pg hazirlanmis ve 1/6 6rnek hacmi olacak sekilde 6X
yiikkleme ¢ozeltisi [(loading dye, Amresco), 50 mM TRIS-HCI, (pH 7.6), 0.025 mg
bromofenol blue (bromophenol blue), 6.45 M gliserol (glycerol)] ile karigtirtlmistir.
DNA ornekleri jel kuyucuklarina yiiklenmis ve 1X TBE cozeltisi kullanilarak 5 V/cm
uygulanmis ve 110 dakika siire ile yiiritiilmiistiir. Elektroforez isleminden sonra
DNA ultra viole (UV) araciligiyla goriintiillenmis UVpro programiyla bilgisayar
ortaminda kaydedilmistir.
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TBE yiiriitme ¢ozeltisi 20X TBE konsantre ¢ozelti olarak hazirlanmis ve 216 g
TRIS-HCI tartilarak steril 1 L’lik Pireks sise icerisine alinmis, 600 ml steril distile su
ilave edilerek magnetik karistirici tizerinde 1sitilarak karistirilmistir. TRIS-HCl
¢oziildiigiinde tizerine 110 g borik asit tartilarak ilave edilmis ve 80 ml EDTA (0.5 M,
pH 8.0) ¢ozeltisi eklenerek karistirllmaya devam edilmistir. TBE ¢ozelti hacmi 1000
ml’ye tamamlanmis 120°C de 20 dakika siire ile otoklav edilmis ve 4 °C de

korunmustur.

3.11. Mikrosatellit DNA Analizleri

3.11.1. PZR

Gelisme donemlerine 06zgii cDNA’lara ait primer c¢iftlerinin genomik DNA
diizeyinde teyit edilmesi amaciyla Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Caligmada 96 6rneklik (8x12) Px2 termal-dongii cihazi (96-Well-
Px2 Thermal Cycler) (Thermo Hybaid) kullanilmigtir. Kullanilan genomik DNA,
primer seti, enzim ve diger kimyasallar ve konsantrasyonlarina ait bilgi Cizelge

3.3°de gosterilmistir.

PZR’da kullanilan bilesenlerden kalip olarak kullanilan genomik DNA’lar 8.5
ul’sinde 120 ng (~14 ng/ul) olacak sekilde normallestirilmistir.

MVG ve lontek firmalarina sentezletilen her bir primer seti (AGi) ana stok olarak
200 uM olarak hazirlanmistir. Ana stoklardan ¢alismada kullanilmak iizere 20 uM’lik
ara stoklar hazirlanarak geri kalan primer stoklar1 -80°C’de muhafaza edilmistir.
Calismada her primer ara stogundan bir PZR caligsmasi icin 0.5 pM olacak sekilde

kullantlmistir.

Her biri 100 mM olan dATP, dTTP, dGTP ve dCTP (Larova) ana stoklarindan 10
mM’lik calisma stogu kullanilmak tizere ANTP karigimi hazirlanmistir. Bu 10 mM’lik
dNTP karisim stogundan bir 6rnek i¢in 0.28 mM olacak sekilde kullanilmigtir. PZR
toplam 25 ul reaksiyon hacimde 0.2 ml’lik 8 dizinli PZR tiipleri icerisinde
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. PZR’da kullanilan kimyasallar ve miktarlar

3.11.2. Amplifikasyonunda kullamilan PZR profilleri

Mikrosatellit lokuslariin ¢ogaltiminda 3 farkli PZR profili kullanilmistir. Bu PZR
profilleri Amplifikasyon Profili A (Cizelge 3.4), Amplifikasyon Profili B (Cizelge
3.5) ve Amplifikasyon Profili C (Cizelge 3.6) olarak isimlendirilmistir.

Cizelge 3.4. Amplifikasyon Profili A

72°C

o
we e
——

I e S

1 dongii
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Cizelge 3.5. Amplifikasyon Profili B

72°C

59°C

Cizelge 3.6. Amplifikasyon Profili C

72°C

S E——
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1 dongii

Amplifikasyon Profili A, B, C icin renatiirasyon sicakligi 60°C, 64°C ve 66°C
olmak tizere 3 farkli renatiirasyon sicakligi uygulanarak her primer seti i¢in en uygun
renatiirasyon sicakliklart optimize edilmistir. Mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltimi i¢in
biitiin PZR profillerinde spesifik olmayan amplikonlarin olusumunu 6nlemek amaci
ile indirgemeli PZR (touch-down PZR) profili kullanilmistir. Bu yontemle
baslangictaki 10 dongiide asil reaksiyonun devam ettigi renatiirasyon sicakligindan en

az 5°C yiiksek sicaklikla primer ¢iftinin ¢ogaltilacak DNA sarmallarina baglanmasi
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saglandiktan sonra her dongii basina renatiirasyon sicakligi 0.5°C digiirtilmiistiir.
Indirgemeli PZR profilleri uygulamalar1 ile PZR calismalarinda spesifik olmayan

bolgelerin amplifikasyonlari 6nlenmeye calisilmistir.

3.11.3. Agaroz jel elektroforesiz

PZR c¢aligmalar1 tamamlanan 25 pl iirtine 5 pl yiikleme ¢ozeltisi (6X) eklenmistir.
Karistirildiktan sonra 8 ile 12 pl degisen miktarlarda PZR {iriinii jele yiiklenmistir.
Kullanilan jel, icerisinde %3.0 (g/h) oraninda yiiksek ¢oziniirliiklii MetaPhor ve %1

(g/h) oraninda yiiksek ¢oziiniirliiklii Serva agaroz ile hazirlanmastir.

Elektroforesiz isleminde 5 V/cm, sabit amperde elektriksel akim uygulanmis ve en
az 8 saat veya gece boyu 1X TBE c¢ozeltisinde yiiriitiilmiistir. PZR iirlinleri
elektroforez iglemi sirasinda jelin igerisinde 0.5 pg/ml bulunan etidium bromit (10
mg/ml) ¢ozeltisi ile boyandiktan sonra UV transilluminatdor yardimiyla
gorilintiilenerek UVpro goriintiileme yazilim programi ile bilgisayar ortamina

aktarilmastir.

3.12. In vitro Veri Analizleri

Tez kapsaminda gelistirilmis ve AGi primer setleri olarak isimlendirilen
mikrosatellit primer setlerinin polimorfizm giiciinii analiz etmek ve mikrosatellit
primer setlerinin F, bireyleri {izerinde olusturmus olduklar1 amplikonlarin agilimini
belirlemek (segregasyon analizi) ve dominant veya ko-dominant 6zellikte olduklarini
tespit etmek amaciyla degisik testler uygulanmistir. Segregasyon analizi ve
amplikonlarin dominant veya ko-dominant 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile F
populasyonunda beklenen amplikon sayist belirlenirken tek gen tarafindan kontrol
edilen dominant Ozellik icin 3:1 orani, ko-dominant o&zellik i¢in 1:2:1 orani

kullanilmistir. Ki-kare uygunluk testi formiilii asagida verilmistir.

Gi: Gozlenen amplikon sayisi

=3 L (Gi-Bi)2 Bi: Beklenen amplikon sayisi
i=1 i n : Analiz edilen unsur sayisi (bu ¢alismada 2)
v*: Ki-kare

54



Ayrica tasarlanan primerlerin secilen F, ve tiirler aras1 oOrnekler iizerinde
olusturdugu polimorfizm bilgi igeriklerini (PIC) belirlemek i¢in asagidaki formiil
kullanilmistir (Portis vd 2007).

P;i: 1. allelde gozlenen amplikon frekansi
n . g .
PIC= Y (Pij)2 Pj: j. allelde gozlenen amplikon frekansi
i=1 n : Analiz edilen unsur sayisi
PIC: Polimorfizm bilgi igerigi

3.13. RNA Analizleri

3.13.1. RNA ekstraksiyonunda kullanilan bitki materyalleri

Biber bitkisinde toplam RNA Cizelge 3.7°de gosterilen saglikli Demre Sivrisi
doku, organ ve gelisme donemlerine 0zgii materyallerden elde edilmistir. Genel
olarak bitki materyali yaprak, sap, kok, plasenta, perikarp ve tohumlar ve bunlara ait
farkli gelisme donemleri kullanilmistir (Cizelge 3.7, Sekil 3.5). Calismada kullanilan
bitki kisimlarinin se¢iminde oOncellikle gelisme donemlerini dogru bir sekilde ayirt
etmek icin tek bir biber meyvesinin belirli bir doneminde toplanmasi ile perikarp,

plasenta ve tohumlarin fizyolojik yaslarinin ayni olmasi saglanmaistir.

Geng yapraklar bitkilerin alt1 yaprakli oldugu dénemde, olgun yapraklar ise
tohumlarin ekimden 90 giin sonra bitkilerin 15. bogumdan alinmistir. Bitkilerde
ciceklerin goriildiigii glin ciceklenme giin 1 olarak etiketlenmis ve ¢igeklenmeden
sonraki 15, 36 ve 65. gilinlerinde (11, 13 ve 14 cm) meyve kabugu (perikarp), yine
ayni materyallerin plasenta ve tohumlar1 toplanmistir. Meyveler toplanirken ayni
boyda olmalarina 6zen gosterilerek ayni fizyolojik donemde olmalar1 saglanmaya
calisgtlmigtir. Kok materyali bitkilerin alt1 yaprakli oldugu doénemde saksilaridan
sokiilen bitkilerden elde edilmistir. Calismada kullanilan sap materyali ise tohumlarin

ekiminden 4 ay sonraki bitkilerden alinmistir (Sekil 3.5).

RNA caligmalar i¢in 6rnek toplama islemi i¢in saglikli bitkiler {izerinde diizenli
olarak acan her ¢icegin ¢icek agma giinii birinci giin olarak kabul edilerek etiketleme

yapilmistir. Etiketlenen ¢igcekler giinliik takip edilerek meyve gelisme donemlerine
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gore steril bir sekilde eldiven kullanilarak buz iizerinde bekleyen 50 ml’lik steril test
tiiplerine sikigtirmadan toplanmis, sabah 07: 00 ile 08: 20 arasinda toplama islemi

tamamlanarak 6rnekler buz lizerinde tasinmistir.

Laboratuvara getirilen orneklerden meyveler buz {izerine hazirlanmis olan kesme
sehpasi kullanilarak steril bistiiri, jilet ve pens yardimiyla perikarp, plasenta ve tohum
kisimlarina ayrilmis ve toplanan diger ornekler (yaprak, sap, kok, tomurcuk ve ¢igek)
ile birlikte etiketli tiiplere seri bir sekilde aktarilarak RNA ekstraksiyon asamasina
kadar -80°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.7. RNA izolasyonu i¢in kullanilan bitki doku ve gelisme donemleri

Organ Gelisme Dénemi

Ca02

Ca04

Ca06

Ca08

Cal4

Cal6

*ID: Kiitiphane Kayit No, Ca: Capsicum annuum L., CGS: Cigeklenmeden Sonraki
Glin Sayist
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Sekil 3.5. RNA ekstraksiyonunda kullanilan bitki materyalleri. Biber organ, doku ve
gelisme donemlerine ait goriintiiler sunulmustur
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3.13.2. RNA ekstraksiyonu

Yiiksek kaliteli RNA ekstraksiyonu bitkilerde yapilan fonksiyonel genomik
analizlerin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi agisindan 6nemlidir. Bitkilerde kaliteli
RNA izolasyonuyla iligkilendirilmis ana problem oncelikle flavonoitler, fenolik
bilesikler, nisasta ve polisakkaritlerin varligi ya da beraber c¢oktiirtilmesine
dayandirilmistir. Intact (bozulmamis) RNA izolasyonu ¢ogu bitki tiirlinde yiiksek

miktardaki i¢sel riboniikleazlarin (RNaz) varlig1 nedeni ile oldukg¢a zordur.

Bu calismada toplam RNA (mRNA, rRNA, tRNA ve smRNA) ekstraksiyonu
“MAGi” RNA ekstraksiyon yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Plastik ve bazi
cam malzemeler %0.1 oraninda DEPC (Diethyl pyrocarbonate) ile muamele edilmis
ve 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavlanmistir. Havan, havanelleri ve bazi cam
malzemeler 200°C de en az 2-4 saat boyunca yiiksek sicaklik altinda tutularak

sterilizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

3.13.3. Ekstraksiyonda kullanilan kimyasallar ve stoklari

TRIS-HCI-EDTA (2 M TRIS-HCI - 0.5 M EDTA pH 7.5) stogu i¢in 31.52 g TRIS-
HCI tartilarak 60 ml’ye kadar steril su ilave edilerek karistirilip 1sitilarak ¢oziilmiis ve
18.61 g EDTA tartilarak lizerine eklenmis, 8 adet NaOH pelleti soliisyon igine
atilmig, karigtirtlip 1sitilarak EDTA nin tam anlamiyla ¢oziilmesi saglanmistir. Cozelti
sogutulduktan sonra pH 6l¢iimii yapilarak pH 7.5°e birkag NaOH pelleti daha ilave
edilerek ayarlanmistir. Son hacmi 100 ml’ye tamamlanan ¢ozelti 121°C’de 20 dakika

stire ile otoklavlandiktan sonra kullanilmistir.

4 M D-Sorbitol stogu i¢in 50 ml’lik steril test tiipii igerisine 36.436 g tartilarak 40
ml’ye kadar steril distile su ilave edilmis ve ¢dziinmesi i¢in su banyosu icerisinde
65°C de bekletilmistir. Coziindiikten sonra hacmi 50 ml’ye tamamlanarak 0.42

mikron ¢apindaki filtre ile sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

% 20 SLS stogu i¢in 50 ml’lik steril test tiip igerisine 10 g SLS tartilarak 40 ml’ye

kadar steril distile su ilave edilmis ve ¢ozlinmesi i¢in su banyosu igerisinde 65°C de
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inkiibe edilmistir. Soliisyonun ¢oziildiikten sonra hacmi 50 ml’ye tamamlanarak 0.42

mikron ¢apindaki filtre ile sterilizasyonu yapilmaistir.

RNA ekstraksiyon icin MAGi soliisyonu 50 6rnek i¢in toplam 195 ml olacak
sekilde sirasiyla 25 ml TRIS-HCI-EDTA (2 M TRIS-HCI ve 0.5 M EDTA pH 7.5),
50 ml Gliserol (10.75 M), 50 ml sorbitol (4 M), 50 ml sarkosil (%20), 10 ml Triton-X
100 (1.55 M) ve 10 ml Tween-20 (0.82 M) sirasi ile ilave edilerek hazirlanmustir.

MAGi soliisyonunda final konsantrasyon olarak 256 mM TRIS-HCI, 64 mM
EDTA, %?25.64 gliserol, 1.026 M sorbitol, %0.5 sarkosil, %0.5 Triton-X 100 ve %0.5
Tween-20 bulunmaktadir. MAGi soliisyonu oda sicakliginda 8 aydan daha uzun siire
bozulmadan kullanima uygun olarak muhafaza edilebilmektedir. Kullanmadan once
tyice karistirilarak olusan kopiik ve kabarcik katmanin uzaklasmasi gerekmektedir.
Eger acil kullanim1 gerekiyorsa soliisyon santrifiij yardimi (50 ml tiiplerin 3000 xg de

2 dk) ile kisa bir siirede kullanima hazir hale getirilebilmektedir.

RNA ekstraksiyon i¢in guanidin izotiosiyanit-sodyum sitrat [(GITC-NaCT, 8 M,
0.25 mM), (guanidine isothiocynate-sodium citrate, Amresco)] soliisyonunu
hazirlamak icin 50 ml’lik tiip igerisinde toplam 15 ml olacak sekilde kiiciik
hacimlerde hazirlanmigtir. GITC’den 14.18 g tartilarak iizerine 0.375 ml sodyum
sitrat (1 M, pH 7.0) ilave edilmis daha sonra final hacmi 4 ml RNA kalite su
eklenerek 15 ml’ye tamamlanmistir. Tiiplin agz1 kapatilip parafilm ile sarildiktan
sonra 65°C’de tamamen ¢oziilene kadar inkiibe edilmistir. Bu ¢ozelti oda sicakliginda
ve karanlik ortamda saklanmis ve kullanmadan once 65°C’de bekletilerek sivi hale

gelmesi saglanmistir.

RNA ekstraksiyon soliisyonu (REKS) her bir ekstraksiyon igin ayr1 ayri
hazirlanmigtir. 1X (bir 6rnek i¢in gerekli miktar) REKS soliisyonu 3.9 ml MAGi
soliisyonu, 1.75 ml GITC-NaCT soliisyonu, 1 ml su ile doyurulmus Fenol (5 hacim
phenol: 1 hacim su, pH 4.5, Amresco) ve 0.1 ml 14.4 M B-merkaptoethanol (BME,
Amresco) katilarak kuvvetlice vortekslenmis ve hazirlandiktan sonra hemen

kullanilmistir.
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2 M Sodyum asetat soliisyonu (pH 4.0) hazirlanirken 16.41 g sodyum asetat (su
icermeyen, Amresco) tartilmis iizerine 40 ml RNA kaliteli su ilave edilmistir.
Soliisyonun pH’sin1 4.0’a ayarlamak icin 40 ml Glasiyel asetik asit (Amresco)
katilmig ve RNA Kaliteli su ile final hacmi 100 ml’ye tamamlanmis ve 121°C’de 20

dakika siire ile otoklavlanmistir.

RNA ekstraksiyonu i¢in gerekli olan diger soliisyonlardan Fenol:Kloroform (1:1)
(phenol (5:1 su ile sature edilmis, pH 4.5, Amresco) chloroform (Amresco) taze

olarak hazirlanarak kullanilmistir.

Izopropanol (isopropanol, Merck), saf (%99.5’luk) etil alkol (Saf ethanol) %80’lik

etil alkol (80 ml etil alkol ve 20 ml steril su karistirilarak hazirlanmig) kullanilmistir.

RNA kalite su hazirhigi ise 999 ml steril distile su igerine 1 ml DEPC (Diethyl
pyrocarbonate) katilarak ¢eker ocak icerisinde 26-28°C karanlik ortamda 2 saat
bekletildikten sonra DEPC 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavlanarak inaktive

edilmistir.

3.13.4. MAGi RNA ekstraksiyon protokolii

1. Dokularin pargalanmasi (6giitiilmesi) isleminden 6nce 15-30 dakika siireyle
kullanilacak olan havan ve havanelleri -80°C’de bekletilerek ©n-sogutma
islemi yapilmistir. Cizelge 3.7°de gosterilen bitki doku, organ ve gelisme
donemlerinden olgun tohumdan 0.25 g, -80°C’de muhafaza edilmis olan taze
doku pargaciklarindan 0.5 g tartilarak havan igerisinde havaneli ve sivi azot
yardimiyla ogiitiilmiistiir. Havan igerisinde az miktarda sivi azot kalmis ve
tam olarak buharlasmadan 6nce 6.75 ml REKS eklenerek 6giitme islemine
ornekler tam anlamiyla ezilene kadar devam edilmistir.

2. Havan igerisinde bulunan 6rnek ve sollisyon karisimi iizerine 0.75 ml 2M
NaOAc (pH 4.0) eklenerek havaneliyle hemen ve hizla karistirilarak iizerine
vakit kaybetmeksizin 7.5 ml Fenol:Kloroform (1:1) (3.75 ml phenol ve 3.75
ml kloroform) ilave edilmis ve koyu suluri yapidan sivi hale gelene kadar

karistirilarak oda sicakliginda (25°C) inkiibe edilmistir. inkiibasyon sirasinda
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stvilagmay1 hizlandirmak igin ara sira havaneliyle karistirma islemine devam

edilmistir.

. Olusan homojenat 28 ml’lik steril “Nalgene Oak Ridge” (plastik vida kapakli

ve yuvarlak tabanli) santriflij tiipiine transfer edilmis ve tlip 15 saniye
calkalanmis ve 15 saniye vortekslenmistir. Ornekler tamamen karistirildiktan
sonra 12000 xg, 4°C’de 15 dakika santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi1 olusan {ist sivi faz yeni bir 28 ml’lik steril “Nalgene Oak
Ridge” (plastik vida kapakli ve yuvarlak tabanli) santrifiij tiipiine alinmistir.
Kurtarilan hacim kadar ilave edilen isopropanol ile RNA yogunlastiriimasi
icin tiip ters-diiz ederek karigtirllmis ve 10 dakika buz iizerinde inkiibe
edildikten sonra 10000 xg, 4°C’de 20 dakika santrifiijlenerek ¢okertilmistir.
Santrifiij sonras1 olusan siipernatant dikkatlice atilmigtir, RNA pelleti 0.9 ml
10 mM TRIS-HCI (pH 7.5) igerisinde ¢oziilerek protein, polisakkarit ve tuz
kalintilart gibi molekiiler kalintilarin uzaklastirilmast hedeflenmis ve daha
sonra iizerine 0.1 ml 2 M KOAc (pH 5.5) eklenerek pozitif yiiklii
polisakkaritler, kalinti proteinler, pigmentler ve diger materyalin

uzaklagtirilmasi saglanmistir.

. RNA tamamen ¢oziildiikten sonra olusan hacmin 3 kat1 olacak sekilde 3 ml

Saf etil alkol eklenerek yogunlastirilmistir. Santrifiij tiipii ters-diiz edilerek
calkalanip karistirildiktan sonra 10000 xg, 4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant yine uzaklastirllmistir ve pellet 2 mL of %80’lik ethanol ile
yikanmistir. Eger pellet santrifiij tiipliniin duvarina yapisarak kaldiysa steril
bir pipet ucu yardimi ile ¢ikartilmis tam anlamiyla yikanmasimi sagladiktan
sonra 10000 xg, 4°C’de 5 dakika santrifiijlenmistir.

Santriflij sonrasinda siipernatant dokiilerek tilip steril kurutma kagidi lizerine
ters cevrilmistir. Etil alkoliin buharlastirilarak uzaklastirilmast i¢in 1lik ve

hafif sicak hava iifleyen ayarda steril sa¢ kurutma makinesi kullanilmistir.

. Tamamen etil alkol uzaklastirildiktan sonra RNA pelleti 0.25-0.5 ml RNA

kaliteli su icerisinde ¢Oziilmiistiir. RNA pelleti c¢oziildiikten sonra kalite ve
kantitesinin belirlenmesi ic¢in spektrofotometrik, formamit agaroz jel

elektroforez ve TT-PZR (RT-PCR) metotlar1 kullanilmistir.
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3.14. DNaz I Uygulamasi

Toplam RNA elde edilen 6rneklere TT-PZR ve ilk sarmal cDNA sentezi asamasina
gecmeden Once olast DNA kalintisin1 uzaklastirmak i¢in DNaz I (RNaz icermeyen)
(Deoxyribonuclease I, RNase free, Fermentas) uygulamasi yapilmistir. Toplam 25
ul’lik DNaz 1 reaksiyonunda 10 pg toplam RNA miktar1 kullanilmig ve DNaz 1
enziminin etkin ¢alismast i¢in 2.5 pul 10X DNaz I reaksiyon ¢ozeltisi (100 mM TRIS-
HCI pH 7.5, 25 mM MgCl,, 1 mM CaCl,) ve 1 iinite/ul DNaz I enzimi ile reaksiyon
gergeklestirilmistir.  Reaksiyonlar 0.2 ml’lik tiiplerde hazirlandiktan sonra
karigtirilmus, kisa siireli santrifiijlenmis ve 37°C de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
70°C de 5 dakika bekletilerek enzimin aktivitesi durdurulmus ve drnekler kullanilana

kadar -80°C de muhafaza edilmistir.

3.15. RNA Kalite ve Kantitesinin Belirlenmesi

3.15.1. Spektrofotometrik metot

Ekstraksiyonu tamamlanmis olan RNA’nin kantite ve kalitesi belirlenmesi icin
spektrofotometrik yontemde 50 kat seyreltilmis olan toplam RNA’nin analizinde 190
nm ile 1100 nm arasinda tam spektral tarama yapilmistir. Ayrica As3p, Ao Ve Aago
nanometrelerde 6l¢iim degerleri lizerinden RNA konsantrasyonu, polisakkarit varligi,
kimyasal kalint1 varlig1 aragtirllmistir (Sambrook ve Russell 2001). RNA miktarin

belirlemek i¢in agagida verilen formiil kullanilmistir.
RNA(ug/ml) = A(260) *SF * ¢

Riboniikleik asit miktar tayini yapilirken Ajs) nm’de absorbans degeriyle, RNA
varolus katsayisinin (€) (RNA igin 40) ve ¢ozeltinin seyreltme faktoriiniin carpimiyla

saptanmistir.

3.15.2. Formamit-Agaroz jel elektroforesiz

RNA’nin kalitesini TRIS-Borik asit EDTA (TBE)/formamit (Formamide,

Amresco) agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirmak icin RNA ayar1 1X TBE
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cozeltisi kullanilarak %1.2’lik MetaPhor agaroz jel hazirlanmistir. Jel hazirlanirken

icerisine 0.5 pg/ml etidium bromit (10 mg/ml) ilave edilmistir.

Elektroforez Oncesi tiip igerisinde 21 ul deiyonize formamit (13.33 mM) ile 5 pl
RNA o6rnegi karistirilmigtir. Hazirlanan RNA 6rnekleri 65°C’de 10 dakika inkiibe
edildikten sonra 5 dakika buz iizerinde bekletilmis ve 4 ul 6X yiikleme ¢ozeltisi ilave
edilerek jel kuyucuklarmma yiiklenmistir. RNA ornekleri i¢in 1X TBE c¢ozeltisi
kullanilarak 5 V/cm uygulanarak 160 dakika elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
Yiiriitme igsleminin sonunda UV transliminator ile goriintiilenmis ve elde edilen jel
gorlintiisii  UVpro bilgisayar programi ile bilgisayar ortamma aktarilmis

kaydedilmistir.

TBE c¢ozeltisi RNA ayar su ile 20X TBE konsantre ¢ozelti olarak hazirlanmis ve
RNA c¢alismalarina uygun sekilde 121°C 20 dakika siire ile otoklavlanarak steril
edilmistir. TBE cozeltisi igcerisinde bulunan TRIS-HCI kimyasalinin amino grubu ile
DEPC kimyasal etkilesime girdigi i¢cin TBE hazirligi RNA ayari steril su ile yapilmus,
DEPC kimyasali kullanilmamistir.

3.15.3. TT-PZR (RT-PCR)

RNA’nin kalitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan iiciincii yontemde ise her RNA
Ornegi icin ters transkriptaz enzimi kullanilarak (TT-PZR) ve kullanilmayarak (Ters
transkriptazsiz-PZR) 2 deneme kurulmustur. Bu yontem ile elde edilen RNA’nin

genomik DNA’dan ari, saf ve kullanilabilir oldugu gosterilmistir.

Toplam da 1 pg  RNA  kullanilarak  ubiquitin ~ (UBIF  5°’-
GAAAACCCTAACGGGGAAG-3’, UBIR 5’ -GCCTCCAGCCTTGTTGTAAA-3’)
primer setinden 0.5 uM olacak sekilde toplam 20 ul’lik hacimde ters transkriptaz
(RevertAid™ M-MuLV Reverse transcriptase, Fermentas) enzimi ile reaksiyon

gerceklestirilmistir.

Calismada TT-PZR ayrica gliser aldehit 3 fosfat dehidrogenaz [glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPC)] primer seti (5’-CTGTCAACGACCCCTTCATC-
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3’ ve 5-CCTGTTGTCGCCAACGAAGTC-3’) kullanilarak RNA Kkalitesi teyit

edilmistir.

Reaksiyona ayrica enzimin etkin ¢aligsmasi i¢in 5X reaksiyon ¢ozeltisi (250 mM
TRIS-HCI pH 8.3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT, (Fermentas)),
riboniikleaz inhibitor (RibolockTM Ribonuclease inhibitor, Fermentas) ve dNTP

karisimi (Fermentas) ilave edilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. TT-PZR’da kullanilan kimyasallar ve uygulama protokolii

- Kullanilan Kimyasallar Ana Stok

UBI Geri Primer 1 ul

Steril-H,0 1.5 ul

o somu

dNTP

Steril-H,O

6

=



Toplam 20 ul’lik hacimde gerceklesen reaksiyonda toplam RNA’ya primerlerin
bulundugu Karisim 1’in  eklenmesinden sonra olasti DNaz [ kalintisinin
uzaklastirilmas: ve denatiirasyon isleminin gerceklestirilmesi i¢in 70°C’de 5 dakika
inkiibasyona alinmistir. Siire sonunda reaksiyon iizerine Karisim 2 ilave edilerek
primer baglanmasinin tegvik edilmesi i¢in 37°C’de 5 dakika bekletilmistir. Son asama
olarak Karisim 3 eklenerek 42°C’de 60 dakika bir sirede mRNA cDNA formuna
dontstiirilmiistiir (Cizelge 3.8).

Ters transktiptaz (TT) enzim reaksiyonu tamamlandiktan sonra reaksiyon iizerine
80 ul Steril-H,O ilave edilmis ve bu reaksiyondan 5 ul alinarak Cizelge 3.9°da
gosterildigi gibi TT-PZR profili ile gergeklestirilmistir. PZR sonunda yine agaroz jel

elektroforez yontemiyle sonuglar kontrol edilmistir.

Cizelge 3.9. TT-PZR Profili

TT-PZR  42°C 60 dakika 1 dongii RNA amplifikasyonu
95°C 3 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
95°C 30 saniye Denatiirasyon

PZR 55°C 30 saniye 27 dongii Renatiirasyon
72°C 45 saniye Sentez
72°C 5 dakika 1 dongii Final Sentez

3.16. cDNA Sentezi Icin Gerekeli Bilesenler

Ik sarmal cDNA sentezi kit (First Strand cDNA Synthesis Kiti (Fermentas))
kullanilarak toplam RNA tek sarmallt DNA (cDNA) formuna doniistiiriilmiistiir. Poli
[A] kuyrugu olan mRNA’lar i¢in oligo(dT);s primeri kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirilmistir.

Oligo(dT);s primeri (0.5 pg/ul): 18 adet dT (5’-TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3")
bazindan olusturulmustur. Miktar1 0.5 pg/ul olan oligo(dT);s primer konsantrasyonu
57.61 uM olarak hesaplanmigtir. 20 pl’lik bir TT-PZR reaksiyonu icin 2.88 uM
oligo(dT);g primer stogundan 1 pl kullanilmistir.
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5X cDNA reaksiyon ¢ozeltisi ters transkriptaz enziminin etkin sekilde ¢aligmasini
saglayan 250 mM TRIS-HCI pH 8.3, 250 mM KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT
(Fermentas) olugsmaktadir. Toplam 20 pl’lik bir reaksiyonda 4 ul yani 50 mM TRIS-
HCI pH 8.3, 50 mM KCI, 4 mM MgCl,, 10 mM DTT konsantrasyonlarinda

kullantlmistir.

Ribolock RNaz inhibitorii (Ribolock™ Ribonuclease inhibitor) (20 iinite/ul)
reaksiyon igerisinde herhangi bir nedenle gelisebilecek RNaz aktivitesinin RNA’ya
dolayisiyla elde edilecek cDNA’ya zarar vermemesi i¢in eklenmistir. 20 pl’lik bir

reaksiyonda 1 pl yani 1 iinite/ul konsantrasyonda kullanilmistir.

dNTP karigimi yeni sentezlenecek cDNA sarmalinda baz kaynagi olarak 20 ul’lik
bir reaksiyonda 2 pl (1 mM) dNTP karisim stogundan kullanilmistir.

Ters Transkriptaz Enzimi (RevertAidTM M-MuLV Reverse transkriptase,
Fermentas) (20 iinite/pul): RNA bagimli DNA sentezi icin ters transkriptaz enzimi 20
ul’lik bir reaksiyonda 5 tinite/pl olacak sekilde kullanilmistir.

3.17. cDNA Sentez Protokolii

cDNA sentezinde uygulanan protokol Cizelge 3.10°da oOzetlendigi sekilde
yapilmistir. {lk asamada 5 ul toplam RNA igerisine Karisim 1 ilave edilerek 70°C’de
5 dakika siire ile denatiirasyon yapilmistir. Siire sonunda buz iizerinde 2 dakika
bekletilmis ve tiipe igerisine Karisim 2’den 7 ul ilave edilerek 37°C’de 5 dakika
annealing islemi gergeklestirilmistir. Son asamada ise 5 pl ters transkriptaz enzimi
eklenmis ve 42°C’de 60 dakika siirede c¢cDNA sentezi tamamlanmustir. Ters
transkriptaz enziminin aktivitesi 70°C’de 10 dakika siire bekletilerek sonlandirilmigtir

(Cizelge 3.10).

cDNA sentezi tamamlandiktan sonra 20 pul’lik toplam reaksiyon hacmi iizerine 180
ul steril molekiiler biyoloji ayar1 su ilave edilmistir. 16 farkli doku, organ ve gelisme
doneminden elde edilen ¢cDNA’larin optimizasyonu ve normallestirilmesi i¢in TT-

PZR ¢aligmalar1 yapilmaistir.
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Cizelge 3.10. cDNA sentezinde kullanilan kimyasallar ve protokolii

- Kullanilan Kimyasallar Ana Stok

RNA ayar Steril-H,O

250 mM

20 tnite/ul  Spl 5 inite/ul

3.18. cDNA Agaroz Jel Elektroforesiz

cDNA iriiniine 5 pl DNA yiikleme c¢ozeltisi eklenerek icerisinde %?2.0 (g/h)
oraninda yiiksek ¢oOziiniirliiklii MetaPhor agaroz iceren jele 25 pl yiiklenmistir.
Elektroforesiz isleminde 5 V/cm, sabit amperde elektriksel akim uygulanmis ve 4 saat
1X TBE ¢ozeltisinde yiiriitiilmiistiir. Jel icerisinde bulunan 0.5 pg/ml ethidium bromit
cozeltisi araciligryla UV transilluminator ile goriintilenmis, UVpro programiyla

bilgisayara kaydedilmistir.

3.19. cDNA Optimizasyonu

TT-PZR tamamlandiktan sonra UBI primer seti kullanilarak analiz edilmis
(Cizelge 3.11) ve cDNA oOrneklerinin normallestirilmesine yonelik ¢aligmalar
yapilmistir. PZR tirtinleri UBI primer seti kullanilarak amplifikasyonlari tamamlanip

agaroz jel elektroforez analizlerine dayanarak her bir c¢cDNA kiitiiphanesinden
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kullanilacak c¢cDNA miktar1 belirlenmistir. Burada ilk olarak her bir cDNA
kiitiphanesinden alman 5 pl (20 pul TT-PZR fiiriinii + 180 pl steril su) Bioron
firmasinin Tag DNA polimeraz enzimi kullanilarak Cizelge 3.12’de verilen

amplifikasyon profili ile cogaltilmistir.

Cizelge 3.11. PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar

Kullanilan Kimyasallar Ana Stok

Steril-H,O

PZR 10X
Reaksiyon

Cozeltisi _ %0.1 %0.009

MegCh o 25aM 3ul 3mM

dNTP 10mM 0.7 pl

TagDNApolimeraz  Sinitelul 041l 205unite
Toplam L sa

Cizelge 3.12. cDNA PZR profili

95°C

72°C

5°C

1 dongii

UBI primer setinin 16 cDNA kiitiiphanesinde olusturdugu amplikon yogunluklar
dikkate alinarak amplifikasyon iiriinii ¢ok olan, PZR’da kalip olarak kullanilacak



cDNA’lara steril su eklenmis ve mikrosatellit analizlerinde kullanilacak cDNA

kiitiiphanelerine ait 6rneklerden 3 pl (50 ng) kullanilmasina karar verilmistir.

3.20. cDNA Mikrosatellit Analizleri

Calismada cDNA Kkiitiiphanelerinde bulunan mikrosatellitlerin varligi, polimorfizm
diizeyleri ve amplifikasyon diizeylerinin PZR analizleri ile belirlerken PZR’da
kullanilacak  farkli kaynaklardan elde edilen 7Taq DNA polimerazlardan
kaynaklanabilecek hatalarin 6nlenmesi amaci ile Bioron firmasinin enzimi ile
Fermentas  firmasmmin  enzimleri  karsilagtirllmistir.  Enzimsel  kaynaklarin
karsilastirilmast ¢alismalarinda ubiqutin primer seti (UBI) ve AGi primer setleri
kullanilmistir. Farkli kaynakli DNA polimeraz enzim karsilastirma calismalar1 ve
biitlin PZR ¢alismalar icin ¢ok kanalli mikropipetler kullanilarak 6l¢iim hatalar
onlenmeye ¢alisilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. PZR ¢alismalarindan bir goriiniim. PZR ¢alismalarinda steril sartlar ve ¢ok
kanalli mikropipetler kullanilarak gergeklestirilmistir

3.20.1. Taqg DNA polimeraz cDNA-PZR (Bioron)

Bioron firmasina ait Thermus aquaticus bakterisinden elde edilmis olan Tag DNA
Polimeraz enzimi ile deneme yapilmistir. Enzimin etkin ¢aligmasi i¢in ayn1 firmanin
iirettigi PZR reaksiyon (10X, MgCl, icermeyen) ¢ozeltisi tercih edilmistir. Bir 6rnek
icin 80.4 mM TRIS-HCI (pH 8.8), 19.2 mM (NH4),SO4, %0.009 Tween-20 (h/h)

kullanilirken Tag DNA Polimeraz enziminden 2.05 iinite kullanilmistir.
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3.20.2. Tag DNA polimeraz cDNA-PZR (Fermentas)

Fermentas firmasina ait Thermus aquaticus bakteri kaynagindan alinan 7ag DNA
Polimeraz enzimi ve PZR reaksiyon (MgCl, icermeyen 10X) c¢ozeltisi kullanilmistir.
PZR reaksiyon ¢ozeltisi icerisinde bulunan kimyasallardan bir 6rnek i¢in 12 mM
TRIS-HCI (pH 8.8), 60 mM KCI, %0.0096 Nonident P-40 (h/h) hesaplanmistir.
Calismada Tag DNA Polimeraz enziminden 25 pl’lik bir reaksiyonda 2.05 {iinite

kullanilmistir.

3.20.3. Pfu DNA polimeraz cDNA-PZR (Fermentas)

Fermentas firmasina ait Pyrococcus furiosus'tan izole edilmis Pfu DNA polimeraz
enzimi kullanilmis ve etkin ¢alismasi i¢in ayni firmanin iirettigi 10X PZR reaksiyon
(MgSOy icermeyen) ¢ozelti tercih edilmistir. Bir 6rnek i¢in 20 mM TRIS-HCI (pH
8.8), 10 mM (NH4)2SO4, 10 mM KCl, %0.1 Triton X-100 (h/h), 0.1 mg/ml BSA ve 1
tinite Pfu DNA Polimeraz enziminden kullanilmistir. Pfu DNA polimeraz enzimi Tag
DNA polimeraz enzimi ile ayn1 goreve yani polimerizasyon aktivitesine sahip ancak
Tag DNA polimeraz enziminde bulunmayan proofreading 6zelligi ile hata diizeltme

islemini gerceklestirebilmesi nedeni ile denemeye alinmistir.

3.21. cDNA-PZR Profilleri

Genomik DNA’lar lizerinde yapilan tarama agsamasinda 60°C, 64°C ve 66°C olmak
tizere 3 farkli renatiirasyon sicakligi uygulanarak her primer seti ig¢in uygun
amplifikasyon sicakliklart optimize edildigi i¢in 16 farkli cDNA kiitiiphanesi i¢in her
primer seti i¢in genomik DNA analizlerinde belirlenen optimum sicakliklar da PZR

caligmalar1 gerceklestirilmistir.

3.22. cDNA-Mikrosatellit Agaroz Jel Elektroforesiz

Toplam 25 ul PZR iiriiniine 5 pul 6X yiikleme c¢ozeltisi eklenerek ve pipetle
karistirildiktan sonra 8 ile 12 ul degisen miktarlarda, icerisinde %3.0 (g/h) oraninda
yiiksek ¢oziiniirliiklii MetaPhor, %1 (g/h) oraninda yiiksek ¢oziiniirliiklii Serva agaroz

ve 0.5 pg/ml EtBr igeren jele yiiklenmistir.
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Elektroforez isleminde 5 V/cm, sabit amperde elektriksel akim uygulanmis ve en
az 8 saat veya gece boyu 1X TRIS-Borik asit EDTA cozeltisinde ylriitiilmstiir.
Elektroforez islemi sonras1 UV transilluminator yardimiyla goériintiilenmis ve UVpro

programiyla dijital ortamda bilgisayara kaydedilmistir.

3.23. Mikrosatellit Amplikonlarin Ekstraksiyonu ve Saflagtirma

cDNA kiitiiphaneleri AGi primer setleri kullanilarak taranmis ve Oncelikle
polimorfizm gdsteren amplikonlar ile se¢ilmis bazi monomorfik amplikonlar
belirlendikten sonra klonlanmasi diisiintilen mikrosatellit lokuslar1 4 tekerriirlii olacak
sekilde tekrar PZR calismalar1 yapilmistir. Jelden amplikonlarin izolasyonu

caligmalarinda Qiagen jelden DNA ekstraksiyon kiti kullanilmistir.

Amplikon biiytikliigii kiiciik olanlar (100-300 bp) steril bistiiri ucu ile kesilerek,
biiyiik olanlar (300 bp’den biiyiik) ise steril pipet ucu ters batirilarak jelden igerisinde
1 ml QX1 ¢ozeltisi bulunan 1.5 ml’lik Ependorf tiipii i¢erisine alinmistir (Sekil 3.7).
Tiipler nazikge vortekslenerek ve 50°C’de 5 dakika bekletilerek jelin ¢oziinmesi

saglanmistir.

Jel c¢oziindiikten sonra icerisine hafifce vortekslenerek siispanse edilmis olan
QIAEX 1II ¢ozeltisinden 10 ul eklenerek nazikge karistirilmis ve tiip 50°C’de 10
dakika inkiibe edilmistirr Bu asamada her 2 dakikada bir kez nazikge

vortekslenmistir.

Stirenin  sonunda 12000 xg hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiijlenip
stipernatant dikkatlice pipet kullanilarak uzaklastirilmistir. Pellet iizerine 750 ul QX1
cozeltisi eklenerek nazikce vortekslenmis ve 12000 xg hizda oda sicakliginda 1

dakika santrifiijlenip siipernatant dikkatlice atilmistir.

Pellet iizerine 750 pl PE ¢ozeltisi eklenmis ve nazikge vortekslenerek 12000 xg
hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiijlenerek siipernatant dikkatlice hicbir kalinti
kalmayacak sekilde uzaklastirilmis ve pellet beyaz renk alip tamamen kuruyuncaya

kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
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Sekil 3.7. Agaroz jelden amplikonlarin klonlanmasi i¢in izole edilmesi

Pellet iizerine 50 ul TE pH 8.5 ¢ozeltisi eklenmis ve DNA’nin silikadan ayrilarak
cozelti i¢inde ¢Oziinmesi i¢in oda sicakliginda 15 dakika bekletilmis ve tiip 12 000 xg
hizda oda sicakliginda 1 dakika santrifiijlenerek silipernatant dikkatlice yeni bir tiipe

aktartlmistir.

Jelden alinan ve kit ile saflastirilan amplikon igerisinde istenilen gen pargaciginin
varligr teyit etmek icin amplikona ait primer setine uygun PZR protokolii
kullanilmistir. Jelden kurtarilan amplikonlardan 2.5, 5 ve 10 pl kullanilarak Bioron

firmasina ait olan Tag DNA polimeraz enzimi ile PZR yapilmistir.

3.24. Transformasyonda Kullanilan Bakteri ve Kiiltiirii
3.24.1. Bakteri kaynag

Kompetant hiicre kaynag1 Escherichia coli bakterisinin JM107 ki kurutularak

dondurulmus (freeze dried) ve bu ¢alismada bakteri kaynagi olarak kullanilmistir.
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3.24.2. Luria Brouth s1vi bakteri Kiiltiir ortam

Luria Brouth (LB) siv1 bakteri kiiltiir ortaminda 10 g tripton (triptone), 5 g maya
ekstraktr (yeast extracte) 10 g NaCl tartilarak 980 ml steril su ile ¢oziilmiistiir.
Cozeltinin pH’s1 0.8 ml 5 M NaOH kullanilarak 7.0’ye ayarlanmitir. Toplam hacmi
1000 ml’ye tamamlanarak 121°C’de 20 dakika siire ile otoklavlanarak sterilizasyonu

yapilmustir.

Bakteri kiiltiir ortami kullanilincaya kadar +4°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.8).
Calismada hazirlanan petri kaplarmin kullanimindan 6nce gozle incelenerek agar
ortaminda herhangi bir mikroorganizma faaliyetinin olmadig: teyit edildikten sonra

ileri asamalarda kullanilmistir.

Sekil 3.8. Calismada kullanilan kat1 ve siv1 kiiltiirlerin hazirlanmasi

3.24.4. Amfisilin stogunun hazirlanmasi

Bakteri kiiltiiriinde antibiyotik kullanarak secici bir ortam olusturulmus ve sadece

bu antibiyotige dayaniklilig1 saglayacak olan pTZ57R plazmit vektoriinii tasiyan E.
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coli bakterisi IM107 irkinin bu ortamda gelisimi, tagimayanlarin ise elimine edilmesi
amaciyla amfisilin antibiyotigi kullanilmistir. Stok soliisyon hazirlanirken 1 g
amfisilin (Amresco) tartilarak 5 ml steril su ile ¢6ziilmiis ve tlizerine 4.5 ml daha ilave
edilip 10 ml’ye tamamlanarak 100 mg/ml stok soliisyonu hazirlanmistir.
Sterilizasyonu i¢in 0.42 mikron ¢apinda membran filtre kullanilmistir. Hazirlanan

stok soliisyonu kii¢iik hacimlere boliinerek -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.24.5. izopropil p tiogalaktopiranosid stogunun hazirlanmasi

Calismada kullanilan vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinde [-galaktosidaz [beta-
galactosidase (lacZ)] geni bulunmaktadir. Coklu klonlama bolgesine ligasyon islemi
ile gen parcacigr aktarimi gergeklestirilmis ise LacZ geninin ¢aligsmasi inhibe
edilmektedir. Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, MA 238.302, Amresco)
kimyasali ortama ilave edilerek lacZ geninin transkripsiyonu tesvik edilmistir. Bu
calismada IPTG LacZ geni promotor bolgesini RNA polimeraz enzimine agarak

transkripsiyon i¢in “inducer” (tesvik edici) olarak kullanilmstir.

IPTG stok soliisyonu 0.3 g IPTG tartilarak 5 ml steril su ile ¢oziilmiis ve lizerine
7.2 ml daha ilave edilip 12.5 ml’ye tamamlanarak 0.1 M stok hazirlanmis ve 0.42
mikron c¢apinda membran filtre ile sterilizasyonu yapilmistir. Hazirlanan stok

soliisyonu 1 ml’lik kii¢iik hacimlerde -20°C’de saklanmustur.

3.24.6. X-galaktoz stogunun hazirlanmasi

5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta-D-galactopyranoside [X-galactose (Xgal), MA
408.629, Amresco] kimyasali B-galaktosidaz enzimi tarafindan parcalanmakta ve
mavi renk olugsmaktadir. [B-galaktosidaz enziminin aktif olmadigi durumlarda
(insersiyonal inaktivasyon) ise Xgal parcalanmamakta ve beyaz renk meydana
gelmektedir. Calismada vektor iizerinde bulunan LacZ geninin IPTG kimyasali
kullanilarak transkripsiyonu tesvik edilmistir. Transkripsiyon ve translasyon sonucu
olusan [3 -galaktosidaz enzimi ortamda bulunan Xgal kimyasalim1 pargaladigr zaman

mavi renkli koloniler ortaya ¢ikmistir. Ancak LacZ geninin iizerinde bulunan ¢oklu
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klonlama bolgesine DNA parcacigi girdiginde LacZ geninin aktivasyonu durmakta ve

beyaz renk meydana gelmistir.

Xgal stok soliisyonu 0.25 g Xgal tartilarak 6.25 ml Dimethyl sulfoxide (DMSO)
icerisinde tamamen ¢oziildiikten sonra 6.25 ml steril su (RNaz ve DNaz’lardan ari) ile
12.5 ml’ye tamamlanarak 20 mg/ml stok hazirlanmistir. Xgal DMSO ile reaksiyona
girdigi zaman ekzotermik bir reaksiyon olusturdugu icin agzi1 sikica kapatilmadan
sogumaya birakilmis ve 0.42 mikron ¢apinda membran filtre ile sterilize edilmistir.

Hazirlanan stok solisyonu 1 ml’lik hacimlerde -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.24.7. Amfisilin-LB s1v1 bakteri kiiltiir ortami

Siv1 bakteri kiiltiir ortaminda 1 litrelik soliisyon i¢in 10 g tripton, 5 g maya
ekstrakti, 10 g NaCl tartilarak 980 ml steril su ile ¢oziilerek 1 ml SM NaOH ile pH’s1
7.5’ye ayarlanarak hacmi 1000 ml’ye tamamlanmig ve 121°C’de 20 dakika siirede

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra +4°C’de saklanmistir.

Secilen tek bir koloninin ¢ogaltimi i¢in 100 ml’lik erlenmayer igerisinde 10 ml LB

pH 7.5 ortamina 5 pl amfisilin (100 pg/ul) ilave edilerek kullanilmistir.

3.24.8. Amfisilin-LB kat1 bakteri kiiltiir ortami

Kat1 bakteri kiiltiir ortaminda 1 litrelik soliisyon i¢in 10 g Tripton, 5 g Maya
ekstrakt1 10 g NaCl tartilarak 980 ml steril su ile ¢oziilerek 1 ml 5 M NaOH ile pH’s1
7.5’ye ayarlanarak hacmi 1 litreye tamamlandiktan sonra 121°C’de 20 dakika siirede

otoklavlanmustir.

Otoklav sterilizasyonu tamamlaninca hazirlanan ortamin sicakligi 55-60°C’ye
diistiikten sonra 0.5 ml Amfisilin (100 pg/ul), 1.2 ml IPTG (0.1 M) ve 1.2 ml Xgal
(20 mg/ml) ilave edilerek karistirilmistir. Steril tek kullamimlik 12 cm’lik petri
kaplarina 35 ml ortam dagitilarak steril sartlarda sogumaya birakilmistir. Ortamlar
petri kaplarinda soguyup donduktan sonra kapaklar1 kapatilmis, stre¢film ile sarilmis

ve kullanilincaya kadar +4°C’de saklanmustir.
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3.24.9. Bakteri ana stogu

E. coli IM107 bakteri irk1 ana stogu hazirlanirken kurutularak dondurulmus
kompetant hiicrelerin bulundugu tiipe 0.5 ml s1vi LB-S1vi (pH 7.0) kiiltiir ortami ilave
edilmis ve kanstirilmistir. 1ki ydntemle bakteri ana stogu cogaltilmistir. Birinci
yontemde LB-Kat1 (pH 7.0) plakanin (petri kab1) iizerine hazirlanan kompetant hiicre
stogundan 20 pl ve 80 pl alinarak plakanin 5 bdlgesine pipetle yerlestirilmis ve L-
Baget yayma cubugu ile soliisyon plaka iizerini tamamen esit oranda kaplayacak
sekilde dagitilmistir. Bu dagitma isleminin ardindan 100 ul LB-Siv1 (pH 7.0) kiiltiir
ortami plaka iizerine esit oranda eklenmis ve tiim yilizeye yayilmistir. Bu sekilde
hazirlanmig olan plakalar sicakligi 37°C’ye ayarlanmis olan bir etiiv icerisinde diiz bir

konumda 12 saat siire ile inkiibe edilmistir.

Ikinci yontemde ise bakteri ana stogu i¢in 100 ml’lik erlenmayer icerisinde 10 ml
LB-Sivi pH 7.0 ortam1 eklenmis ve icerisine kompetant hiicre stogundan 20 pl ilave
edilerek nazik¢e karistirtlmis, erlenmayerin agzi parafilm ile sarildiktan sonra
37°C’ye ayarlanmis olan bir orbital c¢alkalayici igerisinde 250 RPM hizda 12 saat
siirede kiiltiirii yapilarak sivi bakteri stogu elde edilmistir. Bu asamada yiiriitiilen

caligsmalarin tamamu steril ortamlarda gergeklestirilmistir.

3.25. Amplikonlarin Sekanslama Vektoriine Aktarilmasi

Klonlama islemi Fermentas firmasmin bir iiriinii olan InsTAclone™ Cloning Kit
kullanilarak Ligasyon, Transformasyon ve Rekombinant klonlarin teyit edilmesi
olarak 3 asamada gerceklestirilmigtir. Yapilan ligasyon ve transformasyon
islemlerinin sekilsel gdsterimi Sekil 3.9°da sunulmustur. InsTAclone™ Cloning Kiti
0.055 pg/ul konsantrasyonunda 2886 bp uzunlugunda pTZS7R/T vektorii
icermektedir (Sekil 3.10). Kit igerisinde ligasyon isleminde enzimin etkin ¢alismasi
icin gerekli olan 5X ligasyon ¢ozeltisi ve 30 pl olan 74 DNA ligaz (5 iinite/ul) enzimi
20 mM TRIS-HCI1 pH 7.5, 1 mM DTT, 50 mM KCl, 0.1 mM EDTA ve %50 gliserol
bulunan koruma ¢ozeltisi igerisinde bulunmaktadir. Kontrol PZR fragmenti
blytikligl 953 bp olan 0.042 pg/ul konsantrasyonunda klonlama isleminin kontrol

edilmesi amaciyla kullanilmistir.
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Sekil 3.9. Kullanilan ligasyon ve transformasyon islemlerinin sematik gosterimi
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Sekil 3.10. Calismada kullanilan pTZ57R/T vektoriin genetik haritasi
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Stiper kivrimli yapida 3838 bp biiyiikliiglinde kontrol DNA fragmenti iceren
pTZ57R vektorii (0.1 pg/ul) ve siiper kivrimh yapida 2886 bp biiyiikliiglinde DNA
parcasi icermeyen pTZ57R vektor DNA (0.1 pg/ul) transformasyonun kontroliinde

pozitif kontrol olarak kullanilmigtir.

Transformasyon c¢alismalarinda 0.22 um filtre ile sterilize edilmis su,
TransformAid™ bakteriyel transformasyon sistemi C-Ortami (C-Medium), T-
Soliisyonu A (T-Solution A) ve T-Soliisyonu B (T-Solution B) kullanilmis olup tiim

stok soliisyonlar -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.25.1. Ligasyon

Ligasyon reaksiyon 0.2 ml’lik PZR tiiplerinde gergeklestirilmis, vektér ve 5X
ligasyon ¢ozeltisi karigim halinde hazirlanarak PZR {iriinii iizerinde ilave edildikten
sonra 74 DNA Ligaz enzim eklenerek hafifce vortekslenip, kisa siireli santrifiijlenmis

ve 4 saat 22°C’de termal dongii cihazinda inkiibe edilmistir (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.13. Ligasyon reaksiyonunda kullanilan kimyasal konsantrasyonlari

Vektor 495 ug 2ul 0.95 ug
PZR Uriinii 21 ul

5X Ligasyon Cozeltisi 5X 6 ul 1X

T4 DNA Ligaz 5 iinite/pl 1 ul 5 iinite
Toplam Reaksiyon Hacmi 30 ul

3.25.2. Transformasyon ve protokolii

Klonlama isleminde kullanilan InsTAclone™ Cloning Kit icerisinde bulunan C-
Ortami’ndan steril kabinde 50 ml’lik steril test tilipii icerisine 1.5 ml eklenmistir. Daha

sonra 37°C’ye ayarlanmis olan orbital ¢alkalayici igerisinde 30 dakika bekletilmistir.
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Transformasyon islemleri agagida 6zetlenmistir;

1. Bekleme siiresinin sonunda daha 6nce LB agar pH 7.0 ortaminda biiyiitiilmiis
olan kompetant hiicreleri tasiyan plakadan 4x4 mm’lik bir alandan 6ze ile bir
koloni alinarak 37°C’de bekletilmis olan 1.5 ml’lik C-Ortami igerisine
daldirilmis ve iyice karistirildiktan sonra tekrar orbital calkalayici igerisine
konularak 250 RPM hizda tam 2 saat boyunca biiyiitiilmiistiir.

2. Bu siirenin tamamlanmasina 20 dakika varken kullanilacak olan LB-Amfisilin
Kati (pH 7.5) plakalar 6n 1sitma yapmak igin 37°C’ye ayarlanmis olan etiiv
igerisinde ters konularak bekletilmistir.

3. Transformasyonda kullanilacak biitiin soliisyonlar ve ligasyon yapilmis olan
vektor granill buz {izerine ¢ikartilmigtir. T-Sollisyonunu hazirlamak igin 425
ul T-Soliisyonu A ve 425 ul T-Soliisyonu B alinarak bir tiipte karistirtlmis ve
buz tlizerinde bekletilmistir.

4. C-Ortaminin ve kompetant hiicrelerin ¢alkalama siiresi tam 2 saati doldurunca
orbital ¢alkalayicidan alinmis pipet ile 2 ml’lik Ependorf tiipiine aktarildiktan
sonra oda sicakliginda 12000 xg hizda 1 dakika santrifiijlenerek olusan iist
faz1 uzaklastirilmis ve pellet birakilmistir.

5. Graniil buz iizerinde bekletilmekte olan T-Soliisyonundan 300 ul ile pellet
tekrar siispanse edilmis ve buz lizerinde 5 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Bu asamada hem T-Soliisyonu ile kimyasal etki yaratilarak hiicre zari
porlarinin  acilmast hem de C-Ortami kalintilarinin  uzaklastirilmasi
saglanmistir. Siirenin sonunda oda sicakliginda 12000 xg hizda 1 dakika
santrifiijlenerek olusan iist faz1 pipet ile uzaklagtirilmistir.

6. Olusan pellet 120 pl T-Soliisyonu ile tekrar ¢oziilmiis ve buz iizerinde 5
dakika inkiibe edilmistir. Bu asamada kimyasal etki ile hiicre zarlar1 lizerinde
bulunan porlarin agilmasi saglanmistir. Bekleme asamasinda 5 pl ligasyon
yapilmis olan vektdor ve PZR DNA f{irlinlinden alinarak 1.5 ml’lik Ependorf
tiipiiniin tabanina konulmus ve 2 dakika bekletilmistir.

7. Toplam 5 dakika olan siirenin sonunda 120 pl T-Soliisyonu ile siispanse
edilmis ve graniil buz lizerinde bekletilmis olan siispanse hiicrelerden 50 pl

alinarak graniil buzda bekleyen 5 pl ligasyon {irlintine karigtiritlmigtir. Tam 5

79



dakika graniil buz iizerinde inkiibe edilmistir. Bu asamada acilmis olan hiicre
porlarindan vektor+DNA nin bakteri hiicrelerine girmesi saglanmistir.

8. Siirenin sonunda steril kabin igerisinde bu 50 pl’lik soliisyon ©n 1sitma
yapilmis LB-Amfisilin Kat1 (pH 7.5) plakalar {izerine ekilmistir. Ekme islemi
sirasinda plakanin 5 bdlgesine pipetle yerlestirilmis ve L-Baget yayma ¢ubugu
ile soliisyon plaka {tizerini tamamen esit oranda kaplayacak sekilde
dagitilmistir. Bu dagitma isleminin ardindan 100 pl LB Siv1 (pH 7.5) kiiltiir
ortami1 plaka {izerine esit oranda eklenmis ve tiim ylizeye yayilmistir. Bu
sekilde hazirlanmig olan plakalar sicakligi 37°C’ye ayarlanmig olan etiiv

icerisinde diiz bir sekilde 15-18 saat siire ile inkiibe edilmistir.

3.25.3. Rekombinant klonlarin analizi

Transformantlar1 tagiyan rekombinant kolonilerin seciminde LB Amfisilin Kati
(pH 7.5) ortamina ilave edilen IPTG ve Xgal kimyasallarindan yararlanilmistir. Ekme
isleminin ardindan plakalar tizerinde koloni gelisimi gézlenmistir. Koloni biiytikligi
artttkca mavi ve beyaz renk ayirt edilmistir. Beyaz renkli koloniler rekombinant

bakteri hiicrelerinin se¢iminde kullanilmistir.

Onbes veya 18 saatlik siirenin sonunda beyaz renkteki tek koloniden (rekombinant
vektor tasiyan koloniler) lup ile bir kez dokunarak alinmis ve steril ortamda 100
ml’lik erlenmayer icerisinde 10 ml LB Siv1 (pH 7.5) ortami konulup igerisine 5 pl
Amfisilin (100 pg/pl) ilave edilerek hazirlanmis olan ortam igerisine lup daldirilarak
erlenmayerin agzi parafilm ile sarilmis ve hiicrelerinin c¢ogaltimi yapilmistir.
Cogaltim i¢in 37°C’ye ayarlanmis olan orbital ¢alkalayici lizerinde 12 saat 250 RPM
hizda calkalanmistir. Oniki saatlik ¢ogaltma siiresinin sonunda bakterilerden plazmit

DNA ekstraksiyonu agamasina gegilmistir.

3.26. Plazmit DNA Ekstraksiyonu

Plazmit DNA ekstraksiyonu Roche Applied Science firmasinin “High Pure

Plasmid Isolation Kit” plazmit DNA izolasyon ¢alismalarinda kullanilmistir.
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3.26.1. Kimyasallar ve cozeltiler

Siispansiyon ¢ozeltisi olarak 50 mM TRIS-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)
kullanilmigtir. RNaz A (2.5 mg) iceren 1 ml siispansiyon c¢ozeltisi kullanilarak
¢Oziilmiis ve siispansiyon ¢ozeltisinin icerisine ilave edilerek hazirlanmistir. Lezyon
cozeltisi 0.2 M NaOH ve %1 SDS igermektedir. Baglama ¢ozeltisi 4 M guanidin
hidroklorit [guanidine hydrochloride (GHCI)] ve 0.5 M potasyum asetat [potassium
acetate (KOAc), pH 4.2] icermistir.

Yikama ¢ozeltisi I icerisinde 5 M GHCI, 20 mM TRIS-HCI (pH 6.6) bulunmakta
olup toplam 33 ml’lik hacmi olan ¢ozelti icerisine 20 ml Saf etil alkol eklenerek
kullanilmistir. Bu yikama c¢ozelti 6zellikle yiiksek oranda niikleaz aktivitesi olan
bakteri 1rklar1 i¢in tercih edilmektedir. Yikama ¢6zeltisi IT igerisinde 20 mM NaCl, 2
mM TRIS-HCl (pH 7.5) icermekte olup 10 ml soliisyona 40 ml Saf etil alkol
eklenerek kullanilmistir. Eliisyon c¢ozeltisi olarak 10 mM TRIS-HCl (pH 8.5)

kullanilmistir.

3.26.2. Plazmit DNA ekstraksiyon protokolii

1. 50 ml Erlenmayer icerisinde 10 ml’lik LB Amfisilin (pH 7.5) siv1 ortaminda
37°C’de 250 RPM hizda 12 saatlik kiiltiir sonrasi gogaltilmis olan bakteri
kolonisi steril kabin icerisinde 50 ml’lik steril test tiipleri igerisine
aktarilmastir.

2. Test tiipleri 6000 xg hizda 1 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant dokiilerek
uzaklagtirildiktan sonra olusan pellet 1 ml LB Sivi (pH 7.0) ortaminda
¢Oziilmiistiir.

3. Coziilme islemi tamamlandiktan sonra 2 ml’lik Ependorf tiiplerine transfer
edilmistir. Ardindan santrifiij igerisinde 12000 xg de 1 dakika santrifiijlenmis
ve iist faz uzaklastirilmistir.

4. Pellet lizerine RNaz iceren siispansiyon ¢ozeltisinden 250 pl ilave edilerek
karigtirilarak siispanse edilmis sonra iizerine 250 pl lezyon cozeltisinden

eklenerek 6 kez ters diiz edilerek 5 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.
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5. Siirenin sonunda iizerine 350 ul baglama ¢ozeltisi ilave edilmis ve 6 kez ters
diiz edilerek 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan 13000 xg
de 10 dakika santrifiijlenmis ve {ist faz koleksiyon tiipiine alinmistir.

6. Koleksiyon tiipii 13000 xg de 1 dakika santrifiijlenmis santrifiij sonrasi tiip
kartusu kaldirilarak alt hazne dokiilerek atik uzaklastirilmistir. Uzerine 500 ul
Yikama c¢ozeltisi I ilave edilmis ve koleksiyon tiipii 13000 xg de 1 dakika
mikrosantrifiijj sonrasi tiip kartusu kaldirilmis alt hazne dokiilerek atik
uzaklastirilmigtir. Koleksiyon tiip kartusu tizerine 700 pl yikama cozeltisi 11
ilave edilmis ve koleksiyon tiipii 13000 xg de 1 dakika santrifiijlenerek
sonrasinda tiip kartusu kaldirilmis alt hazne dokiilerek atik uzaklagtirilmistir.
Kartus bos sekilde koleksiyon tiipii son kez 13000 xg de 1 dakika
santrifiijlenerek sonrasinda tlip kartusu kaldirilmig alt hazne dokiilerek atik
kalintilar1 da uzaklastirilmistir.

7. Kartus yeni steril tlipiin tizerine konularak 100 ul eliisyon ¢ozeltisi tam silika
tabanin {izerini kaplayacak sekilde ilave edilmis ve 5 dakika oda sicakliginda
bekletildikten sonra 13000 xg de 1 dakika santrifiijlenerek kartus tiip

lizerinden alinmis ve 6rnek etiketlenerek -20°C’de saklanmustir.

3.27. Rekombinant Vektorlerin Teyidi

3.27.1. PZR yontemi

Pozitif klonlarin (amplikon tasiyan vektorlerin) PZR yontemiyle teshisinde
kullanilan yontemde klonlara ait mikrosatellit primer setleri kullanilmis ve strateji
Sekil 3.11°de Ozetlenmistir. PZR yontemi kullanilarak gergeklestirilen teyit
caligmalarinda Fermentas Tag DNA polimeraz enzimi kullanilmis ve vektore entegre

edilen mikrosatellit lokusuna 6zgii AGi primer setleri kullanilmistir.

Plazmit DNA ekstraksiyonu yapilip 100 pl eliisyon ¢ozeltisi icerisinde ¢oziilen
vektor DNA 6rneginden PZR i¢in 5 pl kullanilmistir. PZR reaksiyonunda diger tiim
kullanilan ¢ozeltilerin ve primerlerin konsantrasyonlari degistirilmemistir. PZR

sonucunda metafor agaroz jel elektroforez yontemiyle alinan amplikonlar ve onlarla
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beraber kontrol yiiriitilen her bir allele ait PZR fragmenti ile biiytkliikleri

kiyaslanarak hedeflenen bdlgenin transfer edilip edilmedigi tespit edilmistir.

v Klonlanmis cDNA

I 1
EST-SSR-R

EST-SSR-F

cDNA insersiyon noktas

iﬁ){f\ﬁﬂ -Ardisik Tekrar

| Tastyan Kfonun Belirlenmesi

Sekil 3.11. Pozitif klonlarin PZR yontemiyle belirlenmesi
3.27.2. Restriksiyon enzimleri (RE) ile kesim yontemi

Restriksiyon enzimleriyle (RE) kesim yonteminde vektor {izerinde ¢oklu klonlama
bolgesinin u¢ kisimlarinda kesim bolgesi bulunan EcoR 1 ve Hind 111 restriksiyon
enzimleriyle kesim yapilmistir. Ligasyon igermeyen toplam plazmit biiyiikliigiiniin
2886 kb oldugu bilindigi i¢in kesim yapildig1 zaman beklenen biiyiikliikkte amplikon

icerip icermedigine gore degerlendirme yapilmistir.

3.28. Amplikonlarin Sekans Analizleri

Sekanslama (DNA Dizi Analizi) DNA iizerinde bulunan baz dizilerinin sirasini
ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir genetik sifre ¢c6zme yontemidir. Calismada DNA
Dizi Analizi Macrogene (Giiney Kore) Firmasina yaptirilmistir. Sekanslama islemi
Sanger metodu temel alinarak gerceklestirilmistir. Toplam 48 6rnek olan plazmit
sayist ¢ift tekerriirlii olarak gonderilmis yani 96 Ornek iizerinde DNA dizi analizi
gerceklestirilmistir. Sekanslama isleminde {iniversal M13F-pUC primer seti (Ileri
sekans: 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC, Geri sekans: 5’-
CAGGAAACAGCTATGAC) kullanilmistir.
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3.29. Sekans Verilerinin Analizi ve Mikrosatellit Ekspresyon Profilleri

Mikrosatellit lokuslarinin 16 c¢cDNA kiitliphanesi iizerinde olusturduklar
amplikonlarin biiyiikliiklerine ve yogunluklarina gére yapilan degerlendirmede doku,
organ ve gelisme donemine 6zgii ifade gosteren mikrosatellit lokuslar1 tespit edilerek

mikrosatellit ekspresyon profilleri (MEP) olusturulmustur.

Mikrosatellit ekspresyon profilleri (MEP) MEP TiP I, II, IIl, IV ve V olarak
gruplandirilmistir. Genomik DNA ve 16 cDNA kiitiiphanesi arasinda meydana gelen
monomorfik veya polimorfik amplikon profillerine gore olusturulan MEP TiP I grubu
3 aynn alt gruba boliinmistir (Sekil 3.12). Mikrosatellit lokuslarinda cDNA
kiitiiphaneleri ve genomik DNA iizerinde ayni biiyiikliikte amplikon alindig1 zaman

MEP TiP IA alt grubunda degerlendirilmistir.

MEP TiP IB alt grubunda ise mikrosatellit lokusuna ait cDNA kiitiiphanelerinde
ayni, genomik DNA iizerinde ise biiylik bir amplikon olusturuyorsa bu alt grupta yer
almistir. MEP TiP IC grubuna ise cDNA kiitiiphaneleri {izerinde ayn1 biiyiikliikte ve
paternde amplikon olustururken genomik DNA iizerinde iki amplikon olusturan

mikrosatellit lokuslar1 dahil edilmistir (Sekil 3.12).

cDNA____gDNA cDNA__ gDNA cDNA ___gDNA
1 2 3 1 2 3 1 2 3
—
L
N . - L N . - I . - L
MEP TiP IA MEP TiP IB MEP TiP IC

MEP TiP |

Sekil 3.12. MEP TiP I grubu ekspresyon profillerinin sekilsel anlatimi

Mikrosatellit lokusuna ait amplikon paterninin genomik DNA {iizerinde aym
biiyiikliikkte varligt ancak 16 ¢cDNA kiitiiphanesi icerisinde varligi ya da yoklugu
durumunda MEP TiP II grubu olusturulmustur. Mep TiP II grubuna dahil edilen

mikrosatellit lokuslarinda cDNA amplikonlar1 doku, organ ve gelisme donemine 6zgii
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amplifikasyon gosterdikleri i¢in baz1 dokulara ait cDNA’larda mikrosatellit
lokusunun varligir bazilarinda ise yoklugu markir olarak degerlendirilmistir (Sekil

3.13).

cDNA___ gDNA cDNA___ gDNA
1 2 3 1 2 3
-
L — _— I . - [
MEP TiP I MEP TIP Il

Sekil 3.13. MEP TiP II ve III gruplarinda ekspresyon profillerinin gésterimi

MEP TiP III grubu mikrosatellit lokusuna ait amplikon paternin yine genomik
DNA iizerinde cDNA bant paterni ile ayni biiyiikliikkte oldugu ancak 16 cDNA
kiitiiphanesi igerisinde bulunan bazi cDNA Kkiitiiphanelerinde ekstra bant olugmasi
durumu MEP TiP III olarak adlandirilmistir. Bu grupta degerlendirilen mikrosatellit
lokuslarinda ¢cDNA amplikonlart doku, organ ve gelisme donemine 6zgl
amplifikasyon gosterdikleri ig¢in baz1 dokulara ait cDNA’larda mikrosatellit
lokusunda bulunan ekstra bant doku, organ veya gelisme donemine 6zgii markir

olarak belirlenmistir (Sekil 3.13).

MEP TiP IV grubunda yer alan mikrosatellit lokuslarina ait amplikonlar arasinda
meydana gelen yogunluk farkliliklart dikkate alimmistir. Kullanilan mikrosatellit
lokusuna ait bant paternlerinde cDNA ve genomik DNA amplikon biiyiikliikleri ayn1
boyda ancak cDNA Kkiitiiphaneleri arasinda elde edilen amplikonlar iizerinde

yogunluk farki olanlar MEP TiP IVA olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.14).

Mikrosatellit ekspresyon profiline gore her dokuda amplikon olusturmasina
ragmen dokular arasinda amplikon yogunluklar1 arasinda fark bulundurarak bu gruba
giren primer ¢iftlerinin cDNA ve genomik DNA {izerinde olusturduklari amplikon

biiyiikliikleri farkli olanlar MEP TiP IVB alt grubuna dahil edilmistir (Sekil 3.14).
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cDNA___ gDNA cDNA___ gDNA

1 2 3 1 2 3
—
- . [ N
MEP TiP IVA MEP TiP IVB
MEP TiP IV

Sekil 3.14. MEP TiP IV grubunda ekspresyon profillerinin gosterimi

Mikrosatellit lokusuna ait bant paterninde 16 cDNA Kkiitiiphanesi igerisinde
meydana gelen polimorfik amplikon profili nedeni ile MEP TiP V grubu
olusturulmustur (Sekil 3.15).

Iki alt grupta incelenen MEP TiP V grubunun ilk alt grubu olan MEP TiP VA
icerisinde yer alan primer ciftlerinin cDNA ve genomik DNA {izerinde olusturduklar
amplifikasyon iiriinlerinin biiyiikliikleri ayn1 ama bazi dokulara 6zgli ve genomik
DNA'’da bir lokus bandinin varligt veya yoklugu dikkati ¢cekmistir. MEP TiP VB alt
grubu ise yer alan mikrosatellit lokuslar1 iizerinde meydana gelen cDNA ve genomik
DNA iizerinde amplikon biiyiikliiklerinin birbirinden farkli oldugu durumda

olusturulmustur (Sekil 3.15).

CDNA gDNA CDNA gDNA
1 2 3 1 2 3
—
— — — —
-— - — -— -
MEP TiP VA MEP TiP VB
MEP TiP V

Sekil 3.15. MEP TiP V grubunda ekspresyon profillerinin gosterimi

MEP gruplarinin = olusturulmasinin  yam1  sira  mikrosatellit  lokuslarinin
amplifikasyonunda kullanilan primerlerin dizayn edildikleri EST’ler tekrar analiz
edilerek mikrosatellit alanlarin kodlayan yada kodlamayan (UTR) bdlgelerde

bulunmalarina gore de degerlendirilmistir.
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Sequencher 4.8 programi kullanilarak 83 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit
lokuslarina ait DNA dizileri ile yapilan kontig analizi sonucu gen veya gen parcasina
ait  bolgelerin  lizerinde bulunan mikrosatellit tekrarlarinin  yerleri  ve
olusturabilecekleri amino asit dizilimleri BioEdit ve ExPasy programlar ile

belirlenmistir.

Elde edilen sekans verileri GenBank veri tabani kullanilarak bu sekanslarin
fonksiyonlarmi homoloji testleri ile belirleyebilmek icin BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) programi kullanilmistir. Homoloji testlerinde o6zellikle
mikrosatellit alanlarinda var olan sekans farkliliklar1 dikkate alinmistir. Sekil 3.16’da
Ornegi gosterilen bu tiir yaklasimlarla aymi genin farkli sayida mikrosatellit

igeriklerinin fonksiyonlarini belirleyebilmek miimkiin olmaktadir (Ince vd 2008).

HOMOLOJi HOMOLOJi
T — »

'
TGCTGATSCTECTOL TG, 2?54:!76 nscsnrnr 9 é"
Gc1s:‘.mcrnc1scchrac‘rscmcmmmmncnc" ¥ TCTCTCTCTE E¥

|""|""|""|""
ﬂcTTCﬂGTATCG

90
TCTCTCTCTCT&TTMA\

=
-
cT
c

PERIKARP YAPRAK

YAPRAK

GENG MEYVE

Sekil 3.16. Homoloji analizlerinde mikrosatellit varyasyonunun gosterilmesi
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Calismada in silico yontemler uygulanarak yedi farkli organ, doku veya gelisme
donemine ait EST verilerinin analizleri sonucu GenBank veri tabaninda biber bitkisi
ile yapilan calismalarda elde edilen verilerin biiyiik cogunlugunun gen¢ meyve,
plasenta, ¢icek tomurcugu ve yapraklardan elde edilen EST verilerinden olustugu
belirlenmigtir. Sekil 4.1°de gosterildigi iizere ¢alismada kullanilan EST verilerinin
biiyliik ¢ogunlugu yaprak cDNA Kkiitiiphanesinde bulunurken en az EST verisi ise
yaklasik %3 ile anter cDNA Kkiitiiphanesinde saptanmistir. cDNA kiitiiphanelerine ait
EST verilerinin toplam niikleotit sayis1 9 927 817 (9.3 Mb) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.1). Veriler ortalama EST uzunluklarina gore degerlendirildiginde en kisa
EST uzunlugu gen¢ kok cDNA kiitiiphanesinde (398.60 niikleotit) belirlenirken en
uzun EST uzunlugu anter dokusu cDNA Kkiitiiphanesinde (602.37 niikleotit)
kaydedilmistir. Diger dokularda ortalama EST biiytikliigii 435.92 ile 545.19 niikleotit

sayist arasinda degismistir.

PLASENTA

TOMURCUK

GENG MEYVE ANTER

Sekil 4.1. Calismada kullanilan EST verilerinin organ, doku veya gelisme
donemlerine gore dagilimi

Analiz edilen cDNA Kkiitiiphaneleri igerisinde EST’lerin minimum baz uzunlugu

yaprak, ¢icek tomurcugu, anter ve gen¢ meyve cDNA kiitiiphanelerinde 150 baz

olarak saptanirken gen¢ kok ¢cDNA kiitiiphanesinde 152 baz, plasenta ve kilcal kok

cDNA kiitiiphanelerinde ise 153 baz sayisi olarak tespit edilmistir. cDNA

kiitiiphanelerinde bulunan EST’lerin maksimum baz uzunlugu incelendigi zaman 666

baz sayisi ile 850 baz sayisi arasinda degismistir. Geng kok cDNA kiitiiphanesinde
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bulunan EST’ler maksimum 666 baz sayisina sahip oldugu goriiliirken kilcal kok
cDNA kiitiiphanesinde bulunan EST’lerin maksimum 688 baz sayis1 olarak tespit
edilmistir. Calismada kullanilan kiitliphaneler arasinda kok dokusuna ait EST’lerin

baz sayisinin digerlerine oranla daha diisiik oldugunu goriilmiistiir.

Maksimum EST biiyiikliigii plasenta dokusuna ait cDNA kiitiiphanesinde 699 baz
sayisi, geng meyve cDNA kiitiiphanesinde 757 baz sayisi, anter cDNA
kiitliphanesinde 800 baz sayisi, tomurcuk cDNA kiitiiphanesinde 809 baz sayisi
olarak tespit edilmistir. cDNA kiitiiphanelerinde bulunan EST’lerin maksimum baz

uzunlugu en yiiksek 850 baz sayisi ile yaprak cDNA kiitiiphanesinde saptanmastir.

Cizelge 4.1. Capsicum annuum L. cDNA kiitiiphane verileri

cDNA Ortalama E AYA

Yaprak KSO01 2.81 5145 545. 19 850
Tomurcuk KSO07 1.67 3524 474.12 15 O 809
Anter KSO08 0.40 666 602.37 150 800
Geng¢ Meyve KS09 1.71 3681 464.61 150 757
Kilcal Kok KS10 0.84 1926 435.92 153 688
Geng¢ Kok KS11 0.75 1893 398.60 152 666
Plasenta KS12 1.75 3903 447.47 153 699
Toplam 9.93 20738

#: Sayi, ID: Kiitliphane ismi, Min: minimum niikleotit sayisi, Maks: maksimum
niikleotit sayis1

4.1. EST Verilerinin Kontig Analizleri

Calismada kullanilan EST verileri analiz edilerek aralarinda var olabilecek ayni
EST’lerin uzaklastirilmasi, aym1 olmayan ve biiylikk oranda homoloji gosteren
EST’lerin kiitliphaneler arasinda paylastirllmast amacit ile Sequencher 4.8
biyoinformatik yazilim programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu ¢alismada kontig
her bir EST’yi, konsensus ise birbirlerinin aynisi veya %95 diizeyde homoloji
gosteren ve en az 50 niikleotit bilgi ile Ortlismiis olan EST (kontig) olarak

kullanilmaktadir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Kontig analizleri ile EST’lerin yeniden siniflandirilmasi. Sekilde A paneli
ile bu tez kapsaminda kullanilan analiz kriterleri 6zetlenmistir. En az 50
baz ve %95 homoloji analizine gore kontiglerin konsensuslarin
olusturulmasi gosterilmektedir. B panelinde ise yaprak dokusuna ozgii
kontig ve konsensuslarin gosterilmektedir. Burada mavi olarak gosterilen
EST’ler yapraga ozgili ifade edilen genler olarak 6ngériilmiis ve yaprak
spesifik DDB olarak adlandirilmistir. C panelinde ise yaprak ve tomurcuk
dokusunda ortak kontig ve konsensuslarin gosterilmekte olup bu tiir
kontigler hem yaprak hem de tomurcukta ifade edilen DDB’ler olarak

adlandirilmigtir. D panelinde ise biitiin dokularda ortak kontig ve
konsensuslarin gostermekte olup ortak DDB’leri gostermektedir
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GenBank verileri bircok grup ve arastiricinin verilerini igermesi nedeni ile ayni
EST veya c¢ok benzer EST’lerden olusabildigi i¢in bu calismada kontig analizleri
yapilarak kullanilacak verilerdeki aynilik veya fazlaliklarin uzaklastirilmasi
saglanmistir (Ince vd 2008). Cizelge 4.2°de gosterildigi lizere organ, doku veya
gelisme donemlerine ait EST’lerin analizi ile konsensus (Devam Eden Diziler
Biitiinii: DDB) ve hicbir konsensusta yer almayanlar da singletons (Teksel Diziler:

TD) verileri haline doniistiiriilmiistiir.

Cizelge 4.2. Capsicum cDNA (EST) kiitiiphanelerinde kontig analiz sonuglarl

T Baz i ()

DDB 2201 400 2984 737.74 163 3183
TD 3356 894 7009 478.94 150 850
Toplam 5558 294 9993

DDB: devam eden diziler biitiini, TD: teksel diziler

Analiz sonucu 20 738 DNA sekansi 2984 adet devamli diziler biitlinii olustururken
7009 adet DNA dizisinin birbirinden farkli teksel diziler meydana getirdigi tespit
edilmistir. Her bir devamli diziler biitiiniiniin en az 2 ve en fazla 92 adet kontigden
olustugu goriilmiistiir. Devamli diziler biitiiniiniin boyu bosluklar uzaklastirilmadan
163 baz ¢ifti ile 3186 baz cifti arasinda degisirken teksel dizilerin biiyiikliigii ise 150
baz ¢ifti ile 850 baz cifti arasinda degismistir. Toplam 5 558 294 baz ciftinden olusan
20 738 DNA sekansi igerisinde devamli diziler biitiinii 2 201 400 baz ¢iftinden
olusurken teksel diziler ise 3 356 894 baz ciftinden olugsmustur. Teksel diziler i¢in
ortalama EST biiyiikliigii 478 baz sayis1 iken devamli diziler biitiinii i¢in 737 baz
sayis1 ortalama EST biiyiikliigii tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

4.2. Mini Veri Bankasinmin (MVB) Olusturulmasi

Calismada kullanilan EST verileri kontig analizlerinin tamamlanmasi ile birlikte
ayni EST’ler uzaklastirilmis ve EST verileri daha gercekei organ, doku ve gelisme
donemlerine 0zgii veriler haline doniistliriilmistiir. Bu verilerin her birine kalem
(entry) adi verilmistir. Olusturulan MVB tezin ek kisminda bir CD igerisinde

verilmigtir.
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MYVB’de bulunan:

1) Her bir TD bir kiitliphaneye 0zgii olan ve diger kiitiiphanelerde
bulunmayan kalemlerden olusmaktadir. Bu tez kapsaminda bu tip
kalemler S ile gosterilmistir.

ii) Her bir DDB ise birden fazla kontigden olusan kalemleri
simgelemektedir. Bu tez kapsaminda KS ve KO olarak
isimlendirilen iki farkli DDB bulunmaktadir. KS sadece tek bir
kiitiiphaneye 0zgii kontiglerden olusurken KO birden fazla

kiitiiphanenin kontiglerinden olusturulmustur.

Cizelge 4.3’te MVB elementleri gosterilmis ve her kiitiiphaneye ait toplam baz
sayilari, ortalama baz uzunluklar1 hangi dokuda kag¢ kalem bulundugu ve hangi gruba
dahil oldugu verilmistir. Her bir kiitiiphane icin S, KS ve KO’larin istatistiksel
analizleri icin ise Tip I ve Tip II ifadelerinin ardindan kiitliphane bas harfi

kullanilmistir.

Cizelge 4.3’te gorildiigii gibi anter dokusuna ait teksel dizilere ait 355 adet kalem
olusmasina ragmen bu dokuya ait spesifik konsensuslarda bulunan kalem sayisi
sadece 20 adet olarak tespit edilmistir. Bu iki gruptaki kalemler Tip I AO (anter
dokusuna ozgii teksel ve devam eden diziler i¢in) olarak nitelendirilmistir. Anter
dokusu ile diger dokular arasinda ortak konsensus olusturan 135 kalem Tip 11 A
(anter dokusuyla ortak ifade bulan devam eden diziler) olarak isimlendirilmistir.
Tomurcuk dokusuna 6zgii teksel diziler 935 adet kalemden olusurken bu dokuya 6zgii
ifade bulan devam eden diziler biitiiniin 189 adet kalem spesifik konsensus bir arada
incelenerek Tip I TO, diger dokularla ortak ifade bulan 795 kalem ise Tip II T olarak

adlandirilmistir.

Geng kok dokusuna 0zgii teksel diziler 679 kalem, devam eden diziler biitiinii 31
kalem Tip I GO olarak degerlendirilirken diger dokularla ortak ifade bulan 750 kalem
Tip I G ismiyle nitelendirilmistir. Geng meyve dokusuna 6zgii teksel diziler 948
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kalem ve dokuya 0zgii devam eden diziler biitiinii 133 kalem olarak Tip I MO,

dokular arasi ortak ifade olan 917 kalem Tip II M olarak kaydedilmistir.

Cizelge 4.3. Doku spesifik cDNA kiitliphanelerinin yeniden yap11and1r11m351

Uzun. (bp)

Anter (KS) 15617 780 850 Tip T AO
Anter (KO) 129 201 135 957.044 TipIl A
Anter (S) 207 552 355 584.654 Tip I AO
Tomurcuk (KS) 117 187 189 620.037 TipITO
Tomurcuk (KO) 679 964 795 855.301 TipIT
Tomurcuk (S) 442 203 935 472.944 TipITO
Geng Kok (KS) 16 771 31 541.000 TipI1GO
Geng Kok (KO) 614 350 750 819.133 TiplI G
Geng Kok (S) 265 423 679 390.903 Tip1GO
Geng Meyve (KS) 80 528 133 605.474 Tip I MO
Geng¢ Meyve (KO) 736 799 917 803.489 TiplIM
Geng Meyve (S) 429 446 948 453.002 Tip IMO
Kilcal Kok (KS) 21 132 34 621.529 Tip1KO
Kilcal Kok (KO) 596 692 713 836.875 TiplIK
Kilcal Kok (S) 312459 726 430.384 Tip1KO
Yaprak (KS) 237 795 353 673.640 Tipl1YO
Yaprak (KO) 893 738 1019 877.074 Tipll'Y
Yaprak (S) 992 164 1775 558.966 TiplYO
Plasenta (CS) 82 828 136 609.029 Tip I PO
Plasenta (CM) 823 926 1027 802.265 TipIlP
Plasenta (S) 707 647 1591 444781 Tip1PO

KS: Kiitiiphane spesifik DDB, KO: Ortak DDB, S: Singletons veya TD

Kilcal kok dokusuna 6zgii 726 kalem teksel dizi ve 34 adet devam eden diziler
biitlinii Tip I KO, diger dokularla ortak 713 kalem Tip II K olarak adlandirilmistir.
Yaprak dokusuna 6zgii 1775 kalem teksel dizi ve 353 kalem devam eden diziler
biitiinii Tip I YO, diger dokularla ortak ifade edilen 1019 kalem ise Tip II Y olarak
isimlendirilmistir. Plasenta dokusuna spesifik 1591 kalem teksel dizi ve 136 kalem
devam eden diziler biitlinii Tip I PO olarak 1027 kalem diger dokularla ortak ifade

bulanlar ise Tip II P olarak degerlendirilmistir.

Genel bir degerlendirme yapmak gerekirse spesifik konsensus dizilerinin en fazla

yaprak dokusunda bulunurken en az anter dokusunda bulundugu goéze carpmistir.
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Anter dokusunda c¢alisilan EST sayisinin diger dokulara nazaran az olmasit bu
durumun en 6nemli nedenlerinden biri olarak diisiiniilmiistiir. Ortak DDB (KO) sayis1
en fazla olan doku ise plasenta dokusu olarak saptanmistir. Bu durum plasenta
dokusunda ifade olan genlerin ¢ogunlugunun diger dokularda da ifade buldugunu
gostermektedir. Dokuya 6zgii en fazla teksel dizi sayisi (S) ise yaprak dokusunda
tespit edilmistir. Bu durum yaprak dokusuna ait genlerin ¢ogunlugunun diger

dokularda ifade bulmadig1 yoniinde yorumlanmustir.

Calismada olusturulan MVB Sekil 4.3’te gosterilmis ve uygulanan analiz
yontemleri ve dokular arasi iligkiler sirasiyla ifade edilmistir. Bu veri bankas1 (MVB)
kullanilarak 6zel iki doku arasinda ortak olan EST’ler belirlenebilmektedir. Ornegin
Sekil 4.3’te 9 numara ile gosterilen bdlgede anter ve kilcal kdkte ortak bulunan genler
gosterilmektedir. Seklin {i¢ boyutlu goriiniimiinde ise 9 nolu alanin bir kisminda
anter, kilcal kok ve genc meyvede ortak bulunan genler bulunmaktadir. Biitiin
dokularda ifade bulan genler ise 6 numarali alanda bulunmaktadir. Diger taraftan A0

bolgesinde bulunan genler ise salt anterde ifade edilen genleri gostermektedir.

MVB kullanilarak herhangi bir kiitiiphaneye 6zgii DDB ve TD veya iki veya daha
fazla kiitiiphanede bulunan DDB ve TD alinabilir ve farkli amaglar i¢in kullanilabilir.
Bu tez kapsaminda MVB diizenli ve degisken mikrosatellitlerin belirlenmesi icin
kullanilmistir. MVB mikrosatellit analizleri disinda asagida Ozetlenmis diger

calismalarda da kullanilabilecek niteliktedir. Bunlar:

1) Organ, doku ve gelisme donemine 6zgii genlerin belirlenmesinde,

11) Fonksiyonel DNA markirlarinin olusturulmasinda,

1ii) SNP markirlarinin olusturulmasinda,

iv) Organ, doku ve gelisme donemine 6zgii problarin olusturulmasinda,

V) Allelik genlerin belirlenmesinde,

Vi) cDNA kiitliphanelerin olusturulmasinda,

vii)  Intron ve ekson bolgelerinin belirlenmesi gibi degisik amaclarla
kullanilarak biber bitkisiyle ilgili genetik ve 1slah c¢alismalarina

katkilar sunabilecegi 6n goriilmiistiir.
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Sekil 4.3. MVB verilerinin sekilsel gosterimi
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4.3. MVB Diizenli Mikrosatellit Analizleri

Calismanin bu asamasinda olusturulmus olan MVB verileri kullanilarak diizenli ve
degisken mikrosatellitlerin biber organ, doku ve gelisme donemlerindeki dagilimlar

ve frekanslar1 (yogunluklarini) arastirilmistir.

4.3.1. Diizenli mikrosatellit frekans analizleri (Analiz I)

Dokuya 6zgii ve dokular arasi ortak kalemlerde bulunan mikrosatellit bulundurma
sikliklarinin degerlendirilmesi yoniinde analizler yapilmistir. Bu analiz yontemi anter
dokusu icin ele alinacak olursa Tip I A0 (Sekil 4.3 grafiksel anlatim iizerinde AO
bolgesi ile gosterilmektedir) gen grubu ile Tip II A (Sekil 4.2 iizerinde 2, 3, 5, 6, 7, 8,
9, 14 ve 15 numaralariyla gosterilen bolgeler) icerisindeki mikrosatellit bulundurma
siklig1 karsilastirilarak degerlendirilmistir. Ornegin anter kiitiiphanesinde bulunan ve
salt anterde ifade eden kalemlerle hem anterde hem de diger kiitiiphanelerde buluna

375 kalem Tip I A0 ile 135 kalem Tip ITA mikrosatellit i¢erigi karsilagtirilmistir.

4.3.1.1. Anter dokusuna 6zgii ve anter dokusuyla diger dokularda ortak diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Anter kiitiiphanesine 6zgii 223 169 baz sayisi ile 375 kalem degerlendirilirken
anter kiitliphanesine ile diger kiitiiphanelerde ortak olan 129 201 baz sayis ile 135
kalem degerlendirmeye alinmistir. Anter kiitliphanesine 6zgii kalemler i¢in ortalama
kalem biiyiikliigii 595 baz c¢ifti olarak bulunurken diger dokularla ortak kalemlerin
ortalama biiyiikliigii 957 baz c¢ifti olarak saptanmistir. Toplam 352370 baz sayisi ile
510 kalem incelenmis 41 adet diizenli mikrosatellit tespit edilmistir. Bu 41 diizenli
mikrosatellitin 6nemli bir bolimii 35 adet mononiikleotitten olugurken geri kalan

tekrarlar 3’er adet diniikleotit ve triniikleotitten meydana geldigi belirlenmistir.

Anter spesifik DDB ve TD’de toplam 375 kalem icerisinde 13 (%3.47)
mikrosatellit tespit edilirken diger dokularla ortak 135 kaleminde 28 (%20.74) adet
mikrosatellit saptanmistir. Anter dokusuna 6zgii kalemlerde mikrosatellit bulundurma

siklig1 gozlenen tekrar sayis1 beklenen tekrar sayisina gore oldukea diisiik 2=17.66,
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P<0.0001) ve bu durum anter dokusuna 6zgii genlerin istatistiksel olarak diisiik
diizeyde diizenli mikrosatellit icerdigini gostermistir (Cizelge 4.4). Anter
kiitiiphanesinde bulunan diizenli mikrosatellitlerden ¢ogunlugunun mononiikleotit
mikrosatellitlerden olustugu ve mononiikleotit mikrosatellitlerin olduk¢a Onemli
(x2=18.21, K0.0001) seviyede ve az frekansta (yogunlukta) bulundugu tespit

edilmistir.

Anter kiitiiphanesinin diizenli triniikleotit mikrosatellit frekansi istatistiksel olarak
beklenenin altinda y2=5.18, P=0.0228) bulunurken dikleotit mikrosatellitlerin
siklig istatistiksel olarak beklenen diizeyde kalmistir. Diger diizenli mikrosatellitlerin
frekanslar1 agisindan istatistiksel anlamda herhangi bir sonuca ulagilamamistir

(Cizelge 4.4).

4.3.1.2. Gen¢ kok dokusuna 6zgii ve gen¢ kok dokusuyla diger dokularda ortak

diizenli mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok kiitiiphanesine ait toplam 1460 kalem i¢in 896544 adet baz incelenmis
bunun 282 194 baz sayis1 ile 710 kalemi sadece gen¢ kok dokusuna 6zgii kalemlerden
olusurken 614 350 baz sayisi ile 750 kalem geng kok dokusunun diger dokularla ortak
kalemlerinden olugmustur. Gen¢ kok dokusuna 6zgii kalemlerin ortalama kalem
blytikligl 398 baz sayis1 olarak tespit edilirken diger dokularla ortak kalemlerin

ortalama biiyiikliigii 819 baz sayisi olarak saptanmaistir.

Toplamda incelenen 1460 adet kalemden 328 adedinde diizenli tekrarli DNA
sekans1 saptanmis ve bunun sayisal anlamda c¢ogunlugunu mononiikleotitler (300
adet) olusturmus 17 adet diniikleotit, 7 adet triniikleotit, 2 adet hekzaniikleotit, 1’er
adet tetraniikleotit ve pentaniikleotit tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Geng kok dokusuna 6zgii kalemlerde ve geng kok dokusunun diger dokularla ortak
kalemleri icgerisinde mikrosatellit bulundurma siklig1 incelendiginde ise gozlenen
diizenli tekrarlarin beklenen diizenli tekrarlar diizeyinde oldugu ve istatistiksel

anlamda 6nemli seviyede olmadig1 gézlenmistir.
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Geng kok kiitiiphanesinde bulunan diniikleotitlerin ortak kiitiiphanelerde bulunan
diniikleotit sayisindan ¢2=5.16, P=0.0231) seviyesinde dnemli miktarda az oldugu
belirlenmistir.  Diizenli  mikrosatellitlerin ~ ¢ogunlugunu  mononiikleotitler
olusturmasina ragmen mikrosatellit motifleri yOniinden istatistiksel anlamda
onemlilik tespit edilmemistir (Cizelge 4.4). Bu sonug kok spesifik genlerin igerdigi
diniikleotit tekrarlarin erken gelisme doneminde diisilk seviyede bulundugunu

digerlerinin ise beklenen diizeyde oldugunu gostermistir.

4.3.1.3. Tomurcuk dokusuna o0zgii ve tomurcuk dokusuyla diger dokularda

ortak diizenli mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna ait toplam 1 239 354 adet baz 1919 kalem icin analiz
edilmistir. Bunun 559 390 baz sayisi ile 1124 kalem sadece tomurcuk dokusuna 6zgii
kalemlerden olusurken 679 964 baz sayisi ile 795 kalem tomurcuk dokusunun diger
dokularla ortak kalemlerinden olusmustur. Tomurcuk dokusuna 6zgili kalemlerin
ortalama kalem biiytlikliigli 498 baz sayisi olarak tespit edilirken diger dokularla ortak

kalemlerinin ortalama biiytikliigii 855 baz sayist olarak saptanmustir.

Toplamda incelenen 1919 adet kalemden 472 diizenli mikrosatellit sekansi
saptanmig ve bunun sayisal anlamda ¢ogunlugu olan 449 mononiikleotit, 8
triniikleotit, 7 diniikleotit, 6 hekzaniikleotit, 2 tetraniikleotitten olustugu ancak hig
pentaniikleotit tespit edilmemistir. Tomurcuk kiitliphanesine spesifik kalemlerde
bulunan mikrosatellit bulundurma siklig1 ile tomurcuk kiitiiphanesinde bulunmakla
birlikte diger dokularda bulunan ancak tomurcuk dokusundaki kalemlere yliksek
homoloji gosteren kalemlere gore daha az diizeyde diizenli mikrosatellitler (y2=4.944,
P=0.0262) belirlenmistir. Analizi sonuglarina goére diizenli hekzaniikleotit
mikrosatellit siklig1 tomurcuk kiitiiphanesine spesifik kalemlerde istatistiksel olarak
daha fazla (y2=4.936, P=0.0263) tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Elde edilen veriler
degerlendirildiginde = tomurcuk  asamasinda  bulunan  spesifik  genlerin

hekzaniikleotitlerden olustugu belirlenmistir.
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4.3.1.4. Gen¢ meyve dokusuna 6zgii ve gen¢ meyve dokusuyla diger dokularda

ortak diizenli mikrosatellitlerin analizleri

Geng meyve (0.5-2 cm uzunluktaki) kiitiiphanesine 6zgii 1081 kalem (509 974 baz)
ve diger dokularla yiiksek homoloji gosteren 917 kalem (736 799 baz) ile tekrar
iceren toplam 1998 kalem (1 246 773 baz) bulunmustur. incelenen kalemlerin
ortalama biiyiikligli gen¢ meyve kiitiiphanesine 6zgii tekrar igeren kalemlerde 472
baz sayisi diger dokularla ortak tekrar igeren kalemlerde ise 803 baz sayist olarak
tespit edilmistir. Tekrar igeren kalemler icerisinde gen¢ meyve dokusuna 6zgii 152
adet diger dokularla ortak 243 adet diizenli mikrosatellit belirlenmistir.
Mikrosatellitlerin ¢ogunlugunu mononiikleotitlerin olusturdugu (355 adet) ancak2
testi ile istatistiksel anlamda gen¢ meyve dokusunda beklenen ve gozlenen

mikrosatellit sayilarinca 6nemli bir fark olmadig1 sonucuna ulasilmistir (Cizelge 4.4).

4.3.1.5. Kilcal kok dokusuna 6zgii ve kilcal kok dokusuyla diger dokularda ortak

diizenli mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusuna 6zgii 333 591 baz sayisina sahip 760 kalem ve kilcal kok
dokusunun diger dokularla ortak 596 692 baz sayisina sahip 713 kalem incelenmis
tekrar iceren toplam 930 283 baz sayisi ile 1473 kalem irdelenmistir. Kilcal kok
dokusuna 6zgii kalemlerin ortalama kalem biiyiikliigii 439 baz sayis1 diger dokularla
ortak kalemlerin ortalama bliylikliigli 837 baz sayis1 olarak tespit edilmistir. Tekrar
iceren kalemler igerisinde kilcal kok dokusuna 6zgli %13.82’lik bir oranla 105 adet
diizenli mikrosatellit bulunurken diger dokularla ortak olan kalemlerde %29.87lik bir

oranla 213 adet mikrosatellit elde edilmistir.

Kilcal kok dokusunda toplamda 318 adet diizenli mikrosatellit bulunurken 293
adedi mononiikleotitlerden, 14 adedi diniikleotitlerden, 6 adedi ise triniikleotitlerden
olusmustur. Kilcal kdk dokusuna 6zgii kalemlerde ve kilcal kok dokusunun diger
dokularla ortak kalemleri icerisinde mikrosatellit bulundurma sikligi irdelendigi
zaman gozlenen diizenli tekrarlarin beklenen diizenli tekrarlar diizeyinde oldugu ve

istatistiksel anlamda 6nemli olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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4.3.1.6. Plasenta dokusuna ozgii ve plasenta dokusuyla diger dokularda ortak

diizenli mikrosatellitlerin analizleri

Toplamda 1 614 401 adet baz sayisina sahip 2754 kalem degerlendirildiginde
sadece plasenta kiitiiphanesine 0zgii 790 475 baz sayis1 ile 1727 kalem diger
dokularla ortak 823 926 baz sayis1 ile 1027 kalem tespit edilmistir. Plasenta dokusuna
0zgii kalemlerin ortalama baz sayis1 458 baz sayist diger dokularla ortak kalemlerin

ortalama baz sayisi ise 802 olarak saptanmaistir.

Plasenta dokusuna o6zgii kalemlerdeki diizenli mikrosatellitin onemli bir boliimii
olan 65 adeti mononiikleotitten olusurken geri kalan mikrosatellit motiflerden 13
diniikleotit, 5 triniikleotit, 4 tetraniikleotit ve 2 hekzaniikleotitten olustugu belirlenmis

ve pentaniikleotit diizenli mikrosatellitlere ise hi¢ rastlanmamustir.

Ki-kare istatistiksel analiz sonuglarina gore mikrosatellit bulundurma siklig
degerlendirilince sadece plasenta kiitliphanesine 0zgli kalemlerdeki mikrosatellit
sayisinin (2=53.43, P< 0.0001) istatistiksel olarak son derece onemli diizeyde ve

diisiik miktarda mikrosatellit igerdigi tespit edilmistir.

Mikrosatellit motif igeriklerine goére analiz yapildiginda mononiikleotitlerin
plasenta kiitiiphanesi icerisinde bulunan diizenli tekrarli mikrosatellit ¢ogunlugunu
olusturdugu ve bu durumun istatistiksel (¥2=59.75, P<0.0001) olarak olduk¢a onemli
oldugu tespit edilmistir.

Diger mikrosatellitlerin frekanslarinda ise istatistiksel bir fark gézlenmemistir.

4.3.1.7. Yaprak dokusuna o6zgii ve yaprak dokusuyla diger dokularda ortak

diizenli mikrosatellitlerin analizleri

Yaprak kiitiiphanesine 6zgii olan 1 229 959 adet baz sayisina sahip 2128 kalem ile
hem yaprak kiitiiphanesi hem de diger kiitiiphanelerle ortak 893 738 baz sayisina

sahip 1019 kalem degerlendirilmistir. Yaprak dokusuna 6zgii kalemlerin ortalama
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kalem biyiikliigli 578 baz sayisi, diger dokularla ortak kalemlerin ortalama
bliytikliigl ise 877 olarak belirlenmistir.

Yaprak dokusuna 6zgii tekrar iceren kalemler igerisinde 394 adet (%18.52) diizenli
mikrosatellit bulunurken yaprak dokusunun diger dokularla ortak 288 adet (%28.26)

diizenli mikrosatellit saptanmistir.

Yaprak dokusuna 6zgii kalemlerde 394 adet diizenli mikrosatellitlerin onemli bir
boliimii mononiikleotit tekrarlardan (335 adet) meydana gelmis geri kalan tekrar
sayillar1 41 adet diniikleotit, 9 adet hekzaniikleotit, 8 trinlikleotit ve 1 adet
tetraniikleotit bulunmustur. Yaprak dokusunda pentaniikleotit iceren diizenli

mikrosatellit bulunmamustir.

Yaprak dokusunun diger dokularla homoloji olusturan 1019 adet kaleminde
belirlenen 288 adet diizenli mikrosatellitin biiyiik cogunlugunu mononiikleotitler (256
adet) olustururken 20 adet diniikleotit ve 12 adet triniikleotit saptanmis ve diger
mikrosatellit motifleri tespit edilmemistir (Cizelge 4.4). Istatistiksel analiz sonucunda
diizenli mikrosatellit bulundurma siklig1 yaprak dokusuna 6zgii kalemlerde gozlenen
tekrar sayisinin beklenen tekrar sayisina oranla 6nemli diizeyde olmadig1 saptanmistir

(52=0.006).

Yaprak kiitiiphanesine spesifik kalemlerde bulunan diizenli mikrosatellit motifleri
incelendigi zaman diizenli tekrarlarin ¢ogunlugunun mononiikleotitlerden olustugu
tespit edilmistir. Ancak istatistiksel agidan tespit edilen mononiikleotitlerin miktar
beklenen tekrar sayisina yakin oldugu igin ki-kare testi sonucunda istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Buna karsin beklenen tekrar sayisina oranla daha yiiksek
miktarda bulunan hekzaniikleotitler istatistiksel olarak 6nemli seviyed@+6.540,
P=0.0105) bulunmustur.

Diger motiflerden diniikleotitler, triniikleotitler ve pentaniikleotitlerin varlig1 ise

istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Dokuya 6zgii ve dokular aras1 ortak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

. . # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik, D: Diger



€0l

Cizelge 4.4. Devami

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Mll\rosatellltler

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik, D: Diger



4.3.2. Diizenli mikrosatellit frekans analizleri (Analiz II)

Bir dokuya ait olan kalemler ile onun haricinde kalana diger 6 dokuya ait
kalemlerde bulunan mikrosatellit bulundurma sikliklarmin belirlenmesi i¢in Analiz II
uygulanmistir. Bu analizde 6rnegin anter dokusuna ait tiim Tip I AO ve Tip II A
verileri (510 kalem) geri kalan tiim dokulara ait Tip I ve Tip II verilerinin toplami

(12751 kalem) bakimindan irdelenmistir.

4.3.2.1. Anter dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Anter dokusunda toplam 352 370 baz sayisi ile 510 kalem degerlendirilirken geri
kalan diger dokularda bulunan toplam 8 051 052 baz sayist ile 12751 kalem
irdelenmistir. Anter dokusuna ait 510 kalem iizerinde 41 adet diizenli tekrarli
mikrosatellit bulunurken karsilastirilan diger dokularda 12751 kalem incelenmis ve

2509 adet diizenli tekrarli mikrosatellit bulundugu belirlenmistir.

Anter dokusunun mikrosatellit bulundurma siklig1 diger dokularin mikrosatellit
bulundurma siklig1 ile karsilagtirildigi zaman yapilan ki-kare testi sonucu (x2=42.42,
P<0.0001) son derece oOnemli diizeyde ve az miktarda mikrosatellit icerdigi
saptanmustir (Cizelge 4.5). Mikrosatellit motifleri yoniinden anter ve diger dokular
karsilastirildiginda beklenen mononiikleotit sayisina gore oldukga diisiik diizeyde
mononiikleotit ¥2=40.21, E0.0001) tespit edilmis, diger diizenli mikrosatellit
tiplerinin (motiflerinin) ise istatistiksel olarak onemli diizeyde bir fark olmadig

belirlenmistir (Cizelge 4.5).

4.3.2.2. Geng kok dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Geng kok dokusuna ait toplam 896 544 baz sayisi iceren 1460 kalem igin 328
(%22.47) adet diizenli tekrarli mikrosatellit belirlenirken gen¢ kok dokusu haricindeki
diger dokularda toplam 7 506 878 adet baz sayis1 ile 11801 adet kalem iizerinde 2222
(%18.82) adet diizenli tekrarli mikrosatellit saptanmistir. Geng¢ kok dokusunda
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bulunan diizenli tekrarli mikrosatellitin ¢ogunlugunu mononiikleotitler (300 adet)
olusturmus 17 adet diniikleotit, 7 adet triniikleotit, 2 adet hekzaniikleotit, 1’er adet
tetraniikleotit ve pentaniikleotit tespit edilmistir. Geng¢ kok dokusu disindaki
dokularda ise 1983 adet mononiikleotit, 134 adet diniikleotit, 64 adet triniikleotit, 30

adet hekzaniikleotit ve 11 adet tetraniikleotit belirlenmistir.

Geng kok dokusuna ait kalemlerde gen¢ kok dokusu disindaki dokularda mevcut
kalemlere gore mikrosatellit bulundurma siklig1 incelendiginde ise yapilan ki-kare
analizine gore onemli miktarda ve yiliksek oranda diizenli tekrarli mikrosatellit
bulundugu saptanmistir ¢2=12.88, P< 0.0001). Diizenli tekrar iceren mikrosatellitler
de bulunan tekrar motifleri degerlendirildiginde onemli miktarda yiiksek sayida
mononiikleotitlerin (}2=14.64, £0.000 1) varligr gorilmiistir. Diger bir diizenli
mikrosatellit motifi olan pentaniikleotitin istatistiksel olarak y2=8.373, P=0. 0038)
yiiksek siklikta oldugu ancak dintikleotit, triniikleotit, tetraniikleotit ve
hekzaniikleotitlerin ise istatistiksel anlamda Onemli diizeyde bulunmadigi

gozlemlenmistir (Cizelge 4.5).

4.3.23. Tomurcuk dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Incelenen 8 403 422 adet baz sayis1 igerisinde tomurcuk dokusuna ait toplam 1 239
354 adet baz sayis1 (1919 kalem) tomurcuk dokusu disindaki dokulara ait ise 7164
068 adet baz sayis1 (11342 kalem) analiz edilmistir. Tomurcuk dokusunda bulunan
472 adet diizenli tekrarli mikrosatellitin motiflere gore dagiliminda 449
mononiikleotit, 8 triniikleotit, 7 diniikleotit, 6 hekzaniikleotit ve 2 tetraniikleotitten
olustugu bulunmustur. Diger dokularda ise toplam 2078 adet diizenli tekrarli
mikrosatellit belirlenmis olup bunun 1834 adedi gibi biiyiikk bir bdolimi
mononiikleotitlerden olugsmustur. Geri kalan 244 adet tekrarin 144 diniikleotit, 63
triniikleotit, 26 hekzaniikleotit, 10 tetraniikleotit ve 1 pentaniikleotitten olustugu

belirlenmistir.
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Tomurcuk dokusuna ait kalemlerde mikrosatellit bulundurma sikligir ki-kare
analizine gore beklenenden onemli diizeyde yiiksek miktardg2=28.69, P<0. 0001)
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.5). Tomurcuk dokusunun niikleotit igerikleri
incelendiginde ise diizenli tekrarlarin ¢ogunlugunun istatistiksel olarak Onemli
diizeyde yiiksek miktarda bulunan mononiikleotitlender43(93, R0.0001)
olustugu gortilmiistiir. Dintikleotit motif igerigi yOniinden tomurcuk kalemlerinde
beklenen sayisina oranla olduk¢a az miktarda (y2=12.28, P<0.0001) bulunurken diger
motiflerin bulunma siklig1 ise istatistiksel anlamda Onemli seviyede olmadigi

gozlenmistir (Cizelge 4.5).

4.3.24. Gen¢ meyve dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Gen¢ meyve kiitiiphanesine ait toplam 1998 kalem (1 246 773 baz) ve diger
kiitiiphanelere ait 11263 kalem (7 156 649 baz) icerisinde toplam 2550 diizenli
tekrarlt mikrosatellitten 395 adedi (%19.77) sadece meyve dokusunda geri kalan 2155
(%19.13) adedinin ise diger dokularda bulundugu goriilmiis istatistiksel olarak tiim
tekrar sayilarinin beklenen diizeyde oldugu 6nemli bir fark yaratmadigi bulunmustur.
Bu durum gen¢c meyve doneminde mevcut tiim tekrarli mikrosatellitleri iceren
genlerin tiim dokularda ifade buldugunu gostermektedir. Diizenli mikrosatellit motif
icerikleri yoniinden de gen¢ meyve ve diger kiitiiphaneler arasinda istatistiksel
anlamda bir farklilik bulunmadig1 yapilan ki-kare (y2) testi ile belirlenmgtir (Cizelge
4.5).

4.3.2.5. Kilcal kok dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusunda 930 283 baz sayisina sahip 1473 kalem ve kilcal kok dokusu
haricindeki diger dokulara ait 7 473 139 baz sayisina sahip 11788 kalem
degerlendirilmistir. Diizenli mikrosatellit iceren kalemler igerisinde kilcal kok
dokusuna ait %21.59’luk bir oranla toplam 318 adet diizenli tekrarlt mikrosatellit
saptanmis, kilcal kok dokusu diginda kalan dokularda ise %18.93’liik bir oranla 2236
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adet diizenli tekrarlt mikrosatellit belirlenmistir. Kilcal kok kiitliphanesinde toplamda
267 adet diizenli mikrosatellit beklenirtken %?21.59’luk oranla 318 adet diizenli
mikrosatellit belirlenmis ve bu analiz sonucunda da beklenen mikrosatellit miktarina
gore onemli diizeyde ve yiiksel oranda mikrosatel}2<5.079, P<0.001) icerdigi
tespit edilmistir. Kilcal kok kiitiiphanesine ait kalemlerde kilcal kok haricindeki diger
dokularin kalemlere gore mikrosatellit frekansi degerlendirilince mononiikleotit
tekrarlarda gozlenen diizenli tekrarlarin (293) beklenen diizenli tekrarlardan (252
adet) daha fazla oldugu istatistiksel anlamda saptanmig2=7.214, P=0.0072).

Diger diizenli mikrosatellit motiflerin sikliklar1 ise istatistiksel anlamda ©nemli

diizeyde bulunmamistir (Cizelge 4.5).

4.3.2.6. Plasenta dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Plasenta kiitiiphanesine ait 1 614 401 adet baz sayis1 ile 2754 kalem plasenta
dokusu haricindeki dokularda 6 789 021 adet baz sayis1 ile 10507 kalem
degerlendirilmistir. Plasenta dokusuna ait kalemler icerisinde %11.40’lik bir oranla
toplam 314 adet diizenli mikrosatellit bulunurken diger dokulara ait %21.28’lik bir
oranla 2236 adet diizenli mikrosatellitler tespit edilmistir. Plasenta dokusuna ait
kalemlerde 314 diizenli mikrosatellitlerden biiyiik bir ¢gogunlugu mononiikleotitlerden
(260 adet) olustugu geri kalan motifler ise 30 adet diniikleotit, 14 triniikleotit, 5 adet
tetraniikleotit ve 5 adet hekzaniikleotitten meydana gelmis ve pentaniikleotit igeren

diizenli mikrosatellite ise hi¢ rastlanmamustir.

Plasenta dokusu disindaki dokularda bulunan 10507 adet kalemde belirlenen 2236
adet diizenli mikrosatellitten 2023 adet mononiikleotit, 121 adet diniikleotit, 57 adet
triniikleotit, 27 adet hekzaniikleotit ve 7 adet tetraniikleotit iceren kalem tespit
edilmis, bu grupta da pentaniikleotit iceren kalem kaydedilmemistir. Plasenta
kiitliphanesine ait kalemlerde diger kiitliphanelere gore diizenli mikrosatellit sayisinin
son derece diisiik oldugu bulunmustur (y2=78.166, P<0.0001). Bu sonug plasenta da
ifade olan genlerin diger dokulara gore oldukg¢a diisiik miktarda mikrosatellit

icerdigini gostermistir. Plasenta kiitiiphanesi ile diger kiitiiphaneler arasindaki diizenli

107



mikrosatellit motifleri analiz edildiginde plasenta mononiikleotit motifinin beklenen
saymin cok altinda oldugu (¥2=90.01, #.0001) belirlenmistir. Diger diizenli

mikrosatellit motiflerinden tetraniikleotit motiflerin ise beklenenin {izerinde
bulundugu ve bu durumun istatistiksel olarakta (¥2=3.899, P=0.0008)6nemli oldugu
gozlenmistir. Ancak diger mikrosatellit motiflerinin beklenen ve gozlenen frekans ve

dagilimlarinda herhangi bir istatistiksel fark bulunamamaistir.

4.3.2.7. Yaprak dokusu ve diger alti dokuda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Yaprak kiitiiphanesine ait 2 123 697 adet baz sayisina sahip 3147 kalem ve bu
kiitiphane haricinde bulunan dokularda 6 279 725 baz sayisina sahip 10114 kalem
degerlendirilmistir. Yaprak dokusuna ait kalemler icerisinde 682 adet (%21.67)
diizenli mikrosatellit bulunurken geri kalan 6 dokuda 1868 adet (%18.46) diizenli

mikrosatellit bulundugu gozlenmistir.

Yaprak kiitiiphanesine 6zgii kalemlerde pentaniikleotit iceren diizenli mikrosatellit
olmadig1 goze carpmistir. Yaprak dokusu haricinde bulunan 6 doku icerisinde ise
incelenen 10114 adet kalemde 1868 adet diizenli mikrosatellit bulundugu ve bunlarin
1692 mononiikleotitlerden olustururken 90 diniikleotit, 51 triniikleotit, 23
hekzaniikleotit, 11 tetraniikleotit ve 1 pentaniikleotit icerdigi bulunmustur (Cizelge
4.5). Ki-kare analizlerinde yaprak ve diger dokulara ait kiitiiphaneler arasindaki
diizenli mikrosatellit frekanslar1 arasinda her hangi bir fark bulunamamistir

(2=2.931).

Yaprak kiitiiphanesi ve diger 6 kiitiiphane arasindaki diizenli mikrosatellitlerin
dagilimi incelendiginde diniikleotit motifi disindaki motiflerin dagilim sikliklarinda
herhangi bir fark belirlenememistir. Diger kiitiiphanelerle kiyaslandiginda yaprak
kiitiiphanesi kalemlerinin daha fazla miktarda diniikleotit motifi i¢erdigi ve bunun
istatistiksel olarak yiiksek diizeyde oOnemli}iR=18.293, B’0.0001) gosterdigi
saptanmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Dokular aras1 diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi
L # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri

Diger Dokular 8051052 12751 2509

Toplam 8403422 | 13261
ECEEH 57528 N LT
Diger Dolalar 7506875 11801
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‘Toplam 8403422 13261
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———
Diger Dokular 7156649 11263
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8403422 2550
G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, T: Toplam
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4.3.3. Diizenli mikrosatellit frekans analizleri (Analiz III)

Bu analiz yonteminde herhangi bir kiitiiphaneye ait kalemlerle diger bir
kiitiiphanenin kalemler analiz edilmistir. Ornegin anter dokusuna 6zgii Tip I AO gen
grubuna ait 375 kalem ile gen¢ kok dokusuna 6zgii Tip I GO’a ait 710 kalemler

arasindaki diizenli mikrosatellitlerin frekanslar1 analiz edilmistir.

4.3.3.1. Anter dokusu ile gen¢ kok dokusunda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Anter dokusunda ozgii 375 kalem ile gen¢ kok dokusuna o6zgii 710 kalem
degerlendirilmistir. Anter dokusuna ozgii 375 kalem {iizerinde 13 adet diizenli
mikrosatellit bulunurken gen¢ kok dokusunda 710 kalem {iizerinde 109 adet diizenli
mikrosatellit bulundugu saptanmistir. Anter dokusunda beklenen diizenli mikrosatellit
sayisina gore oldukca diisiik miktarda gen¢ kok dokusunda ise beklenen mikrosatellit
sayisina gore olduke¢a yiliksek miktarda mikrosatellit varligi yapilan ki-kare testi

sonucu (¥2=55.538, P<0.0001) tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Her iki dokuda da mononiikleotit tekrarlarinin varhigi ya da yoklugu ile
mikrosatellit ~ yogunlugunu en  ¢ok  etkileyen  mikrosatellit — motifinin
mononiikleotitlerden kaynaklandigi tespit edilmistir. Buna gore anter dokusunda
beklenenden oldukga diisiik diizeyde mononiikleotit varligi gen¢ kdk dokusunda da
beklenenden yiiksek miktarda mononiikleotit varligi y2=58.656, $£0.0001)
istatistiksel olarak son derece Onemli bulunmustur. Diger motif tiplerinin ise

istatistiksel olarak onemli diizeyde bir farkliligin olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.6).

4.3.3.2. Anter dokusu ile tomurcuk dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusunda 6zgii 375 kalem iizerinde 13 adet diizenli tekrarli mikrosatellit
bulunurken tomurcuk dokusunda 1124 kalem iizerinde 189 adet diizenli mikrosatellit
bulunmustur. Anter dokusunda beklenen diizenli mikrosatellit sayisina gore oldukca

diisiik, tomurcuk dokusunda ise beklenen mikrosatellit sayisina gore oldukc¢a yiiksek
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miktarda diizenli mikrosatellitin istatistiksel olarak (y2=48.319, P<0.0001) son derece

onemli diizeyde iki doku arasinda farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.7).

Anter dokusunda beklenenden oldukca diisiik diizeyde mononiikleotit varlig
tomurcuk dokusunda da beklenenden yiiksek miktarda mononiikleotit varligi
istatistiksel olarak (¥2=51.560, B0.0001) son derece 6nemli bulunmustur. Her iki
dokuda da mononiikleotitler haricindeki motif tiplerinin ise istatistiksel olarak onemli

diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.7).

4.3.3.3. Anter dokusu ile gen¢ meyve dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusuna ozgii 375 kalem iizerinde 13 adet diizenli mikrosatellit
bulunmasina karsilik geng meyve dokusunda 1081 kalem iizerinde 152 adet diizenli
mikrosatellit saptanmigtir. Anter dokusunda beklenen diizenli mikrosatellit sayisina
gore oldukca diisiik, gen¢ meyve dokusunda ise oldukga yiiksek miktarda diizenli
mikrosatellitin bulunmas istatistiksel anlamda (¥2=39.665, E0.0001) son derece
onemli diizeyde mikrosatellit yogunlugunun iki doku arasinda farkli oldugunu
kanitlamistir (Cizelge 4.8). Anter dokusunda beklenenden oldukca diisiik diizeyde
mononiikleotit motifinin varligi gen¢ meyve dokusunda da beklenenden yiiksek
miktarda mononiikleotit motifin varlig1 istatistiksel olarak (¥2=37.958, P<0.0001) son
derece Onemli bir sonu¢ ortaya koymustur. Mononiikleotitler disindaki motif

tiplerinin ise istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmadig1 bulunmustur (Cizelge 4.8).

4.3.3.4. Anter dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusunda 6zgii 375 kalem {iizerinde 13 adet diizenli mikrosatellit varken
kilcal kok dokusunda 760 kalem iizerinde 105 adet diizenli tekrarli mikrosatellit
belirlenmistir. Anter dokusunda gdzlenen diizenli mikrosatellit sayis1 ¢ok diisiik,
kilcal kdk dokusunda ise yliksek miktarda diizenli mikrosatellitin varlig1§2=41.510,
P<0.0001) mikrosatellit yogunlugunun iki doku arasinda farkli oldugunu gostermistir

(Cizelge 4.9). Anter dokusunda diisiik diizeyde elde edilen mononiikleotit motifi
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kilcal kok dokusunda da yiiksek miktarda gozlenmis her iki doku icinde
mononiikleotitlerin istatistiksel olaraky2=42.726, ¥K0.0001) son derece Onemli
oldugu sonucuna ulasilmistir. Diger diizenli mikrosatellit motiflerinin ise istatistiksel

olarak 6nemli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.9).

4.3.3.5. Anter dokusu ile plasenta dokusunda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Anter dokusuna 6zgii 375 kalem iizerinde 13 adet diizenli mikrosatellit, plasenta
dokusuna 6zgii 1727 kalem iizerinde 89 adet diizenli mikrosatellit saptanmistir. Anter
dokusunda gozlenen diizenli mikrosatellit sayis1 diisiik, plasenta dokusunda ise daha
yiikksek miktarda diizenli mikrosatellit istatistiksel anlamda bulunmggF§.107,
P=0.0238) onemli diizeyde mikrosatellit yogunlugunun iki doku arasinda farkli
oldugunu ispatlamistir. Diger mikrosatellit motif tiplerinin ise istatistiksel olarak

onemli diizeyde olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.10).

4.3.3.6. Anter dokusu ile yaprak dokusunda bulunan diizenli mikrosatellitlerin

analizleri

Anter dokusunda 06zgii 375 kalem iizerinde 13 adet diizenli mikrosatellit
belirlenirken yaprak dokusunda 2128 kalem {iizerinde 394 adet diizenli mikrosatellit
bulunmustur. Anter dokusunda beklenen tekrar sayisina gore ¢ok diisiik, yaprak
dokusunda ise yiiksek miktarda diizenli mikrosatellitin olmasi iki doku arasinda
istatistiksel anlamda (y2=46.325, P<0.0001) son derece 6nemli diizeyde mikrosatellit
yogunlugunun farkli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.11).

Anter dokusunda diisiik diizeyde elde edilen mononiikleotit motifi yaprak
dokusunda beklenen sayisindan oldukca yiiksek miktarda elde edilmis her iki doku
icinde mononiikleotitlerin istatistiksel olarak son derece Op2sdi.109,
P<0.0001) oldugunu gostermistir. Diger mikrosatellit motiflerden mononiikleotit
motifi haricindekiler ise istatistiksel olarak Onemli diizeyde farkli olmadig:

belirlenmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.6. Anter ve geng kok dokularinin karsilagtirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

. . # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
L2010 D! #Kalem |\ roh Fosatellitler
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Cizelge 4.7. Anter ve tomurcuk dokularinin karsilagtirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

. . # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
L2010 D! #Kalem | ror rosatellitler
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Cizelge 4.8. Anter ve geng meyve dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

. . # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
L2010 D! #Kalem | o rosatellitler

G

509974

—_
W
N8}

733143 1

N

5
G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.9. Anter ve kilcal kok dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

.. # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
D! #Kalem | ooy osatellitler
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Cizelge 4.10. Anter ve plasenta dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

.. # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
L2010 D! #Kalem | oy rosatellitler
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Cizelge 4.11. Anter ve yaprak dokularinin karsilagtirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

- # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi #ialem Mikrosatellitler
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G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.12. Geng kok ve tomurcuk dokulariin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

G

Cizelge 4.13. Geng kok ve gen¢ meyve dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

| B
___--
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_--_
(Toplam 792168 | 1791 261

Cizelge 4.14. Geng kok ve kilcal kok dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mlkrosatellltler
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G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik



43.3.7. Gen¢ kok dokusu ile tomurcuk dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna 6zgii 710 kalem iizerinde 109 adet diizenli mikrosatellit ve
tomurcuk dokusunda 1124 kalem iizerinde 189 adet diizenli mikrosatellit tespit
edilmistir. Gen¢ kok ve tomurcuk dokularinda beklenen tekrar sayisina yakin sayida
diizenli mikrosatellitin olmasi1 her iki doku arasinda istatistiksel anlamda 6nemli
diizeyde farklilik bulunmadigini gostermistir (Cizelge 4.12). Mikrosatellit motif
tiplerinden her iki dokuda da hekzaniikleotit motifinin bulunmamasi dikkati ¢ekmis
ancak alt1 farkli diizenli mikrosatellit motiflerinden hicbirinin istatistiksel olarak

onemli diizeyde farklilik gostermedigi saptanmistir (Cizelge 4.12).

4.3.3.8. Gen¢ kok dokusu ile gen¢ meyve dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna o6zgii 710 kalem iizerinde 109 adet diizenli tekrarl
mikrosatellit ve gen¢ meyve dokusunda 1081 kalem {iizerinde ise 152 adet diizenli
mikrosatellit belirlenmistir. Gen¢ kok dokusunda beklenen diizenli mikrosatellit
sayisinin yiiksek, gen¢ meyve dokusunda ise diigiik diizenli mikrosatellit varlig1 bu
dokular arasindaki diizenli mikrosatellitlerin istatistiksel amf2mdl29Q,

P=0.0383) 6nemli diizeyde farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.13).

Gen¢ kok dokusuna 6zgii kalemlerde diizenli mikrosatellitlerden mononiikleotit
motiflerin beklenen mononiikleotit sayisindan yiiksek oldugu ve bu durumun
istatistiksel olarak 6nemli oldy@¥6012, P=0.0086)6rgilmiistiir. Diger
motiflerde ise istatistiksel olarak onemli diizeyde bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir

(Cizelge 4.13).

4.3.3.9. Gen¢ kok dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Gen¢ kok dokusuna 6zgii 710 kalem iizerinde 109 adet diizenli mikrosatellit

saptanirken kilcal kok dokusunda 760 kalem tizerinde 105 adet diizenli mikrosatellit
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bulundugu goriilmiistiir. Geng kok ve kilcal kok dokularinda beklenen tekrar sayisi
oranlarinda diizenli mikrosatellitin bulunmasi iki doku arasinda istatistiksel anlamda
onemli diizeyde farklilik olmadiginmi ispatlamistir. Her iki dokuda da higbir motif

tipinin istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.14).

4.3.3.10. Gen¢ kok dokusu ile plasenta dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna 6zgii 710 kalem iizerinde 109 adet, plasenta dokusunda ise
1727 kalem iizerinde 89 adet diizenli mikrosatellit bulunmustur. Geng kék dokusunda
beklenen diizenli mikrosatellit sayisina gore oldukca yiiksek, plasenta dokusunda ise
oldukca diisiik miktarda bulunmasi dokular arasinda mikrosatellit yogunlugunun
istatistiksel anlamda (¥2=84.376,<B.0001) onemli diizey de degisim gosterdigi

sonucuna varilmistir (Cizelge 4.15).

Her iki dokuda mononiikleotit motif sayis1 beklenen sayisindan oldukc¢a farkli ve
istatistiksel olarak (¥2=110.240, £0.0001) 6nemli oldugu gorilmiistiir. Geng k ok
dokusunda oldukc¢a yiliksek oldugu belirlenmistir. Diger motif tiplerinin ise

istatistiksel olarak dnemli diizeyde olmadig1 bulunmustur (Cizelge 4.15).

4.3.3.11. Gen¢ kok dokusu ile yaprak dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna 6zgii 710 kalem iizerinde 109 adet, yaprak dokusuna &zgii
2128 kalem iizerinde 394 adet diizenli mikrosatellit belirlenmistir. Her iki dokuda
mikrosatellit yogunlugu birbirlerine gore onemli diizeyde olmadigi belirlenmistir.
Diizenli mikrosatellit motiflerinin analiz edildiginde her iki kiitliphane arasinda
mononiikleotit, diniikleotit ve pentaniikleotit motiflerin farklilik gosterdigi

gozlenmistir.

Mononiikleotit motifin gen¢ kok dokusunda beklenenden daha fazta=(7.844,
P=0.0051) ve pentaniikleotit motifinin istatistiksel olarak daha fazla ((y2=4.359,
P=0.0368) bulundugu ancak diniikleotit motifinin ise beklenenden daha az (y2=7.334,
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P=0.0068) bulundugunu belirlenmistir. Ozellikle gen ekspresyonunda etkili rol alan
diniikleotitlerin varliginin yaprak ve gen¢ kok dokularinda etkin olmasi goze
carpmistir (Ince vd 2010d). Diger motif tiplerinin ise istatistiksel olarak onemli

diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.16).

4.3.3.12. Tomurcuk dokusu ile gen¢c meyve dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem {iizerinde 189 adet, gen¢ meyve dokusuna
0zgii 1081 kalem {izerinde ise 152 adet diizenli mikrosatellit oldugu bulunmustur. Her
iki dokuda mevcut mikrosatellit frekansinin beklenen diizeyde oldugu istatistiksel
analizlerle ortaya c¢ikmistir. Diizenli mikrosatellit motiflerinin frekanslari
incelendiginde dintikleotit motiflerin tomurcukta daha az bir diizeyde6(124,
P=0.0133) oldugu ancak diger diizenli mikrosatellit motiflerin frekanslar1 agisindan
her iki kiitiiphane arasinda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde olmadigi belirlenmistir

(Cizelge 4.17).

4.3.3.13. Tomurcuk dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem iizerinde 189 adet, kilcal kok dokusuna
ozgii 760 kalem iizerinde 105 adet diizenli mikrosatellit oldugu saptanmis. Iki dokuda
mevcut mikrosatellit oran1 beklenen diizeyde oldugu icin iki doku arasinda
istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik bulunmamistir. Diizenli mikrosatellit motif
frekanslar1 incelendiginde ise iki doku i¢inde diniikleotit motifin tomurcuk dokusunda
daha az diizeyde bulundugu ve istatistiksel olarak Onem¥3.420, P=0.0199),
oldugu tespit edilmistir. Diger motif tiplerinin ise istatistiksel olarak 6nemli diizeyde

olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.18).
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4.3.3.14. Tomurcuk dokusu ile plasenta dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem iizerinde 189 adet, plasenta dokusunda ise
1727 kalem iizerinde 89 adet diizenli mikrosatellit bulunmustur. Tomurcuk
dokusunda beklenen tekrar sayisina gore oldukca yliksek, plasenta dokusunda
olduk¢a diisiik miktarda diizenli mikrosatellitin mevcut olmasi dokular arasinda
mikrosatellit yogunlugunun istatistiksel anlamd@=80.722, K0.0001) O6nemli

diizeyde degisim gosterdigi sonucuna ulagtirmistir (Cizelge 4.19).

Her iki dokudan da mononiikleotit motifi beklenen sayisindan oldukga farkl
diizeyde sonug¢ alinmis, tomurcuk kiitiiphanesinde mononiikleotit motifinin olduk¢a
fazla oldugu ve bunun istatistiksel olarak 6nemly2106.950, P<0.0001) oldu gu
gorilmistiir. Ayrica diniikleotit motif sayisinin etkin bir sekilde tomurcuk dokusunda
diisiik plasenta dokusunda ise yliksek oldugu ve bunun istatistiksel olarak onemli
(x2=6.786, P=0.0092) oldgunu ortaya koymustur. Geri kalan motif tiplerinin ise

istatistiksel olarak dnemli diizeyde olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.19).

4.3.3.15. Tomurcuk dokusu ile yaprak dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem iizerinde 189 adet, yaprak dokusunda 2128
kalem iizerinde 394 adet diizenli mikrosatellit tespit edilerek iki dokuda mevcut
mikrosatellit oran1 beklenen diizeyde oldugu gozlenmis ve iki doku arasinda
istatistiksel anlamda onemli bir farklilik bulunmamistir (Cizelge 4.20). Ancak iki
dokuda bulunan mononiikleotit ve diniikleotit motif sayilarinda farklilik tespit
edilmistir. Mononiikleotit motif sayisi tomurcukta daha fazlg2+Rif8Y,
P=0.0459) diniikleotit motif sayisinin daha az olduguy@=16.303, P<O .0001) ortaya
cikmistir. Ayrica hekzaniikleotit motif sayisinin tomurcuk dokusunda yok olmasi
yaprak dokusunda ise beklenenden yiiksek ve bunun istatistiksel olarak Onemli
(x2=4.093, P=0.0431) oldgu bulunmustur. Diger motif tiplerinin ise istatistiksel

olarak dnemli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.20).
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4.3.3.16. Gen¢ meyve dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Geng meyve dokusuna 6zgii 1081 kalem iizerinde 152 adet, kilcal kok dokusunda
760 kalem iizerinde 105 adet diizenli mikrosatellit gézlenmistir. Gen¢ meyve ve
kilcal kok dokularinda goézlenen diizenli mikrosatellit sayis1 beklenen oranlarda
bulundugu i¢in istatistiksel anlamda 6nemli diizeyde farklilik olmadigini goriilmiistiir.
Ayrica motif tiplerinin de istatistiksel olarak énemli diizeyde olmadig1 bulunmustur

(Cizelge 4.21).

4.3.3.17. Gen¢ meyve dokusu ile plasenta dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Geng¢ meyve dokusuna 6zgii 1081 kalem iizerinde 152 adet, plasenta dokusunda ise
1727 kalem iizerinde 89 adet diizenli mikrosatellit bulunmustur. Geng meyve
dokusunda oldukca yiiksek, plasenta dokusunda ise olduk¢a diisiik miktarda
mikrosatellitin belirlenmis ve bunun istatistiksel anlamda &y2ad7.536,
P<0.0001) gorilmiistiir. Dokularda diizenli mikrosatellit motiflerin dagilimlar
arastirildiginda mononiikleotit motifinin olduk¢a fazla bulundugu goriilmiis ve bunun
istatistiksel olarak onemliy2=67.125, P<0.0001) oldugu saptanmistir. Geri kalan
mikrosatellit motif frekanslarinin her iki doku arasinda istatistiksel olarak bir farklilik

gostermemistir (Cizelge 4.22).

4.3.3.18. Gen¢ meyve dokusu ile yaprak dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Gen¢ meyve dokusuna 0zgii 1081 kalem tizerinde 152 adet, yaprak dokusunda
2128 kalem tizerinde 394 adet diizenli SSR bulunmus, iki dokuda var olan
mikrosatellit frekanslar1 arasinda istatistiksel anlamda O6nemli bir farklilik
bulunamamistir. Ancak diizenli mikrosatellit motifleri incelendiginde diniikleotit
motifinin gen¢ meyve dokusunda diisiik yaprak dokusunda ise yiiksek oldugu ve
bunun istatistiksel diizeyde ©nemli f 2=3.987, P=0.0459) oldugu bulunmustur
(Cizelge 4.23).
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Cizelge 4.15. Geng kok ve plasenta dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

G B G B

]
So7I00 109 521
790475 [ 1727 | 89 [ 1459
st
‘Toplam | 1072669 | 2437 198

Cizelge 4.16. Geng kok ve yaprak dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

II°°
—_
N I
O
\o I

~
)

Cizelge 4.17. Tomurcuk ve geng meyve dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mlkrosatellltler

oo
II Ul
—_
W

509974 1081

_--_
1069364 = 2205

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.18. Tomurcuk ve kilcal kok dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

e # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi R Mikrosatellitler
I G

Cizelge 4.19. Tomurcuk ve plasenta dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikr osatellltler

790475 | 17271

_--_
(Toplam | 1349865 | 2851 278

Cizelge 4.20. Tomurcuk ve yaprak dokularinin karsilagtirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mlkrosatellltler

g
I
G
- ff
Ll
Lt
fik
fes
-
=
-o
-
=
|
L
:

—
~

IIUl
~
UI I
)
N I

II oo
—_
O

S_Yaprak 1229959 = 2128

oo e
(Toplam 1789349 | 3252

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: spesifik

N
\§)
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Cizelge 4.21. Geng meyve ve kilcal kok dokularinin karsilagtirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

e # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi R Mikrosatellitler
I G

Cizelge 4.22. Geng meyve ve plasenta dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikr osatellltler

790475 1727

_--_
(Toplam | 1300449 | 2808 241

Cizelge 4.23. Geng meyve yaprak dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mlkrosatellltler

[\8}
—_

II UI
~
Ul I

S_Yaprak 1229959 = 2128

© o500
‘Toplam 1739933 3209

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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4.3.3.19. Kilcal kok dokusu ile plasenta dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusuna 6zgii 760 kalem {iizerinde 105 adet diizenli mikrosatellit,
plasenta dokusunda ise 1727 kalem iizerinde 89 adet diizenli mikrosatellit
saptanmustir. Kilcal kok dokusunda beklenen tekrar sayisina gore oldukga yliksek,
plasenta dokusunda oldukg¢a diisiik miktarda mikrosatellitin var olmasi1 dokular
arasinda diizenli mikrosatellit bulundurma sikliginin istatistiksel anlamda onemli
(x2=55.554, P<0.0001) diizeyde degisim gosterdigi sonucunu gostermistir (Cizelge
4.24). Mononiikleotit motifi beklenen sayidan oldukc¢a fazla sonu¢ vermesi calisilan
her iki doku arasinda mononiikleotit motiflerin istatistiksel olarak 6nemli ((2=72.396,
P<0.0001) oldugu belirlenmistir. Diger motif tiplerinin frekanslar1 ise istatistiksel

olarak dnemli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.24).

4.3.3.20. Kilcal kok dokusu ile yaprak dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusunda 760 kalem iizerinde 105 adet, yaprak dokusuna 6zgii 2128
kalem {izerinde 394 adet diizenli mikrosatellit belirlenmistir. Her iki kiitliphane
arasinda diizenli mikrosatellit frekanslar1 ve motif tipleri istatistiksel anlamda dnemli

diizeyde farklilik olmadig1 bulunmustur (Cizelge 4.25).

4.3.3.21. Plasenta dokusu ile yaprak dokusunda bulunan diizenli

mikrosatellitlerin analizleri

Plasenta dokusuna 6zgii 1727 kalem iizerinde 89 adet, yaprak dokusunda ise 2128
kalemde 394 adet diizenli mikrosatellit belirlenmistir. Plasenta dokusunda olduk¢a
diisiik, yaprak dokusunda oldukga yiiksek miktarda diizenli mikrosatellit frekansinin
varligi goriilmiis ve bunun istatistiksel anlamda Ong2H8.875, KO0 .0001)
belirlenmigtir. Diizenli mikrosatellit motiflerinden mononiikjtk7.8§73,
P<0.0001) ve diniikleotitlery2=5.135, P=0 .0234), plasenta dokusunda daha az
oldugu diger motif tipleri arasinda her iki doku arasinda istatistiksel olarak onemli

diizeyde bir fark olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.26).
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Cizelge 4.24. Kilcal kok ve plasenta dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

e # Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi R Mikrosatellitler
I G

Cizelge 4.25. Kilcal kok ve yaprak dokularinin karsilastirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikr osatellltler

Cizelge 4.26. Plasenta ve yaprak dokularinin karsilagtirilarak diizenli mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Diizenli- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mlkrosatellltler

‘Toplam 2020234 | 3855

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen diizenli mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik




4.4. MVB Degisken Mikrosatellit Analizleri

4.4.1. Degisken mikrosatellit frekans analizleri (Analiz I)

44.1.1. Anter dokusuna 0zgii ve anter dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusuna ozgii 375 kalem degerlendirilirken anter dokusunun diger
dokularla ortak olan 135 kalem degerlendirmeye alinmig ve toplam 510 kalem
icerisinde 54 adet degisken mikrosatellit saptanmistir. Toplam 54 degisken
mikrosatellitin 6nemli bir ¢ogunlugu mononiikleotitlerden (44 adet) olusurken geri
kalan 6 adedi triniikleotitten, 3 adedi diniikleotitten ve 1 adedi ise hekzaniikleotitten
olugsmustur. Degisken mikrosatellitlerin anter dokusunda daha az oldugu ve bunun
istatistiksel olarak oldukca Onenit2=Q0.93, P <0.0001) oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.27). Degisken mikrosatellit motiflerden sadece mononiikleotitlerin
istatistiksel olarak az frekansta (¥2=21.63, P<0.0001) bulundugu diger motif
tiplerinin frekanslarinda ise anter kiitiiphanesine dahil edilen kalemler icersinde

istatistiksel anlamda 6nemli bulunmamistir (Cizelge 4.27).

4.4.1.2. Gen¢ kok dokusuna ozgii ve gen¢ kok dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna 6zgii incelenen 710 kalem ile gen¢ kok dokusunun diger 6
doku ile ortak olan 750 kalem icerisinde toplamda 1460 adet kalemden 384 adet
degisken mikrosatellit bulundugu saptanmistir. Bunun rakamsal olarak ¢ogunlugunu
mononiikleotit motiflerden (345 adet) olustugu 17 adet dintikleotit, 16 adet
triniikleotit, 3 adet hekzaniikleotit, 2 pentaniikleotit ve 1 adet tetraniikleotit motifleri
bulunmustur (Cizelge 4.27). Gen¢ kok dokusuna ozgii kalemler ve gen¢ kok
dokusunun diger dokularla ortak kalemleri igerisinde mikrosatellit frekansi
incelendiginde ise gozlenen ve beklenen degisken mikrosatellitler arasinda

istatistiksel olarak onemlilik gostermedigi gozlenmistir.
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Degisken mikrosatellit motif frekanslar1 yoniinden geng¢ kok dokusuna 0zgii
kalemler igerisinde beklenen diniikleotit sayisina gore gozlenen az sayida dintikleotit
sayis1 oldugu tespit edilmistir. Yapilan ki-kare istatistik analizine gore
diniikleotitlerin varlig: istatistiksel olarak §2=5.13, P=0.0231)6nemli bulunmustur.
Dintikleotit disindaki motif frekans farkliliklar1 istatistiksel anlamda Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.27).

4.4.1.3. Tomurcuk dokusuna o0zgii ve tomurcuk dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 0zgii analiz edilen 1124 kalemde 259 adet, tomurcuk
dokusunun diger 6 doku ile ortak 795 kalemde ise 339 adet degisken mikrosatellit
belirlenmistir. Toplamda mevcut olan 576 adet degisken mikrosatellitin rakamsal
olarak biiylik cogunlugunu 526 adet mononiikleotit olustururken 27 adet trintikleotit,
13 adet hekzanukleotit, 7 adet diniikleotit, 2 adet tetraniikleotit, 1 adette
pentaniikleotit motifleri tespit edilmistir. Tomurcuk dokusuna o6zgii kalemler ve
tomurcuk dokusunun diger dokular ile ortak kalemleri icerisinde degisken
mikrosatellit frekans1 incelendiginde ise gozlenen ve beklenen degisken
mikrosatellitler arasinda istatistiksel olarak Onemlilik gostermedigi saptanmustir.
Degisken mikrosatellitler igerisinde diniikleotit, triniikleotit, tetraniikleotit,
pentaniikleotit ve hekzaniikleotit motiflerinin frekanslarinin istatistiksel anlamda

onemsiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.27).

4.4.1.4. Gen¢c meyve dokusuna 6zgii ve gen¢ meyve dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng meyve dokusuna 6zgii ¢aligilan 1081 kalem ile geng meyve dokusunun diger
6 doku ile ortak olan 917 kalem igerisinde toplam 477 adet degisken mikrosatellit
oldugu belirlenmistir. Mikrosatellit motifleri igerisinde mononiikleotit 398 adet, 41
adet triniikleotit, 22 adet diniikleotit, 14 adet hekzaniikleotit, 2 adet tetraniikleotit
motifi saptanirken hi¢ pentaniikleotit mikrosatellit motifi gézlenmemistir (Cizelge

4.27).
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Geng meyve dokusuna 6zgii kalemler ve geng meyve dokusunun diger dokularla
ortak kalemleri igerisinde mikrosatellit frekansi incelendiginde ise gozlenen ve
beklenen degisken mikrosatellitler arasinda istatistiksel olarak 6nemlilik gostermedigi

bulunmustur.

Degisken mikrosatellit motif frekanslar1 yoniinden gen¢ meyve dokusuna 6zgii
kalemler igerisinde beklenen mononiikleotit sayisina gore gozlenen fazla sayida
mononiikleotit sayis1 oldugu belirlenmistir. Yapilan ki-kare istatistik analizine gore
mononiikleotitlerin varlig: istatistiksel olaraky@=4.938, P=0.0263)6nemli oldugu
saptanmistir. Mononiikleotit disindaki motif frekans farkliliklar: istatistiksel anlamda

Oonemsiz oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.27).

4.4.1.5. Kilcal kok dokusuna ozgii ve kilcal kok dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusuna 6zgii incelenen 760 kalem ve kilcal kok dokusunun diger 6
doku ile 713 kalem igerisinde toplamda 384 adet degisken mikrosatellit bulunurken
339 adet mononiikleotit, 20 adet triniikleotit, 14 adet dinukleotit, 8 adet
hekzaniikleotit, 2 adet tetraniikleotit ve 1 adet pentaniikleotitten olustugu saptanmistir

(Cizelge 4.27).

Kilcal kok dokusuna 6zgii kalemler ve kilcal kok dokusunun diger dokularla ortak
kalemleri icerisinde mikrosatellit frekansina bakildigi zaman gozlenen ve beklenen
degisken mikrosatellitler arasinda istatistiksel olarak Onemlilik gostermedigi

gorilmistir.

Degisken mikrosatellit motif frekanslari yoniinden kilcal kdk dokusuna o6zgii
kalemler icerisinde beklenen pentaniikleotit sayisina gore gozlenen az sayida
diniikleotit sayis1 oldugu belirlenmistir. Yapilan ki-kare istatistik analizine gore
pentaniikleotitlerin varhig1 istatistiksel olg2sd. 148, P=0.0417)nemli
bulunmustur. Pentaniikleotit digindaki motiflerin frekans farkliliklar: istatistiksel

anlamda 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.27).
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4.4.1.6. Plasenta dokusuna o0zgii ve plasenta dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Plasenta dokusuna 6zgii incelenen 1727 kalem ile plasenta dokusunun diger 6 doku
ile ortak olan 1027 kalem incelendiginde toplam 406 adet degisken mikrosatellit
bulundugu tespit edilmistir. Rakamsal anlamda c¢ogunlugunu mononiikleotit
motiflerden (306 adet) olustugu 40 adet triniikleotit, 33 adet diniikleotit, 18 adet
hekzantikleotit, 5 adet tetraniikleotit ve 4 pentaniikleotit motiflerinin bulundugu

saptanmistir (Cizelge 4.27).

Plasenta dokusuna 6zgii kalemler ve plasenta dokusunun diger dokularla ortak
kalemleri icerisinde mikrosatellit frekansi incelendiginde ise beklenen degisken
mikrosatellit sayisina gore daha az sayida gozlenen degisken mikrosatellit bulundugu
belirlenmistir. Uygulanan ki-kare analizine gorey2=55.138, ’0.0001) degisken
mikrosatellit frekansinin istatistiksel olarak 6nemli oldugu bulunmustur (Cizelge

4.27).

Degisken mikrosatellit motif frekanslar1 yoniinden incelendiginde plasenta
dokusuna 6zgii kalemler icerisinde beklenen mononiikleotit sayisina gore az sayida
gozlenen mononiikleotit sayisi oldugu goriilmistiir. Yapilan ki-kare istatistik
analizine gore mononiikleotitlerin varlig1 istatistiksel olarak (¥2=69.365, E0.0001)
onemli bulunmustur. Istatistiksel anlamda mononiikleotit disindaki motif frekans

farkliliklar1 6nemsiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.27).

4.4.1.7. Yaprak dokusuna ozgii ve yaprak dokusuyla ortak degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Yaprak dokusuna 6zgii 2128 kalem ve yaprak dokusuyla diger dokularda ortak
1019 kalem incelenmistir. Yaprak dokusuna 6zgii tekrar iceren kalemler igerisinde
452 adet (%21.24) degisken mikrosatellit gozlenirken diger dokulardan 354 adet
(%34.74) degisken mikrosatellit saptanmistir. Degisken mikrosatellit frekansi
(x2=1.115) ve motifleri $niinden yapilan analizlerde istatistiksel olarak dnemli bir

farklilik olmadigi belirlenmistir (Cizelge 4.27).
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Cizelge 4.27. Dokuya 6zgii ve dokular arasi ortak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi
Doku Tipi #Kalem

129201

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

Io

w
(@)

352370

W

N
\®}
O

614350

[\
(o)
(&)

896544

679964

w
W
O

1239354

W
3
(@)}

N
\©
[e%)

736799

1246773

~
Q
<

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<(0.0001, S: Spesifik, D: Diger
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ag # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
D! #Kalem | oo ocatellitler

596692
930283
823926
1614401

893738

2123697
G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<(0.0001, S: Spesifik, D: Diger



4.4.2. Degisken mikrosatellit frekans analizleri (Analiz II)

Bir dokuya ait olan kalemler ile diger 6 dokuya ait kalemlerde bulunan degisken
mikrosatellit frekansinin belirlenmesi i¢in Analiz II uygulanmigtir. Bu analizde
ornegin anter dokusuna ait 510 kalem geri kalan tiim dokulara ait 12751 kalem i¢in
degisken mikrosatellit frekansi belirlenmistir. Anter, gen¢ kok, tomurcuk, meyve,
kilcal kok, plasenta ve yaprak dokularindan ait kalemlerde bulunan dokular arasi
degisken mikrosatellit frekanslar1 Cizelge 4.28’de verilmistir. Tiim dokulara ait
toplam 13261 kalem igerisinde 3087 adet degisken mikrosatellit bulundugu

belirlenmistir.

4.4.2.1. Anter dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken mikrosatellitlerin

analizleri

Anter dokusuna ait 510 kalem ve diger dokulara ait 12751 kalem {iizerinde anter
dokusuna ait toplam 54 adet, diger dokularda ise toplam 3033 adet degisken
mikrosatellit bulundugu belirlenmistir. Anter dokusuna ait kalemlerde degisken
mikrosatellit bulundurma frekans1 gozlenen tekrar sayist beklenen tekrar sayisina
gore az miktarda bulundugu goriilmiistiir. Yapilan ki-kare analizinde (}2=45.895,
P<0.0001) istatistiksel anlamda 6nemli diizeyde az miktarda degisken mikrosatellit

bulundugu saptanmistir (Cizelge 4.28).

Degisken mikrosatellitlerin rakamsal olarak  biiyiik cogunlugunu
mononiikleotitlerin olusturdugu goriilmistiir. Ki-kare istatistik analizine gore
(x2=41.653, R0.0001) istatistiksel olarak mononiikleotitlerin 6nemli oldugu
belirlenmigtir. Diger mikrosatellit motiflerinin ise istatistiksel anlamda Onemli

olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 4.28).

4.4.2.2. Gen¢ kok dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna ait 1460 kalem ve diger dokulara ait 11801 kalem arasinda
geng kok dokusuna ait toplam 384 adet, diger dokularda ise toplam 2703 adet
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degisken mikrosatellit bulunmustur. Gen¢ kok dokusuna ait kalemlerde degisken
mikrosatellit bulundurma frekansi gozlenen tekrar sayisi beklenen tekrar sayisina
gore fazla miktarda bulundugu saptanmistir. Yapilan ki-kare analizinde (x2=10.153,
P=0.0014) istatistiksel anlamda onemli diizeyde degisken mikrosatellit bulundugu
belirlenmistir (Cizelge 4.28).

Degisken mikrosatellitlerin rakamsal olarak tamamina yakinini monontikleotitlerin
olusturdugu goézlenmistir. Yapilan ki-kare istatistik analizine gorg2€16.430,
P<0.0001) istatistiksel anlamda mononiikleotitlerin 6nemli oldugu goriilmiistiir.
Mononiikleotit disindaki motif frekans farkliliklar1 istatistiksel anlamda Onemsiz

bulunmustur (Cizelge 4.28).

4.4.2.3. Tomurcuk dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna ait 1919 kalem ve diger dokulara ait 11342 kalem arasinda
tomurcuk dokusuna ait toplam 576 adet, diger dokularda ise toplam 2511 adet
degisken mikrosatellit bulunmustur. Tomurcuk dokusuna ait kalemlerde degisken
mikrosatellit bulundurma frekansi beklenen degisken mikrosatellit sayisina gore fazla
miktarda gozlenen degisken mikrosatellit bulunmugtur. Yapilan ki-kare analizinde
(x2=37.549, P<0.0001) istatistiksel anlamda onemli diizeyde degisken mikrosatellit
bulundugu saptanmistir (Cizelge 4.28).

Mikrosatellit motifleri yoniinden tomurcuk ve diger dokular karsilastirildiginda
beklenen mononiikleotit sayisina gore oldukca yiiksek diizeyde mononiikleotit
(x2=57.404, P<0.0001) tespit edil mistir. Ayrica beklenen diniikleotit sayisina gore
oldukca diisiik diizeyde bulunan diniikleotit motifinin yapilan ki-kare istatistik
analizine gore ¢2=13.851, P=0.0002)6nemli oldugu belirlenmistir. Diger degisken
mikrosatellit motiflerinin ise istatistiksel olarak o©nemli diizeyde olmadigi

gorilmistiir (Cizelge 4.28).
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4.4.24. Gen¢c meyve dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng meyve dokusuna ait 1998 kalem {izerinde toplam 477 adet, diger dokulara ait
11263 kalem iizerinde toplam 2610 adet degisken mikrosatellit bulundugu
saptanmistir. Geng meyve dokusuna ve diger dokulara ait kalemlerde degisken
mikrosatellit frekansi degerlendirildigi zaman gozlenen ve beklenen degisken
mikrosatellitler arasinda istatistiksel olarak dnemlilik olmadig1 belirlenmistir (Cizelge
4.28). Degisken mikrosatellit motif frekanslar1 yoniinden incelendiginde gen¢ meyve
dokusuna ait kalemler ile diger dokulara ait kalemler arasinda beklenen trintikleotit
sayisina gore gozlenen fazla sayida triniikleotit sayisi oldugu saptanmistir. Ki-kare
istatistik analizi yapildigi zaman triniikleotitlerin varliginin istatistiksel olarak
(x2=6.270, P=0.0123)nemli oldugu belirlenmistir. Triniikleotit disindaki motif
frekans farkliliklarinin istatistiksel anlamda onemsiz oldugu goriilmistiir (Cizelge

4.28).

4.4.2.5. Kilcal kok dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusuna ait 1473 kalem {izerinde toplam 342 adet degisken
mikrosatellit saptanirken karsilastirilan diger dokulara ait 11788 kalem iizerinde
toplam 2745 adet degisken mikrosatellit bulundugu belirlenmistir. Kilcal kok
dokusuna ait kalemler ile diger dokularda degisken mikrosatellit frekansina
bakildiginda beklenen degisken mikrosatellit sayisindan oldukg¢a yiiksek oranda

gozlenen degisken mikrosatellit bulundugu tespit edilmistir.

Analize tabi tutulan veriler 1s181inda ki-kare analiz sonucunda istatistiksel olarak
(x2=5.877, P=0.0153)6nemli seviyede degisken mikrosatellit igerdigi bulunmustur
(Cizelge 4.28). Onemli bir cogunlugunu mononiikleotitlerin meydana getirdigi
degisken mikrosatellitlerin igerisinde mononiikleotitlerin varlig: istatistiksel anlamda
da (¥2=57.404, P=0.003dhemli bulunmustur. Diger degisken mikrosatellit

frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu anlasilmistir (Cizelge 4.28).
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4.4.2.6. Plasenta dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken mikrosatellitlerin

analizleri

Plasenta dokusuna ait 2754 kalem ile diger dokularda bulunan 11788 kalem
izerinde belirlenen toplam 3087 adet degisken mikrosatellitin 406 adeti plasenta
dokusuna ait kalemler iizerinde geri kalan 2681 adeti diger dokular iizerinde tespit
edilmistir. Plasenta dokusuna ait kalemler ile diger dokularda degisken mikrosatellit
frekansi incelendiginde beklenene gore oldukca diisiikk sayida gozlenen degisken

mikrosatellit bulunmustur.

Yapilan ki-kare analiz ile istatistiksel olarak (¥2=73.026,0001) Onemli
diizeyde degisken mikrosatellit igerdigi saptanmistir (Cizelge 4.28). Dokular arasi
mikrosatellit motifleri yoniinden plasenta ve diger dokular kiyaslandigi zaman
beklenen mononiikleotit sayisina gore oldukc¢a diisiik sayida mononiikleotit
(x2=97.567, P<0.0001) tespit edilmis, diger degisken mikrosatellit motiflerinin ise

istatistiksel olarak dnemli diizeyde olmadig1 belirlenmistir (Cizelge 4.28).

4.4.2.7. Yaprak dokusu ve diger alti dokuda bulunan degisken mikrosatellitlerin

analizleri

Yaprak dokusuna ait 3147 kalem {iizerinde 806 adet degisken mikrosatellit diger
dokulara ait 10114 kalem tizerinde 2281 adeti degisken mikrosatellit tespit edilmistir.
Yaprak dokusunda ve diger dokular igerisinde mikrosatellit frekansi incelendiginde
ise gozlenen ve beklenen degisken mikrosatellitler arasinda istatistiksel olarak

onemlilik gostermemistir (Cizelge 4.28).

Degisken mikrosatellit motif frekanslar1 yaprak dokusuna ait kalemler igerisinde
beklenen diniikleotit sayisina gore fazla sayida gézlenmistir. Yapilan ki-kare istatistik
analizine gore diniikleotitlerin varligi istatistiksel olarak (%2=19.441,<8.0001)
onemli bulunmustur. Dintikleotit disindaki motif frekans farkliliklar1 istatistiksel

anlamda 6nemsiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.28).
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Cizelge 4.28. Dokular aras1 degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

8403422

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, T: Toplam



8¢l

Cizelge 4. 28. Devami

- . . # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

T _Kileal Kék 930283 1473
Diger Dokular 7473139 11788 2703

I I .
‘Toplam 8403422 13261

G

Diger Dokular 6789021 10507

(Toplam 8403422 | 13261

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, T: Toplam



4.4.3. Degisken mikrosatellit frekans analizleri (Analiz III)

Dokularda bulunan konsensus ve teksel dizilere ait kalemler Analiz III ile birebir
karsilastirilarak elde edilen degisken mikrosatellit bulundurma sikliklarina ait veriler

asagida sirastyla sunulmustur.

44.3.1. Anter dokusu ile gen¢ kok dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusu ile gen¢ kok dokusuna 6zgii toplam 1085 kalem {iizerinde toplam 140
adet degisken mikrosatellit belirlenmistir. Anter dokusuna 6zgii 375 adet kalemde
toplam 18 adet, gen¢ kok dokusuna 6zgii ise 710 kalem iizerinde 122 adet degisken
mikrosatellit saptanmistir. Beklenen degisken mikrosatellit sayisina gore ¢ok diisiik
degisken mikrosatellitin varlig1 ki-kare analizine gore istatistiksel anlamda
(x2=55.632, P<0.0001) mikrosatellit frekansinin iki doku arasinda farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Anter dokusunda beklenenden oldukca diisiik, gen¢ kok dokusunda ise
beklenenden yiiksek miktarda mononiikleotit mikrosatellit motifinin var olmasi
istatistiksel olarak (¥2=60.769, R0.0001) 6nemli bulunmustur. Diger mikrosatellit

motiflerinin ise istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.29).

4.4.3.2. Anter dokusu ile tomurcuk dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusunda 6zgii 375 kalem iizerinde 18 adet degisken tekrarli mikrosatellit
bulunurken tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem {izerinde 237 adet degisken tekrarl
mikrosatellit saptanmigtir. Anter dokusunda beklenen degisken mikrosatellit sayisina
gore oldukeca diisiik, tomurcuk dokusunda ise oldukca yiiksek miktarda degisken
mikrosatellitin bulunmasi istatistiksel anlamd@2<57.603, K0.0001) iki doku
arasinda mikrosatellit frekansinin farkli oldugunu gostermistir (Cizelge 4.30). Anter
dokusunda beklenenden diisik iken tomurcuk dokusunda yiiksek sayida
mononiikleotit mikrosatellit motifinin bulunmas1 ¥2=58.607, P<0.0001) istatistiksel
olarak onemli bir farklilik olarak degerlendirilmistir. Mononiikleotit mikrosatellit

motifinin yani sira diniikleotitlerin anter dokusunda beklenenden yiiksek tomurcuk
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dokusunda ise diisiik miktarda olmagd=@.240, P=0.0395) istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Bu iki mikrosatellit motifi disinda kalan motiflerin istatistiksel

anlamda 6nemsiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.30).

4.43.3. Anter dokusu ile gen¢ meyve dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusuna 6zgii kalemlerde 18 adet, gen¢ meyve dokusuna 6zgii kalemlerde
179 adet degisken mikrosatellit saptanmistir. Anter dokusunda beklenen degisken
mikrosatellit sayisina gore c¢ok diisiilk, gen¢c meyve dokusunda ise c¢ok yiiksek
miktarda degisken mikrosatellitin bulunmas1y2=42.222, K0.0001) istatistiksel
anlamda mikrosatellit yogunlugunun iki doku arasinda Onemli diizeyde farkli
oldugunun bir gostergesi olmustur (Cizelge 4.31). Mikrosatellit motiflerinden
mononiikleotit ve triniikleotitlerin anter dokusunda beklenenden oldukga diisiik, geng
meyve dokusunda da beklenenden yiiksek miktarda bulunmasi mononiikleotitlerin
(x2=35.197, P<0.0001) ve triniikleotitlerin (32=5.136, P=0.0234) istatistiksel anlamda
onemli oldugunu gostermistir. Diger mikrosatellit motifleri ise istatistiksel olarak

onemsiz bulunmustur (Cizelge 4.31).

4434. Anter dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusunda 6zgii 375 kalem {izerinde 18 adet degisken mikrosatellit varken
kilcal kok dokusunda 760 kalem {iizerinde 125 adet degisken mikrosatellit tespit
edilmistir. Anter dokusunda gdzlenen degisken mikrosatellit sayisi oldukca diisiik,
kilcal kok dokusunda ise oldukca yiiksek bulunmasi ile istatistiksel olarak
(x2=45.016, P<0.0001) mikrosatellit frekansinin farkli oldugu goriilmiistiir (Cizelge
4.32). Mononiikleotit mikrosatellit motifi sayis1 anter dokusunda diisiik, kilcal kdk
dokusunda yiiksek miktarda gozlenmis, istatistiksel olarak (y2=41.510, P<0.0001) her
iki doku i¢in mononiikleotitlerin 6nemli farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Mononiikleotitler disindaki mikrosatellit motiflerinin ise istatistiksel anlamda

Oonemsiz oldugu saptanmistir (Cizelge 4.32).
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4.4.3.5. Anter dokusu ile plasenta dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Anter dokusuna 6zgii 375 kalemde 18 adet, plasenta dokusuna 6zgii 1727 kalemde
89 adet degisken mikrosatellit belirlenmistir. Cizelge 4.33’te goriildiigli gibi anter
dokusunda gozlenen diisiik, plasenta dokusunda yiiksek degisken mikrosatellit sayisi
(x2=7.216, P=0.0072) istatistiksel anlamda mikrosatellit frekansinin iki doku arasinda
onemli farklilik gosterdigi saptanmistir. Mikrosatellit motiflerinin herhangi birinin ise

istatistiksel olarak dnemli diizeyde olmadig1 goriilmiistiir.

4.4.3.6. Anter dokusu ile yaprak dokusunda bulunan degisken mikrosatellitlerin

analizleri

Anter dokusunda 6zgii 375 kalem iizerinde 18 adet, yaprak dokusunda 2128 kalem
tizerinde 452 adet degisken mikrosatellit bulundugu tespit edilmistir. Degisken
mikrosatellit miktarinin anter dokusunda beklenene gore c¢ok diisiikk, yaprak
dokusunda ise yiliksek miktarda var olm@s¥48.050, K 0.0001) istatistiksel
bakimdan iki dokunun son derece onemli diizeyde mikrosatellit frekansinin farkli
oldugunu gostermistir. Mikrosatellit motiflerinden mononiikleotit motifinin anter
dokusunda beklenen degisken mononiikleotit sayisindan diisiik, yaprak dokusunda ise
oldukca yiiksek sayida bulunmy@—42.343, R0.0001) her iki doku ig¢in
mononiikleotitler istatistiksel olarak 6nemli diizeyde farkli bulunmustur. Mikrosatellit
motiflerinden mononiikleotit disinda kalan diniikleotit, triniikleotit, tetraniikleotit,

pentaniikleotit ve hekzaniikleotitlerin istatistiksel anlamda 6nemli olmadig1 analizler

sonucu goriilmiistiir (Cizelge 4.34).

4.4.3.7. Gen¢ kok dokusu ile tomurcuk dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna 6zgii 710 kalem iizerinde 122 adet, tomurcuk dokusunda 1124
kalem iizerinde 237 adet degisken mikrosatellit belirlenmistir. Geng kok ve tomurcuk
dokular1 arasinda degisken mikrosatellit frekansi ve motifler arasinda istatistiksel

anlamda onemli diizeyde bir farklilik saptanamamistir (Cizelge 4.35).
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Cizelge 4.29. Anter ve geng kok dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi
Doku Tipi # Kalem

282194

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

G B
S 18 618
122 [ 782

505363

~

Cizelge 4.30. Anter ve tomurcuk dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

. # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
LD LT P T e

G

'S Tomurcuk 559390 | 1124 237 1823 216
(Toplam 782559 | 1499 255

Cizelge 4.31. Anter ve gen¢ meyve dokularinin karsilagtirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

ac . . # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
L0 ST bl Mikrosatellitler

AI

G

10 90 21 160

—_
w

733143
G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik



evl

Cizelge 4.32. Anter ve kilcal kok dokularinin karsilagtirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
LD LT P T e

G B G B G B

| 223169 18 573 00 0 20

333591 12 [[18570 0 L0 5 30

(Toplam | 556760 | 1135 143 B S

Cizelge 4.33. Anter ve plasenta dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi
# Deglsken Mikrosatellit Motifleri

______

G - G B B G B G B G B G B

40 2 42 0 08 0 07 0 18

790475 124 15

—_

oo I
—_
|
~

A I

IIW
%)

oo I

‘Toplam 1013644 | 2102 142

Cizelge 4.34. Anter ve yaprak dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

G

1229959 = 2128 452
_--_

1453128

—_
\©

I
oo ‘

=
_ ‘I

371 45

—
N

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik



4.43.8. Gen¢ kok dokusu ile gen¢ meyve dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng¢ kok dokusuna ozgii 710 kalem iizerinde 122 adet, gen¢ meyve dokusunda
1081 kalem tiizerinde 179 adet degisken mikrosatellit bulundugu tespit edilmistir.
Degisken mikrosatellit frekans1 her iki dokuda beklenen sayilara yakin sayida
degisken mikrosatellit bulundugu i¢in istatistiksel anlamda 6nemli diizeyde farklilik

belirlenmemistir.

Mikrosatellit motiflerinin incelenmesi ile mononiikleotit mikrosatellit motifinin
geng kok dokusunda beklenenden yiiksek, gen¢ meyve dokusunda ise diisiikk olmast
istatistiksel anlamda (y2=10.142, P=0.0014) mononiikleotitlerin 6nemli diizeyde
farkli oldugu gozlenmistir. Ayrica trinlikleotit mikrosatellit motifinin gen¢ kok
dokusunda beklenen sayidan diisiik, gen¢ meyve dokusunda ise yliksek olmasi
istatistik anlamda (¥2=7.272, P=0.0070) itkle  otitlerin Onemli diizeyde farkli
oldugunu gostermistir. Diger motiflerde ise istatistiksel olarak ©nemli sonug

alimmamistir (Cizelge 4.36).

4.4.3.9. Gen¢ kok dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna 6zgii 710 kalem ftizerinde 122 adet degisken mikrosatellit
bulunurken kilcal kok dokusunda 760 kalem iizerinde 125 adet degisken mikrosatellit
bulunmustur. Geng kok ve kilcal kdk dokularinda degisken mikrosatellit frekansi

bakimindan istatistiksel anlamda farklilik saptanmamustir.

Mikrosatellit motifi agisindan ise mononiikleotit mikrosatellit motifi gen¢ kok
dokusunda beklenen tekrar sayisindan yiiksek, kilcal dokusunda ise diisiik sonug
vermis olmasi istatistiksel and@@wda951; P=0.0468) iki dokuda
mononiikleotitler i¢in 6nemli farklilik oldugu goriilmiistiir. Triniikleotit mikrosatellit
motifinin gen¢ kok dokusunda beklenen sayidan diisiik, kilcal dokusunda yiiksek
bulunmasi 2=4.110, P=0.0426) her iki doladei tri niikleotitlerin 6nemli
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oldugunu gdstermistir. Diger mikrosatellit motiflerinin istatistiksel olarak Onemsiz

oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.37).

4.43.10. Gen¢ kok dokusu ile plasenta dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Degisken mikrosatellit sayist gen¢ kok dokusuna 6zgii 710 kalem iizerinde 122
adet, plasenta dokusunda ise 1727 kalem {izerinde 124 adet olarak saptanmistir. Geng
kok dokusunda beklenen degisken mikrosatellit sayisina gore oldukga yiiksek,
plasenta dokusunda ise oldukca diisiik degisken mikrosatellit miktar1 dokular arasinda
mikrosatellit yogunlugu bakimindany2=68.804, R0.0001) istatistiksel anlamda

onemli diizeyde degisim gosterdigi sonucuna ulasilmstir.

Mikrosatellit motifleri icerisinde mononiikleotitler gen¢ kok dokusunda beklenen
sayidan oldukca diisiik, plasenta dokusunda ise yiiksek belirlenmis, monontikleotit
motif frekansi istatistiksel anlamdg2=113.710, B<0.0001) 6nemli bulunmustur.
Diger mikrosatellit motif frekanslari istatistiksel olarak 6énemsiz oldugu belirlenmistir

(Cizelge 4.38).

4.43.11. Gen¢ kok dokusu ile yaprak dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng kok dokusuna o6zgli ve yaprak dokusuna o6zgli belirlenen degisken
mikrosatellit sayilar1 ve ki-kare istatistik sonuglar incelendiginde iki dokuda da
beklenen tekrar sayisina gore yakin miktarda degisken mikrosatellit bulunmasi
dokular arasinda istatistiksel anlamda ©onemli bir farklilik olmadigi sonucunu

gostermistir.

Mikrosatellit motifleri igerisinde mononiikleotitler gen¢ kok dokusunda
beklenenden diisiik, yaprak dokusunda ise yiiksek miktarda belirlenmistir. Ki-kare
istatistik analizinde (¥2=8.534, P=0.0035) iki dokda amenoniikleotit
frekansinin 6nemli oldugu saptanmistir. Diniikleotit mikrosatellit motifinin ise geng

kok dokusunda beklenenden diisiik sayida, yaprak dokusunda yiiksek sayida oldugu
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goriilmiistiir. Yapilan ki-kare analizi sonucu (}2=8.238, P=0.0041) gekdk ve

yaprak dokularinin istatistiksel olarak dintikleotit mikrosatellit motifi icerigi arasinda
onemli farklilik oldugu bulunmustur. Triniikleotit, tetraniikleotit, pentaniikleotit ve
hekzaniikleotit mikrosatellit motiflerinin ise istatistiksel olarak Onemli diizeyde

olmadig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.39).

4.4.3.12. Tomurcuk dokusu ile gen¢ meyve dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem iizerinde 237 adet degisken mikrosatellit
saptanirken gen¢ meyve dokusuna 6zgii 1081 kalem iizerinde 179 adet saptanmistir.
Her iki dokuda mikrosatellit sayis1 beklenen diizeyde oldugu i¢in iki doku arasinda

istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik ortaya ¢ikartmamustir.

Mikrosatellit motiflerinden mononiikleotit tekrar sayisinin tomurcuk dokusunda
beklenenden yiiksek, gen¢ meyve dokusunda ise diisilk sayida elde edilmesi
istatistiksel anlamda (%2=9.608, P=0.0019) mondkleoti tler bakimindan iki doku
arasinda o6nemli farklilik oldugunu gostermistir. Diger mikrosatellit motifleri
icerisinde diniikleotitlerin ise tomurcuk dokusunda beklenenden diisiik, geng meyve
dokusunda ise yiiksek sayida olmasindan dolay: istatistiksel anlapgila ( =8.237,
P=0.0041) iki doku arasinda 6nemli diizeyde farkli oldugu saptanmistir. Geri kalan

motiflerin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.40).

4.4.3.13. Tomurcuk dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem {iizerinde 237 adet degisken mikrosatellit
bulunurken kilcal kok dokusuna 6zgii 760 kalem iizerinde 125 adet degisken tekrarli
mikrosatellit oldugu belirlenmis, her iki dokuda da degisken mikrosatellit miktari
beklenen diizeyde oldugu i¢in istatistiksel anlamda O©nemli bir farklilik

saptanmamigtir.
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Mikrosatellit motifleri incelendiginde ise diniikleotit mikrosatellit motifinin
tomurcuk dokusunda beklenenden diisiik, kilcal kok dokusunda ise yliksek olmasi
durumuyla (¥2=5.420, P=0.0199) istatistiksel olarak iki doku arasinda Onemli
farklilik oldugu tespit edilmistir. Diger mikrosatellit motiflerinin istatistiksel olarak

Oonemsiz oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.41).

4.4.3.14. Tomurcuk dokusu ile plasenta dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem iizerinde 237 adet degisken mikrosatellit
gozlenirken plasenta dokusunda ise 1727 kalem {izerinde 124 adet belirlenmistir.
Tomurcuk dokusunda beklenen sayiya gore oldukca yiiksek, plasenta dokusunda
oldukca diisiik sayida gozlenen degisken mikrosatellitin olmasi dokular arasinda
mikrosatellit frekansinin ki-kare analizi sonucu (32=87.195, 0 .0001) istatistiksel

anlamda onemli diizeyde degisim gosterdigi saptanmustir.

Mikrosatellit motifi bakimindan incelenen tomurcuk ve plasenta dokularinda
mononiikleotit mikrosatellit motifinin tomurcuk dokusunda beklenen sayidan olduk¢a
diisiik, plasenta dokusunda ise yliksek oldugu mononiikleotitlerin her iki doku
arasinda istatistiksel olarak onemli diizeyde farkli (32=125.810, P<0.0001) oldugu
gorilmiistiir. Ayrica diniikleotit mikrosatellit motifinin tomurcuk dokusunda
beklenen sayidan diisiik, plasenta dokusunda ise yiiksek olmasi 2=8.165, P=0.0043)
her iki doku icin istatistiksel olarak diniikleotitlerin 6énemli diizeyde farkli oldugunu
gostermistir. Diger tekrar motiflerinin istatistiksel olarak ©nemsiz oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.42).

4.4.3.15. Tomurcuk dokusu ile yaprak dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Tomurcuk dokusuna 6zgii 1124 kalem {iizerinde 237 adet, yaprak dokusunda 2128
kalem {izerinde 452 adet degisken mikrosatellit saptanmis ve iki dokuda mevcut
mikrosatellit oraninin beklenen diizeyde oldugu belirlenmis ve istatistiksel anlamda

her iki doku arasinda istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik tespit edilmemistir.
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Mikrosatellit motifleri icerisinde mononiikleotit mikrosatellit motifi tomurcuk
dokusunda beklenen sayidan oldukga diisiik, yaprak dokusunda ise yiiksek oldugu
icin yapilan ki-kare analizi sonucu istatistiksel olarak (¥2=8.369, P=0.0038)
mononiikleotitlerin iki doku arasinda 6énemli diizeyde farkli oldugu tespit edilmistir.
Mikrosatellit motiflerinden  dintikleotitlerin  sayisinin  tomurcuk  dokusunda
beklenenden ¢ok diisiik, yaprak dokusunda ise oldukca yiiksek olmasi ki-kare
analizine gore istatistiksel olarak ((2=18.110, P<0.0001) diniikleotitlerin her iki doku

icin 6nemli diizeyde farkli oldugunu ortaya koymustur.

Mononiikleotit ve diniikleotit mikrosatellit motifi haricinde kalan tekrar
motiflerinin ise istatistiksel olarak onemli diizeyde olmadigi gézlenmistir (Cizelge

4.43).

4.4.3.16. Gen¢ meyve dokusu ile kilcal kok dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng meyve dokusuna 6zgli 1081 kalem tizerinde 179 adet degisken mikrosatellit
belirlenirken kilcal kok dokusunda 760 kalem iizerinde 125 adet oldugu saptanmustir.
Geng meyve ve kilcal kok dokularinda gézlenen tekrar sayisi beklenen tekrar sayisina
yakin oranlarda oldugu i¢in istatistiksel anlamda Onemli diizeyde farklilik ortaya
cikmamistir. Ayrica mikrosatellit motiflerinin de istatistiksel anlamda Onemli

diizeyde olmadiklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.44).

4.43.17. Gen¢ meyve dokusu ile plasenta dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Gen¢ meyve dokusuna 0zgii 1081 kalem iizerinde 179 adet saptanirken plasenta
dokusunda ise 1727 kalem iizerinde 124 adet degisken mikrosatellit tespit edilmistir.
Gen¢ meyve dokusunda beklenen mikrosatellit sayisina gore oldukca yiiksek,
plasenta dokusunda ise oldukca diisilk olma@=£0.14, 0.000 1) istatistiksel
olarak 6nemli derecede dokular arasinda mikrosatellit bulundurma sikliginin farklilik

gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.45).
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Mikrosatellit motiflerine gore mononiikleotit gen¢c meyve dokusunda beklenen
tekrar sayisindan yiiksek, plasenta dokusunda ise diisilk bulunmasi yapilan ki-kare
analizi sonucu (¥2=59.299, P<0.0001) istatistiksel olarak monontikleotitlerin iki doku
arasinda Onemli diizeyde farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica triniikleotit
mikrosatellit motifi gen¢ meyve dokusunda beklenenden yiiksek sayida, plasenta
dokusunda ise diisiik sayida belirlenmistir. Yapilan ki-kare analizine gore ¢2=4.106,
P=0.0427) degeri ile istatistiksel olarak her iki doku icin 6nemli diizeyde farklilik
gostermistir. Diger tekrar motiflerinin ise istatistiksel olarak Onemsiz oldugu

saptanmistir (Cizelge 4.45).

4.4.3.18. Gen¢c meyve dokusu ile yaprak dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Geng meyve dokusuna 6zgli 1081 kalem lizerinde 179 adet degisken mikrosatellit
belirlenirken yaprak dokusunda 2128 kalem iizerinde 452 adet oldugu saptanmustir.
Gen¢g meyve ve yaprak dokularinda mikrosatellit sayis1 beklenen sayi oraninda

oldugu gozlenmis ve istatistiksel anlamda 6nemli bir farklilik saptanmamustir.

Mikrosatellit motiflerinden triniikleotitlerin geng meyve dokusunda diisiik yaprak
dokusunda ise yiiksek olp2asi0.382, P=0.0013) istatistiksel olarak
trintikleotitlerin O6nemli diizeyde farkli oldugu goriilmistiir. Diger mikrosatellit

motiflerinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.46).

4.4.3.19. Kilcal kok dokusu ile plasenta dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusuna 6zgii 760 kalem iizerinde 125 adet degisken mikrosatellit
bulunurken plasenta dokusunda ise 1727 kalem iizerinde 24 adet belirlenmistir. Kilcal
kok dokusunda beklenen tekrar sayisina gore oldukga yiiksek, plasenta dokusunda
oldukca diisiik miktarda mikrosatellitin tespit edilmesi dokular arasinda mikrosatellit
yogunlugunun (¢2=50.256, P<0.0001) istatistiksel anlamda 6nemli diiz eyde farklilik

gosterdigi sonucunu vermistir.
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Mikrosatellit motifleri icerisinde mononiikleotit kilcal kok dokusunda beklenenden
yiiksek, plasenta doksunda ise diisiik bulunmustur. Yapilan ki-kare istatistik analizine
gore (2=68.444, P<0.0001) mononiikleo titlerin istatistiksel olarak her iki dokuda
onemli diizeyde farkli oldugu saptanmigtir. Diger mikrosatellit motiflerinin

istatistiksel olarak dnemsiz oldugu bulunmustur (Cizelge 4.47).

4.4.3.20. Kilcal kok dokusu ile yaprak dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Kilcal kok dokusunda 760 kalem iizerinde 125 adet, yaprak dokusuna 6zgii 2128
kalem tizerinde ise 452 adet degisken mikrosatellit bulunmus, bu dokularda
istatistiksel anlamda onemli diizeyde farklilik saptanmamistir. Ayrica mikrosatellit

motiflerinde de istatistiksel olarak 6nemli sonug¢ alinmamustir (Cizelge 4.48).

4.4.3.21. Plasenta dokusu ile yaprak dokusunda bulunan degisken

mikrosatellitlerin analizleri

Plasenta dokusuna o6zgli 1727 kalemde 124 adet degisken mikrosatellit
belirlenirken, yaprak dokusunda 2128 kalemde 452 adet tespit edilmistir. Plasenta
dokusunda beklenen tekrar sayisina gore oldukca diisiik, yaprak dokusunda oldukga
yiiksek miktarda degisken mikrosatellitin bulunmasi dokular arasinda mikrosatellit
frekansinin 2= 74.881, R0.0001) istatistiksel anlamda Onemli diizeyd e farkli
oldugunu gostermistir (Cizelge 4.49).

Mononiikleotit mikrosatellit motifinin plasenta dokusunda beklenen sayidan diistik,
yaprak dokusunda yiiksek olmasi istatistiksel olag@e90.516, KO .0001) iki
dokunun onemli diizeyde farkli oldugu bulunmustur. Ayrica diniikleotit tekrar
sayisinin plasenta dokusunda diisiik yaprak dokusunda ise yiiksek bulunmasi ile
yapilan analiz sonucu (x2=5.025, P=0.0250) istatistiksel olarak onemli diizeyde farkli
oldugunu gostermistir. Diger tekrar motiflerinin ise istatistiksel olarak Onemsiz

oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 4.35. Geng kok ve tomurcuk dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

Cizelge 4.36. Geng kok ve gen¢ meyve dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

509974 1081 179
(Toplam | 792168 | 1791 261

Cizelge 4.37. Geng kok ve kilcal kok dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

\DI
IIo

(9}
w I

MIQ
II IQI
MIQ

615785 1470

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.38. Geng kok ve plasenta dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi L Mikrosatellitler

790475

1072669

Cizelge 4.39. Geng kok ve yaprak dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
LD L Mikrosatellitler

1229959 2128

9,1

—_
(9)]
—
[\®)
—
9,1
(08
W
~
Ny
—_
N I
IIN

Cizelge 4.40. Tomurcuk ve geng meyve dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
- iosciiver VI

___------
509974 1081

N8}
II o

1069364 2205

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.41. Tomurcuk ve kilcal kok dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

G B G B

o
124 237 2268
333591 [ 760 | 125 (1352

o e
(Toplam 892981 | 1884 362

Cizelge 4.42. Tomurcuk ve plasenta dokularinin karsilagtirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mlkrosatellltlel

790475 | 1727

—_
N8}

=
9%}
~
O
)
(@)
W)}
o8}
(@)
—_
N
UI I
IIU)

Cizelge 4.43. Tomurcuk ve yaprak dokularinin karsilagtirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
- iosciiver IRV

G

B
___-------
1229959 2128 4736 19
81 46

1789349

—
~

—
II :

—_
e}

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.44. Geng meyve ve kilcal kok dokularinin karsilagtirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Doku Tipi Mikrosatellitler

B ¢ BN c N
1081179 1838
333591 [ 760 125 (1202

o e
(Toplam 843565 | 1841 304

Cizelge 4.45. Geng meyve ve plasenta dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
- e e

QI
CT)I

—_
S
(97

L,II

—_
W

790475 | 1727

—_
9%}

=
9%}
=
=
E
N
\e]
o8}
=

3

Cizelge 4.46. Geng meyve ve yaprak dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

# Degisken- Mikrosatellit Motifleri
- Miksosatelier [RNVE SN R
B G B

G G

—
~

o)1
(JII
IIN

1229959 = 2128 452 4461 371 3619 45

1739933

19

—_
e}

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik
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Cizelge 4.47. Kilcal kok ve plasenta dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

Doku Tipi # Baz # Kalem # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

G

“o

790475

II:IQI

—_
9]

AI 5
A III

IIMIQI
ooIC)

[\
(=]

1124066

)
N
©

Cizelge 4.48. Kilcal kok ve yaprak dokularinin karsilastirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

Doku Tipi # Baz # Kalem # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

G

Q
Q

“o
e

(@)}

—_
O
—_
(V]
—_
N

1229959

wI
II\] C)I

=

~

vy

—_
e}

W
[e]

_I

W
3
~

1566550

Cizelge 4.49. Plasenta ve yaprak dokularinin karsilagtirilarak degisken mikrosatellitlerin degerlendirilmesi

Doku Tipi # Baz # Kalem # Degisken- Mikrosatellit Motifleri
Mikrosatellitler

G

QI
CT)I
CT)I
QI

~
9,1
o

1229959

(o))
(=
N8}
[\S}

(O8]

\]I
IA
91
—
II\D
—_
—_
N

2020234

W
~
o)}

G: Gozlenen diizenli mikrosatellitler, B: Beklenen degisken mikrosatellitler, *: P<0.01, **: P<0.005, ***: P<0.0001, S: Spesifik



4.5. Diizenli ve Degisken Mikrosatellitlerin Karsilastirilmasi

Calismada 7 farkli kiitiiphaneden elde edilen kalemler arasindaki diizenli ve
degisken mikrosatellit frekanslarin karsilastirmasi yapilmistir. Bugiine kadar
yapilmamis olan doku ve organ spesifik mikrosatellit dagilimi ve mikrosatellit
motiflerinin yogunlugunun belirlenmesi ile ilgili 6rnek ¢aligma niteliginde olan bu tez
caligmast sonucunda dokular arasi birka¢ doku haricinde degisken mikrosatellit

bulundurma siklig istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.50).

Dokuya 6zgii ve dokular arasi ortak kalemlerde bulunan diizenli ve degisken
mikrosatellitlerin  bulundurma sikliklarinin  kiitiiphaneler arasindaki frekanslar
karsilastirildiginda anter dokusuna 6zgii ve anter dokusunun diger dokularla ortak
kalemlerinde bulunan diizenli mikrosatellitlerden triniikleotit motif frekansi
istatistiksel olarak énemli bulunmasina karsin degisken mikrosatellitlerde triniikleotit
motif frekansi istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir. Bu durum anter
kiitiphanesinde bulunan genlerin diizenli triniikleotit mikrosatellit igerenlerin
degisken triniikleotit mikrosatellit icerenlere gore gen regiilasyonuna daha etkin rol

aldig1 seklinde yorumlanmistir (Cizelge 4.50).

Geng kok dokusuna ozgii ve geng kok dokusunun diger dokularla ortak
kalemlerinde bulunan diizenli ve degisken diniikleotit mikrosatellit motiflerinin her
iki mikrosatellit tipinin istatistiksel olarak onemli oldugu belirlenmistir. Bu durum
diniikleotit motiflerin ¢ogunlukla diizenli diniikleotit mikrosatellitlerden olugmasi ve
beklenenin tlizerinde olmasina karsin degisken diniikleotit mikrosatellitlerin varliginin

beklenenden ¢ok az diizeyde olmasindan kaynaklanmistir (Cizelge 4.50).

Tomurcuk dokusuna o6zgii ve tomurcuk dokusunun diger dokularla ortak
kalemlerinde bulunan diizenli mikrosatellitlerin ve diizenli hekzaniikleotit
mikrosatellitlerin yiiksek frekansta bulunurken degisken mikrosatellit ve degisken
hekzaniikleotit mikrosatellitlerin istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bu durum
hem tomurcuk hem de diger dokularda ifade bulan genlerin degisken mikrosatellit ve
degisken hekzaniikleotit frekanslar1 yoniinden salt tomurcukta ifade edenlerle benzer
frekansta degisken mikrosatellit ve degisken hekzaniikleotit —mikrosatellit

icermesinden kaynaklandig diistiniilmiistiir (Cizelge 4.50).
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Cizelge 4.50. MVB verilerinin mikrosatellit analizleri

ANALIZ I ANALIZ I
MIKROSATELLIT TiPi MIKROSATELLIT TiPi
DUZENLI DEGISKEN DUZENLI DEGISKEN

112[3[4|5|6|7 1[2]3]4[5|6|7
MF B
MONO B
Di
TRI
TETRA
PENTA
HEKZA
ANALIZ III (ANTER) ANALIZ III (GENC KOK)
MIKROSATELLIT TiPi MIKROSATELLIT TiPi
DUZENLI DEGISKEN DUZENLI DEGISKEN
2]304]5][6]7] [2]3]4]5]6]7 3[4[5]6]7
MF
B MONO
Di
TRI
TETRA
PENTA H
HEKZA
ANALIZ Il (TOMURCUK) ANALIZ Il (GENC MEYVE)
MIKROSATELLIT TiPi MIKROSATELLIT TiPi
DUZENLI DEGISKEN DUZENLI DEGISKEN
45|67 506|7
MF
MONO
Di
TRI
TERA
PENTA
B HEKZA
ANALIZ III (KILCAL KOK) ANALIZ III (PLASENTA)
MIKROSATELLIT TiPi MIKROSATELLIT TiPi
DUZENLI DEGISKEN DUZENLI DEGISKEN
6|7 7
MF
MONO
Di
TRI
TERA
PENTA
HEKZA

MF: Mikrosatellit frekansi, Numaralar 1: anter, 2: geng kok, 3: tomurcuk, 4: gen¢ meyve, 5: kilcal kdk,
6: plasenta, 7: yaprak. Renkli alanlar istatistiksel olarak dnemli olan mikrosatellit yogunlugu
ve mikrosatellit motiflerini gostermektedir
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Meyve dokusuna 6zgii ve meyve dokusunun diger dokularla ortak kalemlerinde
bulunan diizenli mikrosatellit motifleri igerisinde herhangi istatistiksel farklilik
bulunmamasima ragmen degisken mononiikleotit mikrosatellit motifi degisken
mikrosatellit analizinde farkli bulunmustur. Mononiikleotitler [A], [G], [C] veya [T]
niikleotitlerinden olugmakta olup [A/T] genellikle mRNA’nin poli Adenilasyon
kuyrugunda yer almaktadir. Degisken mononiikleotit mikrosatellitlerin degisken
mikrosatellit analizinde yiiksek frekansta bulunuyor olmasi meyve dokusuna 6zgii ve
meyve dokusu ve diger dokularda ifade edilen genlerde bulunan mononiikleotit
mikrosatellit ~ farkliligt ~ poli  Adenilasyon  kuyrugu disindaki  genlerden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir (Cizelge 4.50).

Kilcal kok dokusuna 6zgii ve kilcal kok dokusunun diger dokularla ortak
kalemlerinde bulunan diizenli mikrosatellit motifleri icerisinde herhangi bir motif
frekanst Onemli bulunmazken ve degisken mikrosatellit motifleri icerisinde
pentaniikleotitler istatistiksel olarak onemli seviyede bulunmustur. Plasenta dokusuna
O0zgii ve plasenta dokusunun diger dokular ile ortak kalemlerinde diizenli
hekzaniikleotit mikrosatellit motifinin frekansi1 6nemli iken degisken mikrosatellit
analizinde degisken hekzaniikleotit mikrosatellit motif frekansi1 6nemsiz bulunmustur

(Cizelge 4.50).

Calismanin Analiz II olarak isimlendirilen asamasinda 7 kiitiiphaneden elde edilen
kalemler arasindaki diizenli ve degisken mikrosatellit frekanslarin karsilagtirmasi
yapilmistir. Anter dokusu ile diger dokular arasinda diizenli ve degisken mikrosatellit
frekanslar1 bakimindan herhangi bir fark saptanmamistir. Diger taraftan gen¢ kok
dokusu ve diger dokular arasinda diizenli pentaniikleotit mikrosatellit frekansi
yoniinden istatistiksel olarak oOnemli diizeyde bir fark bulunurken degisken

pentaniikleotit mikrosatellit onemli bulunmamistir (Cizelge 4.50).

Geng¢ meyve dokusu ve diger dokular arasinda degisken triniikleotit mikrosatellit
frekans1 6nemli diizeyde bulunurken diizenli triniikleotit mikrosatellitler 6nemli
diizeyde bulunmamistir. Plasenta dokusunda diizenli tetraniikleotit mikrosatellit
yogunlugu onemli diizeyde tespit edilirken degisken tetraniikleotit mikrosatellit

frekans1 6nemli olarak tespit edilmemistir. Bunlarin disinda kalan dokular arasinda
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diizenli ve degisken mikrosatellit yogunlugu bakimindan fark istatistiksel olarak

saptanmamustir (Cizelge 4.50).

Bu calismada Analiz III olarak isimlendirilen ¢alismada herhangi bir dokuya ait
MVB kalemleri diger dokulara ait olan kalemlerle birebir karsilastirma yapilmigtir.
Bire bir dokulara ait diizenli ve degisken mikrosatellit yogunluklar1 kiyaslandigi
zaman anter dokusu ve gen¢ meyve dokusunun diizenli triniikleotit igerigi onemli
diizeyde degilken degisken triniikleotit mikrosatellit siklig istatistiksel olarak onemli

bulunmustur (Cizelge 4.50).

Anter ve plasenta dokusu arasinda diizenli mononiikleotit mikrosatellit 6nemli
diizeyde iken degisken mikrosatellit motifleri igerisinde mononiikleotitler onemli
diizeyde tespit edilmemistir. Gen¢ kok ve gen¢ meyve dokulari arasinda degisken
triniikleotit mikrosatellit onemlilik g0Osterirken diizenli triniikleotit mikrosatellit
frekansinda bir farklilik gostermemistir. Geng kok ve kilcal kok dokulari arasinda
degisken mononiikleotit ve triniikleotit mikrosatellitler 6nemli bulunurken bu motifler

diizenli i¢erisinde 6nemli bulunmamaistir (Cizelge 4.50).

Geng meyve ve plasenta dokular1 arasinda degisken mikrosatellit motifleri
icerisinde triniikleotitler Onemli diizeyde saptanirken diizenli triniikleotit
mikrosatellitler igerisinde Onemlilik gostermemistir. Diger taraftan geng meyve ve
yaprak dokular1 arasinda diizenli diniikleotit mikrosatellitler onemli diizeyde
belirlenirken degisken diniikleotit mikrosatellitler onemlilik gostermistir (Cizelge

4.50).

Geng kok ve yaprak dokular arasinda diizenli mikrosatellit motifleri igerisinde
onemli diizeyde pentantikleotitlerin varlig1 géze carparken degisken mikrosatellitlerde
herhangi bir onemlilik gostermemistir. Tomurcuk ve gen¢ meyve dokulart arasinda
diizenli mononiikleotit mikrosatellit frekans1 6nemli diizeyde bulunurken degisken
mononiikleotit mikrosatellitler igerisinde ©Onemli bulunmamistir. Bire bir
karsilastirmada yukarida belirtilen dokular haricinde kalan dokular arasinda diizenli
ve degisken mikrosatellit sikliklar1 arasinda 6énemli bir fark bulunmamistir (Cizelge

4.50).
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Genel olarak bu analizler sonucunda degisken mikrosatellit yogunluklarinin ¢ogu
dokuda istatistiksel olarak onemli diizeyde bulundugu saptanmistir. Mikrosatellit
motifleri arasinda ise mononiikleotitlerin bulunma sikliklar1 yaygin olarak 6nemli
diizeyde bulunurken dintikleotitlerin en yaygin olan ikinci mikrosatellit motifi oldugu
saptanmistir. Temnykh vd (2000) diniikleotit tekrarlar icerisinde 20 bazin iizerinde
tekrar sayisina sahip bir mikrosatellitin daha az sayida tekrar sayisina sahip olana
gore daha fazla varyasyona agik oldugu belirtilmistir. Bu durum yiiksek tekrarli
diniikleotit =~ mikrosatellitlerin ~ gen  regiilasyonunda  6nemli  olabilecegini

gostermektedir.

Dokuya 6zgii ve dokular arasi ortak kalemlerde bulunan diizenli ve degisken
mikrosatellitlerin bulundurma sikliklarinin  kiitiiphaneler arasindaki frekanslar
karsilastirildiginda anter dokusuna 6zgii ve anter dokusunun diger dokularla ortak
kalemlerinde bulunan diizenli mikrosatellit triniikleotit motifin istatistiksel olarak
onemli bulunmasina karsin degisken mikrosatellit triniikleotit motifin frekansi
istatistiksel olarak onemli bulunmamistir. Bu durum anter kiitiiphanesinde bulunan
genlerin diizenli triniikleotit —mikrosatellit icerenlerin degisken triniikleotit
mikrosatellit igerenlere gore gen regiilasyonuna daha etkin rol aldigi seklinde
yorumlanabilir. Protein kodlayan bolgelerde bulunan mikrosatellitler geni aktive etse
de etmese de protein iiriiniiniin kisalip kisalmadig1 belirlenebilmektedir. Ornegin
insanda Huntington hastalig1 olarak bilinen hastaliga neden olan HD genlerinin
kodlayan bolgesinde bulunan [CAG] tekrar sayisindaki artigin “toksik™ proteinler
olarak bilinen gen aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Drosophila’da sinir
sistemi gelisimi ile gelismeyi kontrol eden triniikleotit tekrarli dizilerin

uzunlugundaki varyasyonun iligkili oldugu goriilmiistiir (Karlin ve Burge 1996).

Diger dokularda diizenli ve degisken mikrosatellit ve diizenli ve degisken
mikrosatellit motif analizleri arasinda benzer sonuclar elde edilmistir. Calismada
kullanilan mikrosatellit tanima kriteri goz oniine alindiginda degisken mikrosatellitler
mutlaka diizenli mikrosatellitlerde i¢erdiginden dokular arasinda belirlenen diizenli ve
degisken mikrosatellit frekans analizlerinde benzer sonuglar alinmistir. Ancak
yukarida belirtildigi lizere bazi farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Farkliliklarin ortaya ¢ikisi

ise iki farkli mikrosatellit analizinin gerekliligini vurgulamistir. Diizenli
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mikrosatellitlerdeki baz sayisindaki degisimler genellikle polimeraz zincir
reaksiyonlariyla elde dilen amplikonlarin, agaroz, poliakrilamid veya kapilar
elektroforez islemleri ile belirlenebilirken degisken mikrosatellitlerdeki farklilik
CAPS-mikrosatellit veya SSCP, SNP analizleri ile belirlenebilmektedir (Karaca vd
2002, Ince vd 2010b). Ozellikle mononiikleotit ve triniikleotit mikrosatellitlerin
protein kodlayan bdlgelerde bulunmasi bu tip mikrosatellitlerin gen regiilasyonunda
gorev aldigini gostermektedir. Ornegin Metzgar vd (2000) triniikleotit tekrar dizileri
tizerinde meydana gelebilecek mutasyonlarin kodon kaymasina (frameshift) neden
oldugunu gostermistir. Ayrica Meloni vd (1998) diizenli tetraniikleotit [TCAT]o
mikrosatellit motifinde meydana gelen azalma ile olusan degisken
[TCAT]4[CAT][TCAT]s mikrosatellitin transkripsiyon regiilator elementi hareketini

etkiledigini belirlemislerdir.

Bu tez kapsaminda diizenli mikrosatellit frekanslarinin karsilagtirildiginda bazi
doku, organ ve gelisme donemlerine gore normalin altina veya {istiinde frekanslarda
bulunmalar1 mikrosatellitlerin  oynadiklar1 rol, evrimsel Onemleri ve gen
ekspresyonundaki fonksiyonlari, kromatin organizasyonu, hiicre dongiisii, DNA
metabolik islemleri, replikasyon ilerlemesine katkilari, rekombinasyon ve
mutasyonda islevlerinin oldugu yoniinde yorumlanmistir (Tautz ve Renz 1984,
Schlotterer ve Wiehe 1999, Timchenko ve Caskey 1999, Fahima vd 2002, Kashi vd
King 2006).

Levdansky vd (2007) yaptiklar1 ¢calismalarinda kodlayan bolgelerinde mikrosatellit
igeren genleri genomun olduk¢a dinamik unsurlar1 olarak bildirmistir. Ardisik tekrarli
diziler iizerinde meydana gelen rekombinasyonlar protein yapisini etkileyebilecek
sekilde amino asit dizilimini etkileyebilecek tekrar sayisi degisikliklerine neden
olabilecegi belirtilmistir. Bakteri ve mayada hiicrede hiicre duvari proteinlerinin
kodlayan bolgelerde bulunan tekrar sayilarindaki artisin immunogenesiti, adezyon ve
patogenesiz gibi olaylarla iliskili oldugu vurgulanmistir (Hile ve Eckert 2000, Tian vd
2002).

Bu tez calismasi kapsaminda da olusturulan MVB ile in silico ¢alismalardan elde

edilen sonuglarla daha once yapilan g¢aligmalarla uyum igerisinde diizenli veya
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degisken mikrosatellitlerde en yaygin mikrosatellit motiflerinin mononiikleotitler
oldugunu gostermistir (Cohen vd 2004). Bu tez calismasindan elde edilen veriler ile
Solanaceae familyasina ait EST verileri ile birlikte degerlendirilerek sonuclar
yaymlanmistir (Ince vd 2007). Ancak mikrosatellit motiflerinde meydana gelen tekrar
sayilarindaki varyasyonlar {izerine bitki genomlarina ait veriler hayvan
genomlarindaki kadar genis ve yeterli degildir. Yalnizca Arabidopsis ve celtik bitki
genomlarinda yapilan in silico ¢alismalar daha detayhidir. Arabidopsis ve c¢eltik
genomunda yapilan bir calismada Arabidopsis genomunda en yaygin mikrosatellit
motifinin [A/T] mononiikleotit tekrar motifi oldugu saptanirken celtik genomunda en
yaygin mikrosatellit motifinin diniikleotit [AG] tekrar motifinin en fazla goriilen
mikrosatellit motifi oldugu belirtilmistir (Lawson ve Zhang 2006). Insan genomunda
yapilan bir caligmada da en yaygin mononiikleotit motifinin [A/T] motifi oldugu
bildirilmistir (Olivero 2003). Yine insan genomunda yapilan bir ¢alismada [A] ve [G]
mononiikleotit motiflerinin en fazla goriilen tekrar motifleri oldugu saptanmistir

(Hamada vd 1982).

Ancak bugiline kadar yapilan c¢aligmalarda doku, organ ve gelisme donemlerine
0zgli diizenli ve degisken mikrosatellitlerin dagilimi, mikrosatellit motiflerinin
belirlenmesine yonelik bir ¢alisma yapilmamistir. Yapilan tim caligmalar
mikrosatellitlerin kromozomlar ve gen bolgeleri {izerinde nerelerde bulunduklar
tizerinde yogunlagsmistir (Dresselhaus vd 1999, Cummings ve Zoghbi 2000, Morgante
vd 2002, Yu vd 2004, Zhang vd 2004, Lawson ve Zhang 2006).
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4.6. In vitro Analizlerinin Degerlendirilmesi

Oncelikli olarak in silico yontemlerle yapilan calismalarda elde edilen bulgularim in
vitro kosullarinda laboratuvar ortaminda teyit edilmesi amaciyla c¢alismanmn bu
asamast genomik DNA, RNA ve cDNA analizleri i¢in yapilan arastirmalarda

kullanilan yontemler agiklanmis ve bu bulgular irdelenmistir.

4.6.1. Genomik DNA izolasyonu ve normallestirilmesi

DNA ve RNA materyalinin ozellikle kalitesi ve sonra miktari caligsmalarin
basarisini ve dogrulugunu dogrudan etkileyen dnemli faktorlerin basinda gelmektedir.
Tez calismasmin in vitro asamasinda materyal olarak kullanilan tiim bitkilerden
genomik DNA izolasyonu Karaca vd (2005b)’e gore yapilmistir. DNA
ekstraksiyonunun ilk asamasi olan ezme asamasinda dokularin kolay parcalanmasi
icin s1v1 azot ile dondurarak pargalama iglemi gergeklestirilmis, islem sirasinda PVPP
ilavesi enzimsel faaliyetler ile ortaya cikabilecek oksidasyonu onlemistir. Dokular
izerine ekstraksiyon cozeltisi eklendikten sonra sorbitol yardimiyla osmatik basing
elde edilerek bitki hiicre duvarlarinin pargalanmasi saglanmistir. Tween-20 ve Triton
X-100 deterjanlarinin yayici yapistirict 6zellikleri ile hiicre membran proteinlerinin
¢Oziinlirliglini arttirmistir. BME kullanimi ise disiilfit bagi iceren enzimlerin elimine

edilerek oksidasyonun dnlenmesini saglamistir (Ince ve Karaca 2009).

DNA ekstraksiyonunda ilk asamada santrifiij gliciiyle baz1 hiicre agregatlar1 ve bazi
pigment maddeleri uzaklastirilmistir. Lezyon asamasinda CTAB, Triton X-100, SLS
deterjanlar1 ile hiicre duvarlari, hiicre i¢i agregatlar1 ve hiicre i¢i organellerinin
kimyasal yolla parcalanmasi ve polisakkaritlerin uzaklastirilmasi saglanmigtir. LiCl
ilavesi hem polisakkaritlerin hem de kiigiik RNA’larin uzaklastirilmasinda etkili
olmustur. Bu asamada su banyosunda 35 dakikalik 65°C sicaklik uygulamasi
kimyasallarin etkin ¢aligmasini, hiicre membran yapilari, polisakkaritler ve yaglarin
coziinmesini saglamistir. CIA eklendikten sonra santrifiij gilicii ile hiicresel
kalintilarin alt fazda protein ve polisakkaritlerin orta fazda ve niikleik asitlerin {iist
fazda ayrigmasi saglanmistir. Dikkatlice alinan tist faz igerisinde isopropanol konarak
niikleik asitler yogunlastirilmistir. Sonraki agamalarda RNaz uygulamasi ile RNA’lar

uzaklastinnlmistir (Karaca vd 2005b).
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Genetik c¢alismalarin basariya ulagmasi i¢in en kritik nokta kaliteli DNA
ekstraksiyonunun gergeklestirilmesidir (Williams vd 1993, Weishing vd 1995, Vos vd
1995, Zhang vd 1999, Budak vd 2004). Yeterli miktarda ve kaliteli DNA
ekstraksiyonu polisakkarit icerigi, sekonder metabolik, fenolik bilesik miktarlar
yiiksek bitki tiirlerinde zorken (Loomis 1974, Jobes vd 1995, Suman vd 1999) bu tez
calismada Karaca vd (2005b) tarafindan gelistirilmis olan CTAB tabanli DNA
ekstraksiyon metodu ile etkin ve basarili bir sekilde DNA izolasyonu yapilmistir.
[zolasyondan sonra kalite ve kantiteleri agaroz jel elektroforesiz ve spektrofotometrik

analiz yontemleri ile teyit edilmistir.

Bu calismada elde edilen DNA’larinin kalitesi ve miktari belirlemek igin
kullanilan ilk yontem olarak agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Genomik
DNA’lara ait agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.4’te verilmistir. Genomik
DNA’larin molekiiler biiytikliikleri oldukc¢a yiliksek (en az 30 kb ve yukarisi),
kuyucuklarin boslugu ile polisakkaritlerden ari ve RNA kalintisinin bulunmadigi

gosterilmistir.

Sekil 4.4. Calismada kullanilan genomik DNA’larin agaroz jel elektroforesiz
goriintiisii. Agaroz jelde soldan saga sirasi ile DS, PM687, BP225,
BYEG6788, C13, SA219, SA426, SA184, BP605, SA36, SA218, patlican,
tiitlin, patates ve domates Orneklerine ait genomik DNA’lar
gosterilmistir

Bu c¢alismada DNA’larin kalite ve kantitesinin belirlenmesi amaciyla bir diger
yontem olarak spektrofotometre analiz yontemi kullanilmistir. Ekstrakte edilen

DNA’larin miktar1 (ug/ml) A,¢o nm’de niikleik asit absorbans degeriyle, DNA i¢in 50
olan varolus katsayist (€) ve c¢oOzeltinin seyreltme faktdriiniin  carpimiyla

belirlenmistir.
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Genomik DNA’larin kalitelerinin belirlenmesi amaci ile spektrofotometrik 6l¢iimii
Ajgo nm ile Ajjpo nm dalga boylart dahil olmak {izere bu dalga boylar1 arasinda kalan
tiim dalga boylarinda absorbans degerleri olgtimleri yapilmistir. Sekil 4.4°de Ajgp-1100
nm ve A3z nm arast okuma yapilan Demre Sivrisi biber DNA’smna ait

spektrofotometrik Sl¢limleriyle ilgili grafikler gdsterilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. DNA kalite ve kantitesinin spektrofotometrik analizleri. DS genomik DNA
orneginin Ajg.1100 nm arast spektrofotometrik o6l¢iim grafigi (solda) ve
An0-300 nm arasi spektrofotometrik 6l¢iim grafigi (sagda)

Kaliteli DNA gostergesi elde edilen miktarin yaninda her tiirlii pigment maddesi,
polisakkarit, protein kalintilarinin  yan1  sira  ekstraksiyonda  kullanilmig
kimyasallardan da ari olmalidir. (f)rnegin Fenol Aj;0 nm’de, Tween 20 Ay nm’de,
GITC A,50 nm’de, Triton X 100 Ay nm’de, Sorbitol Ajnp.o30 nm arasinda, Sarkosil,
CTAB ve PVP Ajpp.240 nm arasi pik veya omuz olusturmalariyla spektrofotometrik

Olctimleri olumsuz etkileyebilmektedir.

Sekil 4.5’in incelenmesinde de goriildiigii gibi Ajjpo nm’den yaklasik Agpo nm’ye
kadar herhangi bir okumanin olmamasi pigment maddelerinin kalintisinin
bulunmadigini géstermistir. Bu asamadan sonra A4gp nm’den pikin diizenli bir sekilde
yiikselmesi, Ajygyp nm’de herhangi bir omuzluluk olmamasi protein kalintisinin
olmadigini, Ay7;0 nm’de bir ¢ikintinin olmamasi Fenol ve Fenolik madde kalintisinin
olmadigimi ispatlamistir. Pikin Ajgp nm’de maksimum seviyesine ulastiktan sonra
orantili bir sekilde diismesi ve A3 nm’de olusan pikin alt sinirinin minimum
diizeyde bulunmasi polisakkarit kalintistnin olmadiginin bir gostergesi olmustur.
Ayrica pikin A,3p nm’den sonra tavan yapmadan uygun sekilde asagi diismesi Azgo-230

nm arasinda herhangi bir omuzluluk gostermemesi kimyasal kalintisinin olmadigin

165



kanitlamigtir. Sekil 4.5°de ayrica herhangi bir protein, polisakkarit ve kimyasal madde
kalintis1 bulunmadig1 ortaya konmustur. Ayrica elde edilen pikin yiikselme ve asagi
inme orantisinin dengeli olmasi1 Ay¢p nm’de pik maksimumunun saga veya sola dogru

kaymamis olmasi elde edilen DNA’nin kalitesi ile ilgili bilgi vermistir.

Tiim bu bilgiler 15181nda kaliteli bir DNA’nin gostergesi elde edilen Ajgp nm, Ajg
nm ve Aj3; nm absorbans degerlerinin birbirlerine oranmi olarak bilinmektedir.
Spektrofotometrik Ol¢limlerin ardindan yapilan hesaplamalarda Ajgp/Azso orani 1.6
degerinin altinda ise DNA’dan hala uzaklagtirllamamis konumda bulunan proteinlerin
var oldugunun bir gostergesidir. Ayrica Ajgp/Az3p oraninin 2.0°in altinda olmasi
polisakkarit varligiin bir isaretidir. DNA nin Ajgp/Azgo oranm1 1.6 ve iizeri degerde
olmast, Asgp/Az3o oraninin ise 2.0 ve iizeri degerde olmasi kaliteli DNA’nin varligini
gostermektedir. Caligmada kullanilan biitin genomik DNA o6rneklerine ait
spektrofotometrik dl¢lim sonuglart ve hesaplanmis olan A,g0/Azgy oranlart Cizelge

4.51°de verilmistir.

Cizelge 4.51. DNA orneklerine ait spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari

P Verim (ug/e)

0.477 0.280 1.700 238.30
PM687 0.494 0.296 1.669 246.80
F, 0.353 0.207 1.704 176.50
BP225 0.303 0.167 1.814 378.75
BYE6788 0.342 0.196 1.745 427.50
C13 0.359 0.215 1.670 448.75
SA219 0.157 0.089 1.764 196.25
SA426 0.623 0.347 1.795 778.75
SA184 0.293 0.157 1.866 366.25
BP605 0.447 0.273 1.637 558.75
SA36 0.242 0.140 1.726 302.08
SA218 0.266 0.142 1.871 332.08
Patlican 0.243 0.147 1.651 607.50
Tiitiin 0.183 0.105 1.733 849.20
Patates 0.142 0.082 1.728 457.50
Domates 0.137 0.083 1.640 355.00
10 F; Bitki Ortalamas:  0.429 0.235 1.828 214.50
10 F, Bitki Ortalamast  0.331 0.193 1.715 165.50
10 F, Bitki Ortalamas1 ~ 0.780 0.426 1.832 390.00
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Elde edilen genomik DNA’lardan spektrofotometrik ol¢ciimler her bir DNA i¢in 3
kez tekrarlanmis ve Ajqy okumalar1 ortalamalar1 ile A,gy okumalar1 ortalamalarina
dayanilarak elde edilen DNA orneklerinin kaliteleri belirlenmistir. Cizelge 4.51°de
gortldiigi gibi genomik DNA’larin Ajep/Azgp oranlart kullanilan ekstraksiyon
metodunun da giiciinii ortaya koyarak genomik DNA tabanli yapilacak her tiirlii

analiz i¢in kullanilabilir DNA’lar oldugunu gostermistir.

Genomik DNA’nin kalitesi ve kantitesini goOsteren Onemli bir arag¢ olan
spektrofotometrik Ol¢iimler ve agaroz jel elektroforesiz analizleri her ne kadar saflik,
temizlik gibi kalite unsurlar1 hatta miktar tayini gibi niceleyici 6zellikler hakkinda
bilgi verici diizeyde olsa da elde edilmis DNA’larin enzimsel ¢alismalarda tam olarak
kullanilir oldugunu kanitlamamaktadir. Genomik DNA’lardan 1 pg alinarak birkag
restriksiyon enzimi ile kesim yapilmis ve enzim caligmalarina uygun oldugu tespit

edilmistir.

4.6.2. Cahismada kullamlan farkh biber hat ve cesitleri, tiirleri ve diger

Solanaceae familyasina ait bitki materyalleri

Bu tez calismasinin hedeflerinden biri biber bitkisi i¢in yeni mikrosatellit
markirlarinin - gelistirilmesidir. Geleneksel mikrosatellit markirlarinin en 6nemli
sorunu olan farkl tiir, cins ve familya diizeyinde kullaniminin sinirli olmasi nedeni ile
gelistirilecek yeni mikrosatellit markir setlerinin biberde tiir ici, tiirler arasi, cins ve
familya diizeyinde kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla Demre Sivrisi ve
PM687, BP225, BYE6788, C13 (C. annuum L.) tiir ici kontrol olarak, SA219 (C.
baccatum L.), SA426, SA184 (C. chacoensce L.), BP605 (C. chinense L.), SA36,
SA218 (C. frutescens L.) ornekleri ise tilirler arasi kontrol bitkileri olarak

kullanilmustir.

Solanaceae familyasina ait patlican (Solanum melongena L.), tiitiin (Nicotiana
tabacum L.), patates (Solanum tuberosum L.) ve domates (Solanum lycopersicum L.)
bitkilerinden de farkli 6rnekler alinarak DNA ekstraksiyonlar1 gergeklestirilmis ve bu
calismada gelistirilen mikrosatellit markirlarinin bu bitkilerde de kullanilabileceginin

teyidi i¢in ¢alismaya dahil edilmislerdir.
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Demre Sivrisi biber ¢esidi ve PM687 biber hattinin melezlenmesi yoluyla elde
edilen F, bitkisinin kendilenmesi ile elde edilmis olan 38 F, bitkisi gelistirilen

mikrosatellit markirlarinin genetiksel 6zelliklerinin tespiti amaciyla kullanilmistir.

4.7. Yeni Mikrosatellit Setlerinin (AGi) Gelistirilmesi

4.7.1. Optimum AGi amplifikasyon profillerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda gelistirilmis olan AGi primer ¢iftleri (AGi primer setleri) bu
tezin Materyal ve Metot boliimiinde verilmis olan 3 farkli amplifikasyon profili ve 3
farkli genomik DNA ve bir cDNA karisimi kullanilarak 6n tarama c¢alismalarina
alimmustir. On tarama calismalarinda Demre Sivrisi (C. annuum L.), PM687 (C.
annuum L.) ve SA36 (C. frutescens L.) gibi tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik iligkiyi

temsil eden farkli biber genomik DNA’lar1 kullanilmistir.

Caligmada en uygun amplifikasyon profilinde g¢alisan AGi primer ¢iftlerinin

belirlenmesinde asagidaki kriterler kullanilmigtir:

1) PZR iiriinliniin  olusturmus oldugu bant veya amplikon

yogunlugunun en belirgin olustugu,

ii) Amplikon arka planinin temizligi ve en belirgin olustugu,
ii1) Spesifik olmayan amplikonlarin bulunmadigi,
1v) Ayn1 DNA’dan elde edilen amplikonlarin tekrarlanabilirligi,

Ozelliklerine gore en uygun amplifikasyon profilleri belirlenmistir. Bu veriler 1s1ginda
AGi primer setlerinden 4 adedinin (%4.82) 66°C, 5 adedinin (%6.02) 64°C, ve 74
adedinin (%89.16) 60°C renatiirasyon sicaklarinda en uygun amplifikasyon {iriiniinii
olusturduklart belirlenmistir. Sekil 4.6’te gosterildigi ilizere diisiik renatiirasyon
sicaklig1 spesifik olmayan amplikon olusumuna, yliksek renatiirasyon sicakligi ise
yogun olmayan amplikon iiretmistir. Calismada c¢cDNA ve genomik DNA’larin
amplifikasyonlarinda kullanilan AGi primer setlerinin uygun amplifikasyon

profillerinde kullanilarak elde edilen verilerin gilivenilirligi arttirilmistir.
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Sekil 4.6. AGi mikrosatellit setlerinin amplifikasyon profillerinin belirlenmesi.
Sekilde (sol) 3 amplikon sirasiyla 55°C 60°C ve 66°C renatiirasyon
sicaklarinda PZR’lar1 gergeklestirilmis olan bir AGi primer setini
gostermektedir. Diger resim (sagda) optimizasyonu saglanmis AGi
primer setlerinin amplifikasyonlarin1 gostermektedir

4.7.2. AGi setlerinin olusturdugu amplikonlarin belirlenmesi

Bu caligmanin baslangi¢ asamasinda GenBank verileri kullanilarak toplam 300
adet primer seti i¢in primer sekans verileri gelistirilmis ve bu primer setlerinden 127
adedi ticari olarak sentezletilmistir. Ancak literatiir taramasinda 127 primer setinin 44
adedinin daha once yapilan calismalarda da belirlenmis oldugu tespit edilmis ve bu
44 primer seti analizlere dahil edilmemistir. Demre Sivrisi (DS) ¢esiti ve PM687
hattina ait genomik DNA’larin kullanildig: tiir i¢i analizleri temsil eden amplikon
boyutlart 101 ile 2000 bp arasinda degisirken tiirler aras1 analizleri temsil eden DS
cesidi ve SA36 aksesyonu genomik DNA’larinin kullanildigi analizlerde 105 ile 2000
bp arasinda amplikon biiyiikligi elde edilmistir (Cizelge 4.52). Solanaceae
familyasina ait domates, tiitiin, patates ve patlican genuslarin genomik DNA’lar1
tizerinde ise 105 ile 3000 bp ve iizerinde amplikon biyiikliigii elde edildigi

saptanmistir.

Demre Sivrisi ¢esiti ve PM687 hattina ait genomik DNA’lar iizerinde taranan 83
adet primer setinden %24.10’luk bir oranla polimorfik sonu¢ almmistir. Tiir ici

polimorfik sonug¢ alinan primer setlerinin tekrar icerigi incelendiginde diniikleotit
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mikrosatellit motif [CA/AC/TG/GT] igerigine sahip mikrosatellitlerin %42.86’lik bir
oranla en yliksek polimorfizm yiizdesine sahip oldugu belirlenmistir. Diger taraftan
[AT/TA] igerigine sahip diniikleotit mikrosatellitlerin polimorfizim diizeylerinin
oldukca diisiik oldugu belirlenmis ve bu bulgular diniikleotit motifli mikrosatellit
primer setleri hazirlanirken [AT/TA] motifi iceren mikrosatellit DNA’lardan
mikrosatellit primer setlerinin az sayida hazirlanmasi veya hi¢ hazirlanmamasi
gerektigine isaret etmektedir. Ancak monomorfik amplikon paterni gosteren [AT/TA]
motifili primer setleri CAPS-mikrosatellit tekniginin polimorfik sonug¢ elde etmek
icin kullanilabilmesi monomorfik amplikon paterni olusturmaya yatkin olan [AT/TA]
mikrosatellit motifinin bulundugu lokuslar polimorfizme doniistiiriilebilmektedir

(Ince vd 2010b).

Tiir i¢i analizlerde triniikleotit mikrosatellitlerde ise [CAA/AAC], [CTG] ve [TCA]
(%22.22) motiflerinin esit oranda dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Triniikleotit
motifli mikrosatellitlerin polimorfizm diizeylerinin daha diisilk olmasmin nedeni
protein kodlayan bolgelerde triniikleotit mikrosatellit motiflerinin daha fazla oranda

bulundugu ve bu bolgelerin korunmus oldugu seklinde yorumlanmistir (Ince vd

2010b).

Tetraniikleotit, pentaniikleotit ve hekzaniikleotit tekrar igerigine sahip
mikrosatellitlerde ise tamaminin esit oranda dagilim gosterdigi, gbze carpan bir tekrar
motifinin olmadig tespit edilmistir. Pentaniikleotit ve hekzaniikleotit motifli
mikrosatellitler biber genomunda bulunmalarina ragmen bu motifleri temsil edecek
mikrosatellit primer ¢iftlerinin primer dizayn kriterlerine uymamasi nedeni ile AGi
primer setlerinde az miktarda bulunmaktadir. Biber EST’lerinde oldugu gibi
hekzaniikleotit motiflerin insan ve Arabidopsis EST’lerinde fazla miktarda
bulunmaktadir (Bilgen vd 2004, Karaca vd 2005a). Bu calismada hangi tip
hekzaniikleotit ve pentaniikleotit i¢eriginin tiir i¢i analizlerde daha polimorfik oldugu
yoniinde karar verilememesinin tam nedeni ise Cizelge 4.52’de gosterildigi iizere bu
tekrar iceriklerinden yalnizca her birinden birer adet polimorfik sonu¢ vermelerinden

kaynaklanmustir.
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AGi primer setleri dizayn edilirken bu c¢alismada mononiikleotit motifli
mikrosatellitlerin  kapilar jel elektroforesiz yontemi kullanilmayacagl igin
olusturulmamistir. Ancak biber EST verilerinde bol miktarda mononiikleot motifi
bulunmakta olup kapilar elektroforesiz sisteminun kullanilabilmesi ile bu motife ait

cok sayida primer ¢ifti belirlenebilecegi tespit edilmistir.

Tirler aras1 yapilan analizlerde ise Demre Sivrisi (C. annuum L.) ve SA36 (C.
frutescens L.) tiirlerinin genomik DNA’larinda 83 adet primer setinin olusturdugu
amplikonlar degerlendirildiginde tiirler arasi 47 (%59.26) adet primer setinin
intergenik diizeyde polimorfik sonu¢ verdigi 36 (%40.74) adet primer setinde ise
monomorfik sonu¢ alindigi saptanmistir. Demre Sivrisi ve SA36 tiirlerinin genomik
DNA’larinda en yiiksek polimorfizm %40.43’liik oranla triniikleotit mikrosatellit
motifi iceren primer setlerinde saptanmustir. Ikinci sirada %27.66°lik polimorfizm
orani ile diniikleotit mikrosatellit motifi bulunduran primer setlerinden polimorfizm
elde edildigi belirlenmistir. Hekzaniikleotit mikrosatellit motifleri ise %14.89’luk

polimorfizm yiizdesi olusturmustur.

Tiirler aras1 yapilan analizlerde diniikleotit mikrosatellit motif [CA/AC/TG/GT]
icerigine sahip mikrosatellitlerin %53.85’lik bir oranla en yiiksek polimorfizm
yiizdesine sahip oldugu belirlenmistir. Triniikleotit mikrosatellit motifi igeren primer
setleri icerisinde en yiiksek oranda (%26.32) [AAG/GAA/CTT/TTC] mikrosatellit
motifini bulunduran primer setleri ve ardindan [AGA] (%15.79) mikrosatellit motifini
iceren primer setlerinin polimorfik sonu¢ verdigi saptanmistir. Bu tip
mikrosatellitlerin genellikle amino asit kodlamayan ancak transkripsiyon sonucu
olusturulan mRNA’nin UTR bdlgelerinde bulunuyor olmasi polimorfik sonuglarin
elde edilmesine neden olmus olabilir (Cummings ve Zoghbi 2000, Bilgen vd 2004,
Karaca vd 2005a). Tekrar motifi [AAG/CTT] Arabidopsis ve pamuk (Gossypium
spp.) bitkilerinde en yaygin gozlenen triniikleotit motifleri olarak bilinmektedir
(Cardle vd 2000, Park vd 2005). Ayrica EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) veri bankasinda bulunan C. annuum EST’lerinde en yaygin triniikleotit
mikrosatellit motiflerinin [AAG/CTT] mikrosatellit motifleri oldugu Portis vd (2007)

tarafindan da belirtilmistir.
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Tetrantikleotit motifli mikrosatellitlerden [TAAA] tekrarini igeren mikrosatellitler
diger tetraniikleotit iceren mikrosatellitlere oranla daha fazla polimorfik sonug (%40)
gostermistir. Bu durum biiyiik bir olasilikla [TAAA] tekrarin1 mikrosatellitlerin TAA
(UAA) stop kodonu olusturmasi nedeni ile genlerin 3’UTR bdlgelerinde

bulunmasindan kaynaklanmais olabilir.

Genlerin 5’-UTR ve 3’UTR bolgelerinde bulunan mikrosatellitlerin amino asit
kodlayan bdlgelerde bulunan mikrosatellitlere gore daha polimorfik sonug¢ verdigi
Arabidopsis, celtik, insan ve fare genomlar1 iizerinde yapilan caligmalarla da
goriilmistiir (Lawson ve Zhang 2006, 2008). Ayrica Portis vd (2007) tarafindan
EMBL veri bankasinda bulunan C. annuum EST verileri iizerinde en yaygin
tetranlikleotit mikrosatellit motifinin [AAAT/TAAA] oldugu bildirilmistir.
Pentaniikleotit ve hekzaniikleotit mikrosatellit motiflerine sahip primer setlerinde

dagilim esit oranda gerceklesmistir.

Biber gen kaynaklarinin korunmasi ve genetik farkliliklariin belirlenmesi gibi
1slah ¢aligmalarinda morfolojik ve molekiiler diizeyde ¢ok farkli markir teknikleri
kullanilmistir (Prince vd 1993, Rodriguez vd 1999, Baral ve Bosland 2004, Guzman
vd 2005). Dizayn edilen 83 adet primer setinden 47 (%59.26) adet primer setinden ise
C. annuum L. ve C. frutescens L. tiirleri arasinda polimorfik sonuglarin alinmasi
yakin akraba olan bu iki tiirde (Ince vd 2009, Ince vd 2010a) Capsicum tiirleri

arasinda ayrim ve analiz ¢alismalarinda AGi primer kullanilabilecegini gostermistir.

Portis vd (2007) EMBL veri bankasinda bulunan C. annuum EST verilerini
kullanarak dizayn ettikleri toplam 348 adet primer setinden yalnizca 49 adeti
(%12.76) i¢in tiirler aras1 polimorfik sonug alabilmeleri ve Yi vd (2006) C. annuum
EST verilerinden dizayn ettikleri 850 primer setinden yalnizca %18.7 sinin tiirler
arast polimorfik sonug¢ vermesi, Min vd (2008) tarafindan C. annuum EST verileri
kullanilarak yaptiklar1 ¢alismalarda C. annuum tiiriine ait iki ¢esit arasinda yalnizca
%¢4.3’liik polimorfizm oranmi yakalayabildiklerini belirtmis olmasi biberde tiir i¢i ve
tiirler arast 1slah caligmalarinda AGi primer setlerinin kullannminin  katkilar

saglayacagini gostermistir.
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Cizelge 4.52. AGi mikrosatellite primer setleri ve amplifikasyon 6zellikleri

Primer Sekansi (5°>3") Tekrar icerigi DSDNA_| DS __|c+[Ti] PM__[TA| SA |

CCTTTGCCATTTCTTCTCTCA

GGTCCAAGTTCTCCTTTCTCG

GGGGTTTTCTTCTACCTCCTGA

CAGCAGAAGGCACAGGTTC

GAGTTTGTGGCTGCTGACC

CCAACGCTACTGATGTGTGG

CTGAATCCGCCTCTGTTG

GCAGACAACTTCGCATCTACA

GCATTCACAGCAATACCAG

TTGCTTCACTATGCTACACACTC

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA arasi farklilik. Ti: tiirici,
TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklagik baz uzunlugu
olarak verilmistir

GTGGTGTTGCTCGTCGTCT

TGTTCTTCATCGCCTTCTT



VLI

Cizelge 52. Devami

Primer Sekans (5°3’) Tekrar icerigi DS-cDNA

[ Goccirascorroccran ARG NN INCORN Nt 5 5 [ I
e R ocremeaToacrc I Y I

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA arasi farklilik. T1: tiirici,
TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklagik baz uzunlugu
olarak verilmistir

TCTTTGCTGTTCCATCCTCA

TCTTTCGTTTCTGCGTCTTGA

AGGGACTGACACGACCAA

TGCGAAATCCATCACAAAGA

TTTGTCCTTCTGTTCTTGGCTA

TCCATCCATAACATCGGGTA

CCGCTGGCTCTACTGTTTCT

CTCGGACCTTTAGAACAGCAG

GCCCGTTTGATTTCITTGA

AGCGGGTTGAGAGAGTTGAG



GLI

Cizelge 52. Devami

Primer Sekans: (5°3’) Tekrar igerigi DS-cDNA

- CTAAGGAGGACGAAGAACC ----..-.-
L Ve veowio @ @ | @ julel ez fof e

CCTCTCAACCAAGCCAAACT

TGTGTGTGAAGGAGATTTAGCC

AGCAGGTTGGGTTTCTGG

CCTGTCCTTGTCCTTGTCTT

CTGAAACAGCCTTGACATTCG

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA aras1 farklilik. Ti: tiirici,
TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklagik baz uzunlugu
olarak verilmistir

TTTTCGGAGACGGAGCAG

AGGCTCTTCAGCACACTT

TCTTACACAGCCTTACCTCGTG

AGGAGGAGGAGGGAGAGATG

AACCCATCATTTCTCTGTGG

AGCACTGTCTCAAGTCCATC



9L1

Cizelge 52. Devami

Primer Sekans (5°3’) Tekrar icerigi DS-DNA_| DS Jcelmi| PMm_[TA|l SA |

- CAGGCACAAATCCAAGGTC
- AGCATCTCCATCTTGACTG ----..-.-

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA arasi farklilik. T1: tiirici,
TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklasik baz uzunlugu
olarak verilmistir

CCTTACCCGTTTACCCACATC

CTTCACTAAGAACCACCTCAACG

ATCAATCACCTTTCTGCTAACC

AGCGGGTTGAGAGAGTTGAG

CCCAAACCACTATTTCGTATGC

GGAGCAGAGAGGGTGAGA

TCTGGTCTTCTTGGGAATCA

CTTCTCGTCCCTCTTCTTCT

TGGGGTATTCTCATAAAGG

TAGGGCTTTTGCTCTCTT




LLT

Cizelge 52. Devami

Primer Sekans (5°3’) Tekrar icerig DS-cDNA

- GTTGCTTTCCCCCAATGA

- GAGCATCTCCATCTTGAC .-.-

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA aras1 farklilik. Ti: tiirici,
TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklagik baz uzunlugu
olarak verilmistir

GGGAGAGAGGATAAGGATTGTG

ATCATCACCTAGCTTTCCTA

TGCGTCAATTGAAGTTGTGTT

GCTCAAGAGCCATGACAGC

GAAAGATTAAAAACCTGGGTGCT

GCATCAAGACCCACCATCAG

GCAGCAGCAGTTAACCATGA

TCTGAGCTTCGCAAACGAT

TACATGGAAGCCATGAAGTC




8LI

Cizelge 52. Devami

CCATTGCCATACCACCACTA

GAAATCGATCAACATCTCAC

CCAGGATCATCAGGGTCAAT

ATGCCAACAATGGCATCCTA

AGCAACTTCAGCAGCAACC

ACTTTCTTGGCTTTACCACCAG

GATGAGGACAAAACCAAGGACT

GACACCAGAGTTTTTCCCCTAA

GGTGAATGAAGCAAAAAGCA

CAAAGCAGTGAAAAATGAGTGC

CGTCATCGTCCTCGTCCT

GCTGCTGTTGATGATAGTAAGG

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA arasi farklilik. T1: tiirici,
TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklagik baz uzunlugu
olarak verilmistir
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Cizelge 52. Devami

- CTGCTTCCATCCTCCTCTCA

Profil: Indirgemeli PZR amplifikason profili, A, B ve C. DS: Demre Sivrisi, PM: PM687 ve SA: SA36. C*: DS-cDNA ve DS-gDNA arasi farklilik. T1: tiirici,

TA: tiirlerarasi. M: monomorfik allel, P: polimorfik allel Y: amplifikasyon yok, C: amplifikasyon ¢oklu bant. Allel biiyiikliikleri yaklasik baz uzunlugu
olarak verilmistir

CGGTCACTGGACTCTGATGTT

GTAAGGGCAAACAGCAGCAG

GATGATGCTGATGGTGGAGT

TAGCCTCTTCCTGTAGTTCC

CTGATGCTGGTGATGCTGTG

GGAGTAGGGGCAGCAAAGAC

TGACCAAGTGACGCAAAC

TGGAGACCTGAGCCATTG

TATTCAGGGGAGGTGAGAAA

TTATCAACTCCAAACCCCTTAG

TTGACAGGAGTTGAGTAATAGATGG



4.8. Mikrosatellit Setlerinin Solanaceae Familyasina ait Bitkilerde ve Se¢ilmis Fy,

F; Bireylerinde Uygulanmasi

C. annuum tiiriine ait Demre Sivrisi ¢esidi ve PM687 hattinin melezlenmesi sonucu

elde edilmis F; bitkisi ve tek bir F; bitkisinin kendilenmesi ile olusturulan F, bitki

populasyonundan se¢ilmis 38 bitki kullanilmistir. Secilmis AGi primer setleri DS,
PM687 ve DS x PM687 melezine ait genomik DNA ornekleri kullanilmistir (Sekil
4.7).

Sekil 4.7. Bazi AGi mikrosatellit setlerinin ebeveynler ve F; amplifikasyonlari.
Resimde sirasiyla DS, PM687 ve DS x PM687 melezinin AGi036,

AGi107, AGi096 ve AGi030 primer setinin olusturdugu amplikonlar
Sekil 4.7°de gosterildigi iizere DS, PM687 ve DS x PM687 (F;) orneklerine ait
genomik DNA’lar AGi primer setleri kullanilarak analiz edildiklerinde AGi primer
setlerinin homozigot dominant (AA), homozigot resesif (aa) ve heterozigot (Aa)
bireyleri kolayca ayirt edebilecek genetik bilgiyi gosterdikleri tespit edilmistir. Bu
baglamda AGi markirlarinin ko-dominant 6zellikte oldugu ve bu o6zellikleri ile
genetik haritalamalarda, hibrit ve genetik karigikliklarin belirlenmesinde etkin bir

sekilde kullanilabilirlikleri gozlenmistir.

Biber bitkisi diger kiiltiir bitkileri ile kiyaslandigi zaman {iretime sunulan g¢esitlerin
genellikle sayica az ve belirli ebeveynlerin kullanilmasindan dolayr genetik tabani
dardir (Adetula 2006). Bu nedenle genetik tabanin genisletilmesi i¢in baska biber
tiirlerinin ebeveyn olarak kullanilarak ticari oneme sahip biber cesitlerine yeni
ozellikler kazandirilmasi gerekmektedir. Bu amagla gecmiste QTL ve genetik
haritalama ¢alismalart yapilmis ve hatta glinlimiizde de yiiriitiilmektedir (Prince vd

1993, Carante vd 2002, Ben-Chaim vd 2003). Bu ¢alismada se¢ilmis baz1 AGi primer

180



setlerinin biberde genetik haritalama ¢alismalarinda kullanilabilirlikleri arastirilmistir.
Aralarinda biber bitkisinin de yer aldig1 bir¢cok kiiltiir bitkisinde genetik haritalama

caligmalarini kisitlayan birkag faktor bulunmaktadir. Bunlar:

1) Markir sayist,

11) Polimorfik markir sayisi,
i) Distrorted segregasyon,
1v) Rekombinasyon,

V) Fonksiyonel markirlarin azligi,

gibi nedenler yer almaktadir. Yukarida siralanan faktorlerden yeterli sayida markir
sayist ve polimorfik markir sayis1 yeni markir sistemlerinin gelistirilmesi ile
giderilecek sorunlardandir. Bu ¢alismada belirlenen AGi primer setlerinin tiirler arasi
ve tiir i¢i caligmalarda kullanilabilecegi ve yiliksek oranda polimorfik olduklari

goriilmistiir (Sekil 4.8 ve 4.9).

Sekil 4.8. AGi primer setlerinin Capsicum tiirlerinde uygulamasi. Se¢ilmis AGi
mikrosatellit ~ primer  setlerinin  baz1  Capsicum  tiirlerinde
kullanilabilirliginin arastirilmasi

Calismada belirlenmis olan AGi primer setlerinin polimorfizm bilgi iceriginin
(PIC) belirlenmesi i¢in rastlantisal secilen AGi primer setlerinin tiirler aras1 ve F;
bireyleri arasindaki PIC degerleri incelendiginde yiiksek polimorfizm bilgi
iceriklerine sahip olduklar1 gériilmiistiir. Ornegin AGi098, AG103, AGil24 nolu
primer setlerini polimorfizm bilgi icerikleri 0.875, AGi104 nolu primer seti i¢in 0.852
olarak belirlenmistir. AGi030 primer setinin F, bitkileri i¢in gosterdigi PIC degeri
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0.499 olarak hesaplanirken AGi107 primer setinin gosterdigi PIC degeri 0.497 olarak
bulunmustur. AGi096 primer setinin F, bitkileri i¢in gosterdigi PIC degeri 0.500
olarak bulunmustur. Bu PIC degerleri birbirine c¢ok benzerlik gosteren iki
ebeveyninin F, bireylerinde alinan degerler olmasi nedeniyle oldukg¢a yiiksek degerler
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Portis vd (2007) yaptiklar1 ¢alismalarinda C. annuum, C.
baccatum, C. frutescens, C. chinense, C. pubescens tiirlerine ait aksesyonlar iizerinde
dizayn ettikleri 348 primer setinden yalnizca 49 adedinde polimorfik sonug¢ alirken
polimorfik olan 49 adet primer setinin hesaplanan PIC degerleri 0.24 ile 0.86 arasinda
degistigini bildirmislerdir. AGi primer setleri ile F, populasyonu iizerinde alinan PIC

degerleri ortalamasi 0.645 olarak tespit edilmistir.

Genetik haritalamalarla belirlenen markirlarin rekombinasyonla sintenisinin
degismesi haritalamaya alinacak genotiplerin ve harita birimine daha fazla markir
konumlamas1 ile giderilebilmektedir. Distorted segregasyon ise bir populasyonda
beklenen segregasyon ile gozlenen segregasyon arasindaki sapmadir. Calismada
secilen AGi primer setlerinin distorted segregasyon olusturup olusturmadiginin
belirlenmesi amaci1 ile geleneksel ki-kare analizleri uygulanmigtir. Arastirma
sonuglara gore dizayn edilen ve polimorfik sonu¢ veren AGi primer setlerinin

distorted segregasyon olusturmadigi belirlenmistir (Sekil 4.9).

AGi030 primer setinin F, bitkileri lizerinde gosterdigi segregasyonu belirlemek
icin yapilan ki-kare uygunluk testinde (¥2=0.850, P=0.6538) olarak belirkenmi
istatistiksel olarak Mendel kurallar1 g¢er¢evesinde 1:2:1 oraninda agilim gosterdigi
tespit edilmistir. AGil07 primer setinin ise ki-kare uygunluk testinde (¥2=3.560,
P=0.1686) olarak belirlenmis istatistiksel olarak Mendel kurallar1 ¢ergcevesinde 1:2:1
oraninda segregasyon gosterdigi saptanmistir. AGi096 primer setinin ise ki-kare
uygunluk testinde (¥2=0.270, P=0.8737) olarak hesaplanmis istatistiksel olarak

Mendel kurallar1 gercevesinde 1:2:1 oraninda agilim olusturdugu goriilmiistiir.

AGi primer setlerinin Capsicum tiirii igerisinde kullanilabilirligine arastirmak iizere
farkli biber tiirlerinde [BP225, BYE6788, C13 (C. annuum L.), SA219 (C. baccatum
L.), SA426, SA184 (C. chacoense L.), BP605 (C. chinense L.) ve SA218 (C.
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frutescens L.)] rastlantisal secgilen 14 primer setinde (AGi098, AGil00, AGilOl,
AGi102, AGil103, AGil04, AGil05, AGil08,AGilll, AGil12, AGill13, AGil24,
AGi126, AG1127) kullanilmistir (Sekil 4.9). Kullanilan AGi primer setlerinden tiirler
arast genomik DNA'’lara uygulananlardan AGil08 primer seti monomorfik sonug
veritken AGil05 ve AGil02 ise biiyiikk bant olusturmustur. Kullanilan primer
setlerinin biiyiik bir kismi polimorfik sonuclar vermis olmasi bu tez kapsaminda
gelistirilmis olan AGi primer setlerinin biber 1slah calismalarinda kullanilabilir

oldugunu desteklemektedir.

Ayrica yine secilen 12 adet primer seti Demre Sivrisi, PM687, F; bitkilerinin yani
sira patlican, tiitiin, patates ve domates bitkilerinin genomik DNA’lar1 kullanilarak
dizayn edilen mikrosatellit primer setlerinin Solanaceae familyasinda kullanimi
incelenmis ve biberde dizayn edilen mikrosatellit primer setlerinin bu familyada
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Sekil 4.9). Primer setlerinden AGi098,
AGil101, AGil104, AGilll, AGill5, AGil21, AGil24 primerleri polimorfik sonug
verirken AGi096, AGil08, AGill10, AGil13, AGil26 primer setleri monomorfik

sonuclar vermistir.

Tiim bu caligmalar kapsaminda tiir i¢i, tiirler aras1 ve familya bazinda yapilan bu
caligmalarin hem kullanilan 6rnek sayisinin hem de primer sayisinin arttirilarak
genisletilmesi ile daha etkin sonuclara ulagilmasi planlanmistir. Ancak eldeki bu
sonuglar C. annuum L. tiiriinde tasarlanan EST mikrosatellit primer setlerinin tiire
O0zgii degil iiniversal olarak farkli tlirlerde hatta familya bazinda tiim genetik

caligmalarda kullanilabilecegini gostermistir.

Bu calismada ayrica markir destekli seleksiyon ¢alismalarinda maliyeti diisiirmek
amaci ile gelistirilmis olan AGi markir setlerinden birden fazlasimi tek bir PZR
reaksiyonunda (multiplex PCR: M-PCR) kullanim olanaklar1 arastirilmistir. On
calismalar gelistirilmis olan AGi markir setlerinin biiylik bir bélimiiniin M-PCR

uygun oldugunu desteklemistir.
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Sekil 4.9. indirgemeli PZR profili ile gogaltilan mikrosatellit lokuslar1 (AGi). Panel a DNA boyut markiri, Ana (Demre Sivrisi (DS)), Baba
(PM687) ve F bitkilerinin AGil01 primer seti ile cogaltilan amplikonu. Panel b yalniz F, bitkilerinin AGi008 primer seti ile ¢ogaltilan
amplikonu. Panel ¢ DS, PM687 ve SA36 bitkilerinin AGi074 primer seti ile ¢cogaltilan amplikonu. Panel d DS, PM687 ve SA36
bitkilerinin AGi030 primer seti ile ¢ogaltilan amplikonu. Panel e DS, PM687 ve SA36 bitkilerinin sirasiyla AGi080 ve AGi086
primerleri ile cogaltilan amplikonu. Panel f DS, PM687 ve F, (C. annuum L.), patlican (S. melongena L.), tiitiin (N. tabacum L.), patates
(S. tuberosum L.) ve domates (S. lycopersicum L.) bitkilerinin AGil01 primer seti ile ¢ogaltilan amplikonu. Panel g BP225, BYE6788
ve C13 (C. annuum L.), SA219 (C. baccatum L.), SA426 ve SA184 (C. chacoense L.), BP605 (C. chinense L.) ve SA218 (C. frutescens
L.) bitkilerinin AGil01 primer seti ile ¢ogaltilan amplikonu. Panel h yalniz F, bitkilerinin AGi030 primer seti ile cogaltilan amplikonu



4.9. AGi Mikrosatellit Primer Setlerinin Degerlendirilmesi

Bitki 1slahinda kullanilacak markir sayis1 ve genotip sayist arasinda genellikle ters
yonlii bir iliskinin varlig1 nedeni ile ¢alismanin amacina gore uygun markir sayisi
ve/veya genotip sayisinin belirlenmesi bir zorunluluktur (Sekil 4.10). Ornegin
Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GDO) teshisinde kullanilacak markir sayis1 az
iken, genetik karakterizasyon calismalarinda yiiksek sayida DNA markirina ve
genotip sayisina ihtiya¢ duyulmaktadir. Diger taraftan islahta kullanilacak uygun
ebeveynlerin belirlenmesi i¢in markir sayisi1 oldukg¢a yiiksek tutulmasi gerekirken

kullanilacak genotip sayis1 goreceli olarak azdir.

' //_\
@Egim CALISMALARI

GEHETIK KARAKTERIZASYOH

GEN PRAMITLEME
CALISMALARI

/ ﬁ/fs:‘FLIH TESTI

MARKIR DESTEKLI SECIM CALISMALARI

QD TARAMASI

Genotip Sayisi
Sekil 4.10. DNA markir sayis1 ve genotip sayisi arasindaki iligki

MARKIR DESTEKLI
GERIYE MELEZLEM
CALISMALARI

Markir Sayisi

Uygun markir sayisinin belirlenmesinde kullanilacak markir sistemine gore de
degismektedir. Ornegin markir sisteminin dominant veya ko-dominant, fonksiyonel
veya fonksiyonel olmayisi, markir sisteminin olusturdugu allel sayis1 ve otomasyona
uygun olup olmamasi durumlart 6nemlidir. Giiniimiize degin oldukca ilgi c¢ekici
ozellikleri olan tiirler ve onlarin 6nemli oldugu diisiiniilen genlerinin belirlemesi ve o
ozelliklerinin diger tiirlere aktarilabilmesi ig¢in olduk¢a farkli yaklasimlar
kullanilmakta ve DNA markirlar1 bu ¢alismalarda etkin bir sekilde kullanilmaktadir

(Sorrells ve Wilson 1997, Onus vd Pickersgill 2004, Bagge ve Lubberstedt 2008).
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AGi primer setleri EST tabanli olmalari ve fonksiyonel markir olarak
kullanilabilme o6zellikleri nedeniyle 1slah ¢alismalar1 i¢in etkin bir kaynak olarak
kullanilabilecektir. Biberde gelistirilmis mikrosatellit DNA markir sayist diger kiiltiir
bitkilerine oranla daha az diizeyde ve ¢ogunlukla fonksiyonlar: belirlenmemis olan
markirlardir. Son yillarda biberde yapilan genetik haritalama c¢aligmalarinda tiirler
arast populasyonlarda 805 adet markir (harita mesafesi 1858 cM) tiir ici
populasyonlarda ise 745 markir (harita mesafesi 1892 cM) bulunmustur (Lee vd

2009).

Tirler aras1 C. frutescens var. BG2814-6 x C. annuum cv. NuMex RNaky
melezinin kendilenmesi ile elde edilen 100 adet F» bitkisi ile Ben-Chaim vd (2006)
tarafindan yapilan genetik linkage haritalama ¢aligmasinda toplam 728 adet
molekiiler markir icerisinde 489 adet SSR markiri, 195 adet AFLP markir1 ve 8 adet
spesifik PZR markir1 ve 36 adet RFLP markir1 kullanilan F; bitkileri arasinda toplam
uzunlugu 1358.7 cM ile 12 biiyiik 4 adet kiiclik linkage grubu meydana getirilmistir.

C. annuum cv. NuMex RNaky x C. chinense var. PI1159234 melezinden elde edilen
F, populasyonu iizerinde toplam 426 molekiiler markirin kullanilmig 359 SSR
markiri, 3 adet spesifik PZR markir1 ve 68 adet RFLP markir1 haritalanmistir. F,
populasyonun arasinda 1004.8 cM harita mesafesi ile 11 biiyiik 4 adet kii¢iik linkage
grubu saptanmistir (Wu vd 2009). Fakat bu haritalama calismalarinda mikrosatellit
primer setlerinin kullaniminin olduk¢a sinirli olmasi polimorfik sonu¢ veren yeni
mikrosatellit primer setlerinin biber bitkisinde genetik haritalama g¢alismalarinda

kullanilmast gerektigini gostermistir (Carante vd 2002, Guzman vd 2005).

Bu tez calisma kapsaminda gelistirilmis olan primer setlerinin genel ozellikleri

siralanacak olursa AGi mikrosatellit primer setleri:

1) Tir i¢i (intragenik) ve tiirler arasinda (intergenik) haritalama
calismalarinda kullanilabilecek nitelikte olmasi,

i1) Yiiksek diizeyde polimorfizm bilgi i¢erigine (PIC) sahip olmasi,

iii) Multiplex PZR (M-PCR) uygunlugu,
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1v) EST tabanli olmalar1 nedeni ile genik bolgelerde bulunmalar1 nedeni
ile biber 1slahina fonksiyonel markirlar olarak katkilar
saglayabilecek,

V) AGi primer setlerinin {ilkemiz i¢in 6nemli bir ¢esit olan Demre

Sivrisi biber ¢esidinden gelistirilmis olmasi nedeni ile 6zglindiirler.

4.10. cDNA Kiitiiphanelerinin Olusturulmasi

4.10.1. 16 farkh érnekte toplam RNA ekstraksiyon ¢calismalari

Aralarinda biberinde bulundugu ¢ogu bitki tiirii yiiksek miktarda endojen RNaz’lar,
polisakkaritler ve polifenolleri bulundurmalarindan dolayr boliinmemis ve kirilmamig
(intact) RNA’nin izolasyonu genellikle zordur. Caligmanin 6n asamalarinda farkli
RNA ekstraksiyon yontemleri kullanilmig ancak 16 farkli organ, doku veya farkli
gelisme donemlerindeki 6rneklerden etkin bir sekilde toplam RNA ekstraksiyonunda
kullanilamamigtir. Hot Borate RNA ekstraksiyon yonteminde uygulamanin giinler
almas1 ve bazi dokulardan RNA elde edilememesi ve kitlerin ise bir taraftan cok
pahali diger taraftan polisakkaritleri uzaklastiramamasi nedeni ile kullanilmamustir.
Bu tez ¢aligmasinda 16 farkli doku, organ veya gelisme donemine ait toplam RNA
yeni gelistirilen MAGi RNA ekstraksiyon metodu kullanilarak elde edilmistir (Sekil
4.11).

Sekil 4.11. MAGi RNA ekstraksiyon yontemi islemlerinden bir boliim resmi
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Cogu RNA ekstraksiyon protokoliinde oldugu gibi ezme-pargalama asamasinda
enzimsel faaliyetleri azaltmak ve doku parcalanmasini kolaylastirmak i¢in bu
calismada da sivi azot kullanilmistir. Ezme asamasina gegmeden once kullanilacak
steril edilmis havan ve havanelleri -80°C’de en az 20 dakika bekletilerek 6n sogutma
islemi yapilmistir. Boylece kullanilan materyalin havan igerisine konmasi ve ezme
asamasina ge¢cmeden olusabilecek RNaz aktiviteleri engellenmis ve diger taraftan

oksidasyon siirlandirilmastir.

RNA ekstraksiyonunun piilverizasyon asamasindan sonra gelen ilk asamasi olan
homojenizasyon-lezyon iglemi sirasinda homojenizasyon islemi sivi azot icerisinde
gergeklestirilmis ve sivi azot havan igerisinden tam olarak buharlasmadan Once
REKS ¢ozeltisi eklenerek dokularin lezyon islemleri gerceklestirilmistir. RNA
ekstraksiyon protokoliiniin uygulanirken doku miktarina uygun hacimde kullanilan
REKS soliisyonu igerisinde homojenizasyon ve lezyon asamasinda dokular
parcalamis ve protein, polisakkarit, pigment maddeleri, DNA ve RNA’lar dokulardan
ayrilmistir. REKS soliisyonu igerisinde bulunan GITC (8M) yardimi ile RNaz’lar,
proteinler ve polisakkaritlerin par¢alanmasi saglanmistir. Homojenat hafif suluri
asamaya gelmeye baslayinca uygulanan diisiik pH’l1 NaOAc (2M, pH 4.0) konularak
hizla karnistirllmis ve bu noktada genomik DNA’nin pargalanmasi ile biiyiik

molekiiler agirlikta DNA varligi elimine edilmistir.

MAGi RNA ekstraksiyon protokoliinde kullanilan diisitk pH’l1 NaOAc 6zellikle
perikarp ve plasenta dokularindan RNA ekstraksiyonunda genomik DNA’nin
uzaklagtirnlmasinda en kritik asama olarak karsimiza ¢ikmistir. Ciinkii REKS
soliisyonuna NaOAc ilave edildigi zaman bu dokularda RNA miktarina esit oranda
DNA kalintis1 gézlenmis NaOAc’1n tam anlamiyla homojenizasyon-lezyon agmasinin
sonunda fenolden hemen once konulup hizla karistirilip fenoliin pesinden ivedilikle
ilave edilmesiyle DNA kontaminasyonu engellenebildigi gortilmiistir (Sekil 4.12).
REKS soliisyonu igerisinde bulunan GITC’de DNA kontaminasyonunu engelleyen
bir kimyasal olmasina ragmen burada en 6nemli faktor GITC konsantrasyonu ve

biber dokularinin i¢inde bulundugu fizyolojik dénemin etkili oldugu saptanmustir.
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Biber meyvesi gelisiminde Portis vd (1999)’ne gore ciceklenmeden sonraki 35
giinliik donemde asitligin giderek azaldigi ve 65. giinde meyvenin en az asidik oldugu
donem olarak bildirilmektedir. Bu ¢alismada DNA kalintisin bu evrede daha fazla
olmasinin nedeni ise bu dokulardaki bazlik durumu nedeni ile kullanilan NaOAc’nin
ortam pH’sin1 yeterince diislirmedigini gostermistir. Ancak c¢aligmada NaOAc
ilavesinin ardindan ivedilikle ilave edilen (kullanilmadan 6nce hazirlanan yine diistik
pH’l1) fenol ile birebir hacimde karistirilan kloroform hem bir miktar RNaz
inaktivasyonu saglanmis hem de DNA ve proteinler dejenere edilerek, oda
sicakliginda karigtirilarak tiim sollisyonun etkinligi arttirtlmistir. Daha sonra
havandan 28 ml’lik steril tiiplere alinan homojen karigima uygulanan giiclii bir

santrifiij sayesinde RNA haricinde tiim kalintilar alt fazda kalarak uzaklastirilmistir.

Isopropanol uygulamasindan sonra santrifiij giiciiyle ¢okertilen RNA igin en
onemli uygulama RNA’ya bagli kiigilk proteinler ve bazi pozitif yiikli
polisakkaritlerin uzaklastirildig1 TRIS-KOAc-Ethanol ¢okeltmesi olmustur. Ozellikle
bu asama tiim doku tiplerinde oldugu gibi olgun tohum igin etkin bir sekilde
polisakkarit kalintilarinin uzaklastirilarak Ajgp/Az30 oraninin  O6nemli derecede
yiikseltilmesinde etkili olmustur. TRIS-KOAc-Ethanol uygulamasinin geng dokularda

zorunlu olmadigi tespit edilmistir.

DNA Kalintisi H Genomik DNA

28S RNA 128S RNA
155 RNA 1185 RNA

'1
;

RNA

Hiicresel 5S RNA

Kalintilar 5S RNA

Sekil. 4.12. MAGi RNA ekstraksiyonu
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MAGi RNA ekstraksiyon yonteminde uygulanan kimyasal kompozisyonunun
yaninda diger protokollere oranla doku miktarmma goére daha diisiik hacimlerde
kullanilabilen (0.25-1 g dokuya 3-6 ml) bir 6zellikte olmas1 ve ilk asamada olusan
homojenatin ~ birinci  santrifiijden sonra  %30-40’nin  siipernatant  olarak
kurtarilabilmesi yliksek verim eldesi i¢in dnemli bir unsur olmustur. Ayrica doku
miktarina uygun kullanilan REKS soliisyonu hem RNA degredasyonunu 6nlemis hem
de RNaz aktivitesini minimuma indirgemistir. RNaz aktivitesinin hizla durdurulmus
olmasinin avantaji ise orneklere ait RNA nin hem ekspresyon profilinin korunmasini
hem de biitlin halinde ekstrakte edilmesini saglamistir. Doku miktarina uygun
miktarda REKS kullanmanin bir avantaji da pigment, protein, polisakkarit ve DNA
kalintisim1  Onlemis ayrica yeterli miktarda ekstraksiyon soliisyonu kullanimi

sayesinde organik fazdan siv1 faza kontaminasyonu riskini azaltmistir (Sekil 4.12).

Ayrica bu metodun digerlerinden 6nemli avantajlarindan biri toksik kimyasallar
olan GITC, fenol ve kloroform konsantrasyonlarinin oldukg¢a diisiik olmasi1 digeri ise
diger metotlara gore cok kisa siirede (1 saatten az bir siirede) yiiksek verimli ve
kaliteli toplam RNA ekstraksiyonunun gergeklestirilebiliyor olmasi nedeniyle bu

metot tercih edilmistir (Ince ve Karaca 2009).

4.10.2. RNA Kkalite ve kantitelerinin arastirilmasi

4.10.2.1. Spektrofotometrik yontem

Spektrofotometrik Ol¢iimler 16 farkli doku, organ ve gelisme donemlerine ait
Demre Sivrisi biber ¢esidi RNA’larinin miktarlarinin belirlenmesinden sonra Sekil
4.13’de gosterildigi tizere 220-300 nm arasinda (Panel A ve B) ve 190-1100 nm
(Panel C ve D) dalga boylar arasinda yapilan 6l¢iim sonuglarina gore herhangi bir

protein, polisakkarit ve kimyasal madde kalintis1 bulunmadig1 gézlenmistir.

Kaliteli bir RNA’nin hem Aj¢o/Asgo oran1 hem de Asgp/Aszg oraninin 2.0 ve tizeri
bir degerde olmasit kalitenin Onemli bir gostergesidir. Bu tez caligmasinda
spektrofotometrik Ol¢iim degerleriyle yapilan hesaplamalarda Ajep/Azgyp oranlari

Cizelge 4.53’de verilmistir. Elde edilen doku, organ ve gelisme donemlerine 6zgii
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RNA’lardan spektrofotometrik dl¢iimler her bir RNA i¢in 3 kez tekrarlanmis ve Axe
okumalar ortalamalari, A,gy okumalar1 ortalamalar1 ve Aj3y okumalar1 ortalamalar
temel alinarak ekstrakte edilen RNA Orneklerinin kalite degerleri ve
kullanilabilirlikleri saptanmistir. Cizelge 4.53’de goriildiigii gibi tiim RNA’larin
ortalama Ajg0/Asgp oranlart 2.0724+0.059 olarak tespit edilirken Ajep/Az39 oranlarinin
ortalamasi1 2.123+0.117 olarak belirlenmis ve elde edilen RNA’larin RNA tabanli

yapilacak her tiirlii analiz i¢in kullanilabilir RNA’lar oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Demre Sivrisine ait RNA’nin spektrofotometrik analizleri. Panel A: geng
yaprak dokusunun Ajyg.300 nm arasinda spektrofotometrik ol¢lim degeri,
Panel B: 15 CGS perikarp dokusunun Ajypi300 nm arasinda
spektrofotometrik 6l¢lim degeri, Panel C: gen¢ yaprak dokusunun Ao
1100 nm arasinda spektrofotometrik 6l¢iim degeri, Panel B: 15 CGS
perikarp dokusunun Ajgy.1100 nm arasinda spektrofotometrik 6l¢iim degeri
gosterilmistir
Spektrofotometrik ol¢iimler sonucu belirlenen RNA miktarlar1 Cizelge 4.53’de
sunulmustur. RNA 6rneklerinin biiyiik bir boliimii A,¢o/Azso oranlarinda 2.0 degerinin
izerinde okuma degerine sahipken yalnizca 6 yaprakli fide doneminde alinan kok
dokusunda 1.918+0.064 degerini vermistir. RNA orneklerinden sadece 5 yillik olgun
tohumlardan elde edilen RNA’nin 1.851+0.305 degerine sahip 5 yillik olgun
tohumlardan elde edilen RNA 6rnegi haricindekilerin Ayg0/A230 orant 2.0’1n {izerinde
degerlere sahip olmustur. En yiiksek Ajg/Azgo oranina sahip 3 Ornek sirasiyla

2.154+0.026 degeriyle tomurcuk dokusu, 2.149+0.015 degeriyle 36 CGS
olgunlagsmamis tohum ve son olarak 2.148+0.008 degeriyle gen¢ yaprak dokusunda
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tespit edilmistir. En yliksek Asep/A23o oranmi ise 2.302+0.012 degeriyle geng yaprak
dokusunda ardindan 2.221+0.272 degeriyle 15 CGS perikarp dokusundan alinmistir.

RNA miktar1 doku organ bazinda incelendiginde en yiiksek verim 1 g taze dokudan
2660.3+281.99 ng RNA elde edilmis olan tomurcuk dokusunda tespit edilmistir.
Tomurcuk dokusunun ardindan ikinci sirada 36 CGS ve 13 cm uzunlugunda
meyvelerden alinan 1 g taze olgunlasmamis tohumlardan 1589.3+137.61 ug RNA
elde edilmistir (Cizelge 4.53).

Calismada kullanilan ¢icek parcaciklarindan ise yine yiiksek miktarda
(1347.2+185.68 pg/g) RNA almmistir (Cizelge 4.53). En az RNA verimi ise
451.20+119.18 pg/g RNA miktariyla 65 CGS ve 14 cm uzunlugunda meyvelerden
aliman plasenta dokusundan elde edilirken 459.50+107.34 ng/g RNA miktariyla sap
dokusundan da digerlerine oranla daha az miktarda RNA elde edilmistir. Cogu RNA
ekstraksiyon protokoliinde RNA ekstraksiyonu zor dokular arasinda yer alan kok

dokusundan ise 628.27+104.10 ng/g RNA kantitesi saglanmistir (Cizelge 4.53).

Gelisme donemlerine gore yapilabilecek bir kiyaslamada oncelikle yiiksek
verimleriyle dikkat ¢geken olgun ve geng yaprak dokularindan elde edilen RNA verimi
birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen olgun yapraklardan 1253.20+104.62 pg/g RNA
miktariyla geng yapraklara oranla biraz daha yiiksek RNA miktar1 saglanmistir. Diger
dokulara oranla daha diisiik seviyede RNA elde edildigi gbze carpan perikarp
dokulart igerisinde ise en yiiksek verim 752.00+126.71 ng/g RNA miktariyla 15 CGS
perikarp dokularindan alinirken en diisiik 465.07£87.66 ng/g RNA miktartyla 36
CGS perikarp dokularindan elde edilmistir. Genel anlamda diger dokulara gore daha
diisiik verim alinan plasenta dokular: igerisinde ise en yiiksek 846.93+327.81 ug/g
RNA miktar1 36 CGS plasenta dokusundan alinirken en diisik RNA verimi
451.20£119.18 pg/g RNA miktart ile 65 CGS plasenta dokusundan alinmistir. Tohum
dokusu igerisinde en yiikksek RNA verimi 36 CGS olgunlasmamis tohumlardan
1589.30+£137.61 pg/g elde edilmis en diisiik RNA verimi ise 65 CGS olgunlagsmamis
tohumlardan 598.40+120.80 pg/g olarak belirlenmistir.
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c6l

Cizelge 4. 53. Demre Sivrisi (Capsicum annuum L.) ¢esidine ait farkli doku, organ ve gelisme donemlerine ait RNA’nin kalite ve
kantitesi

Asgo/ArsoOrant® | Ay/Ass Orami® | Verim (ug g’

EaeGmI 15 CGS ve 11 om uzunlugunda meyve | 20650159 2000106 | 45139410296
Olgunlasmami Tohum | 15 CGS ve 11 cn wunlugunds meyve | 2090265 20010038 | 1033628963

IS 35 CGS vo 13 om uzulugunda meyve | 20060182 20920094 | 4630748766

65 CGS ve 14 cm uzunlugunda meyve 2.073+£0.027

2.090+0.022

0 CGS canak ve tag¢ yapraklar, disi ve erkek organlar 2.096£0.026

5 yillik 2.036+0.013

* Biitiin dokular RNA ekstraksiyonundan énce 2 yil siiresince -80°C derin dondurucuda muhafaza edilmistir. *: CGS: Cigeklenmeden sonra gecen
glin sayist. “: Sonuglar farkli giinlerde yapilan en az ii¢ ayr1 RNA ekstraksiyonunun standart hata degerleriyle birlikte ortalama degerlerini
temsil etmektedir. % Verim 1 g yas (taze) agirlik iizerinden hesaplanmugtir




MAGi RNA ekstraksiyon protokolii kullanilarak tiim dokulardan elde edilen
ortalama RNA verimi 951.00£529.00 pg/g olarak tespit edilmistir. Bu rakam
ortalamasiyla su ana kadar kullanilan diger metotlardan elde edilen RNA miktarindan
oldukg¢a fazla miktarda RNA eldesi gerceklestirilmistir. Camacho-Villasana vd (2002)
biber dokular iizerinde yaptiklart RNA ekstraksiyon metodu ¢alismalarinda ¢ok daha
uzun siire alan ve fazla GITC konsantrasyonunun kullanildigi protokollerinde

maksimum 250 pg/g RNA miktar elde ettiklerini bildirmislerdir.

4.10.2.2. Formamit-Agaroz jel yontemi

RNA’nin kalitesi ve kantitesini gosteren onemli bir ara¢ olan spektrofotometrik
Ol¢timler RNA’nin kalite ve kantitesi ile ilgili bilgi verici diizeyde olsa da RNA’nin
biitlinliigii hakkinda bilgiye ancak agaroz jel elektroforez yontemi ile ulasilmaktadir.
Bu tez calismasinda RNA’nin kalitesini ve miktarin1 belirlemek i¢in kullanilan diger
bir yontem olan formamit agaroz jel lektroforez yontemi ile RNA oOrneklerinin
herhangi bir polisakkarit, DNA, kimyasal madde kalintis1 olup olmadig jel tizerinde
yiiriitiilerek belirlenmistir (Sekil 4.14).

Sekil 4.14. RNA’larin formamit agaroz jel elektroforesiz goriintiisii. Sirasiyla soldan
saga RNA biiyiikliik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15
CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve geng yaprak dokularinin RNA’lart,
ortada olgun yaprak, tomurcuk, cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS
olgunlagmamis tohum ve 36 CGS olgunlasmamis tohum RNA’lari, 65
CGS olgunlagsmamis tohum ve olgun tohum RNA’lar1

Elektroforez sonucunda RNA’larin herhangi bir kalint1 icermedigi, 28S, 18S ve 5S

ribozomal RNA’larin (rRNA) kirilmamis ve bir biitiin olarak yapilarini korudugu
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gozlenmistir. Ayrica mRNA’larin boydan boya bir smear olarak mevcut oldugu ve
her tiirlii analiz i¢in uygun RNA ekstraksiyonunun yapildig: tespit edilmistir (Sekil
4.14). Bu bulgular 15181nda ¢alisma kapsaminda gelistirilen cDNA kiitliphaneleri ve
bu kiitliphanelerin kullanilarak mikrosatellit iceren cDNA’larin tespitinin giivenilir

oldugu ongoriilmiistiir.

4.10.2.3. TT-PZR yontemi

RNA ekstraksiyonunda elde edilen RNA’nin kalitesini belirlemenin bir baska yolu
da TT-PZR yontemidir. Bu tez ¢alismasinda bu yontemde toplam RNA ekstraksiyonu
yapilan orneklerin RNA kalitesini belirlemek amaci ile once secilen bazi 6rnekler
UBI primer seti diger baz1 6rnekler i¢in ise GAPC primer seti kullanilarak cDNA
sentezleri gerceklestirilmis ve yine bu primer setleri kullanilarak ¢cDNA PZR’lar1
gerceklestirilerek TT-PZR analizleri yapilmistir (Sekil 4.15). Agaroz jel elektroforez
yontemi ile goriintillenen TT-PZR sonuglarina gore elde edilen RNA orneklerinin

cDNA sentezi i¢in uygun ve etkin sonuglar verdigi saptanmistir (Sekil 4.15).

M12 3 45 67 M12 3 4567 M12 3 4567 M 12 3 45 67

Sekil 4.15. TT-PZR ve TTsiz- PZR agaroz jel elektroforesiz goriintiisii. Sirasiyla A)
15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
plasentalar ve geng yaprak dokularinin RT-PZR sonuglari, B) 15 CGS, 36
CGS, 65 CGS Perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS Plasentalar ve geng
yaprak dokularinin No-RT-PZR sonuglari, C) olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS olgunlasmamis tohum ve 36 CGS
olgunlagsmamis tohum dokularinin RT-PZR sonuglari, D) olgun yaprak,
tomurcuk, cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS olgunlagsmamis tohum ve
36 CGS olgunlasmamis tohum dokulart No-RT-PZR sonuglari
gosterilmistir

4.10.3. cDNA sentezi ve normallestirilmesi

Uzerinde calisilan 6rneklerden toplam RNA elde edildikten sonra DNA’nm jelde

goriinemeyecek diizeyde kalma ihtimali lizerine uygulanan DNaz I enzimiyle tiim
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DNA kalintist riski giderilmistir. RNA ekstraksiyonu sirasinda tiim dokular igerisinde
clizi miktarda da olsa DNA kalintis1 riski tasiyan tek doku 65 CGS perikarp dokusu
olmustur. Bunun temel nedeni ise asitligin en diisiik oldugu 65 CGS déneminde DNA
kalintist riskinin yiiksek olmasi olarak diisiiniilmiistiir. 65 CGS perikarp dokusu
MAGi RNA ekstraksiyon metodunun optimizasyonu sirasinda en fazla DNA
kalintisim1 gosteren, kullanilan kimyasallarin sirasina ve eklenis sekline en hassas

doku ve gelisme donemi olarak belirlenmistir.

Her bir dokuya ait cDNA’larin Materyal ve Metot boliimiinde belirtildigi {lizere
sentezlenmelerinden sonra ¢cDNA miktar1 spektrofotometrik 6l¢iimlerle belirlenmis
ve ayrica ¢cDNA’lar UBI primer seti ile (UBI-PZR) amplifikasyona alinmis ve
amplikon miktarlar1 birbirlerine oranlanarak normallestirilmistir. Sekil 4.16°de
gosterildigi gibi UBI-PZR sonuglarina gére cDNA kiitiiphanelerine ait her bir 6rnegi

esit yogunlukta amplikon olusturmasi ilkesiyle normallestirme islemi yapilmastir.

Sekil 4.16. UBI-PZR agaroz jel elektroforesiz goriintiisii. Sirastyla soldan saga 15
CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
plasentalar ve geng yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, ¢icek parcgaciklari,
kok, sap, 15 CGS olgunlasmamis tohum ve 36 CGS olgunlasmamis
tohum, 65 CGS olgunlasmamis tohum ve olgun tohum UBI-PZR
sonuclari

Oncelikle ilk UBI-PZR i¢in kullanilan 5 pl kullanilinca cDNA miktar1 yaklasik 50-
80 ng oldugu diisiiniilerek hesaplanan ¢cDNA miktarinin yerine 3 pl cDNA
kullanilinca yeterli olacagi UBI-PZR sonucu belirlenmis ve tim cDNA
kiitiiphanelerinin uygun mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltimi i¢in ¢cDNA miktari
normallestirildikten sonra her bir kiitiiphaneden 3 pl olacak sekilde kullanilmistir.
Sentezlenmis olan tek sarmalli cDNA agaroz jelde analiz edilerek kalitesi kontrol
edilmistir. Sekil 4.17°de gosterilen resimde yaklasik 3 kb’den itibaren yukaridan

asagiya etkin bir sekilde olusmus olan smear goriintii elde edilen cDNA’larin hem
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boy hem de miktar olarak PZR kosullarina uygun kalitede cDNA sentezinin

gergeklestirildiginin bir gostergesi olmustur.

Sekil 4.17. Calismada olusturulan cDNA agaroz jel elektroforesiz resmi. Sirasiyla
soldan saga biiyiikliik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15
CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve geng¢ yaprak, olgun yaprak,
tomurcuk, ¢igek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS olgunlasmamis tohum ve
36 CGS olgunlagmamis tohum, 65 CGS olgunlasmamis tohum ve olgun
tohum, biiyiikliik markir

Bu c¢alismada olusturulmus olan kaliteli cDNA kiitiiphanelerin yani sira
olusturulduklar1 doku ve organlarda Ozellikle seg¢ilmistir. Donemlerin se¢iminde
ozellikle tohumlarin fizyolojik donemleri gz Oniline alinmistir. Biber bitkisinde
tohumlar ciceklenmeden 21 giin sonra en fazla su icermekte ve 35 giin sonra ise %1
diizeyde ¢imlenme olgunluguna gelmektedir (Portis vd 1999, Estrada vd 2000) ve 65
giin sonra ise ¢imlenme olgunluguna gelmektedir. Biber bitkisinde meyvede biiyiime
ciceklenmeden 35 giin sonra fizyolojik olgunluga ulagmaktadir. Kullanilan

donemlerde doku ve organlar arasinda fizyolojik donemlerde en belirgin asamalar

197



olan ciceklenmeden sonra 15, 36 ve 65 giinliik evreler secilerek bu dokularda ifade

edilen genlerin farkli donemleri temsil etmeleri amaglanmistir (Huh vd 2001).

4.11. cDNA Kiitiiphanelerinin PZR Amplifikasyonu

Bu c¢alismada farkli cDNA kiitiiphanelerinde bulunan mikrosatellit DNA
bolgelerinin amplifikasyonu ve kiitiiphaneler arasindaki mikrosatellit polimorfizminin
belirlenmesi yonelik caligmalar gerceklestirilmistir. Kiitiiphanelerdeki
mikrosatellitlerin etkin ve dogru bir sekilde belirlenmesinde amplifikasyon
enziminden kaynaklanacak hatalarin ortadan kaldirilmasi 6nemlilik gdstermektedir.
Bu nedenle bu tez kapsaminda sonuglarin gilivenilir bir sekilde ortaya konabilmesi

icin 3 farkli amplifikasyon (DNA Polimeraz) enzim kaynagi kullanilmistir.

Farkli enzim ve kaynaklarin giivenilirligini kontrol etmek amaci ile Tag DNA
Polimeraz Bioron firmasinin, 7ag DNA Polimeraz Fermentas firmasinin ve Pfu DNA
Polimeraz Fermentas firmasinin iiretmis oldugu DNA Polimeraz enzimleri
kullanilmistir. Oncelikle Bioron firmasina ait olan Tag DNA polimeraz ile Pfu DNA
Polimeraz enzimleri cDNA karisimi {izerinde UBI primer seti kullanilarak
amplifikasyonlar1 karsilastirilmistir. Amplifikasyon yogunluklari arasinda her hangi
bir fark olmadig: tespit edildikten sonra amplikonlar degisik restriksiyon enzimleri
kullanilarak kesilmis amplikon DNA dizleri arasinda da hicbir fark olmadig:

saptanmistir.

PZR c¢alismalarinda kullanilan Tag DNA polimeraz hata diizeltme aktivitesinin
olmamasi1 nedeni ile genellikle 1-2 kb amplikonlarda yanlis niikleotit eklemeleri
yapmaktadir. Diger taraftan Pfu DNA polimeraz hata diizeltme aktivitesinden dolay1
yanlis baz eklememektedir. Ancak bu calisma kapsaminda amplikon biiytikliikleri
genellikle 1 kb nin altina olmasindan dolayr her iki enzim arasinda bir fark
goriilmemistir. Her tic amplifikasyon enzimi farkli AGi primer setleri kullanilarak
olusturduklar1 amplikonlar karsilastirilmistir. Calismada kullanilan enzim kaynaklar1
arasinda Sekil 4.18°de gosterildigi lizere her {i¢ farkli enzim multipleks ve monopleks
PZR islemlerinde ayni sonuglar vermistir. Bu bulgular 1s1ginda c¢alismanin bundan

sonraki transformasyon asamasinin “Ekli Adenin” prensibine bagli olmasi ve Pfu
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DNA Polimerazin bu 6zelliginin olmamasi yaninda pahali olmasi nedeniyle bu
calismada Tag DNA Polimeraz (Bioron) kullanilmistir. Caligmanin bundan sonraki
asamalarinda Bioron ve Fermentas kaynakli Tag DNA polimeraz enzimleri

kullanilmistir.

Sekil 4.18. Farkli amplifikasyon enzim kaynaklarinin  karsilastirilmasi.
Amplifikasyon iirtinler soldan saga sirasiyla normal PZR [AGi030],
multipleks [AGi1030 + AGi047] ve monopleks PZR [AGi047] primer
setlerine aittir

4.12. Mikrosatellit Ekspresyon Profillerinin (MEP) Olusturulmasi

Calismada 83 adet AGi primer seti 16 farkli cDNA ve Demre Sivrisi genomik
DNA iizerinde uygulanmis ve olusturulan amplikon paternlerine gére mikrosatellit
ekspresyon profilleri (MEP) olusturulmustur. Literatiir taramalar1 gbéz Oniine
alindiginda mikrosatellitlerin bu sekilde smiflandirilmamasi nedeni ile bu tezle
birlikte ilk kez boyle bir siniflandirma gergeklestirilmistir. Mikrosatellitler bu tiirde
siniflandirilmasi ile herhangi bir MEP grubuna giren mikrosatellitin fonksiyonu ile
ilgili ipuglar1 bulunabilecegi ongoriilmiistiir. Caligmada belirlenmis olan bes farkli

MEP grubu sirasiyla agiklanmigtir.

4.12.1. MEP TiP I

Mikrosatellit Ekspresyon Profili TiP I (MEP TiP I) 16 cDNA Kkiitiiphanesinde ayni1
amplifikasyon paterni olusturan AGi amplikonlar1 bu grubu dahil edilmistir. Organ,
doku ve gelisme donemleri arasinda ayn1 amplifikasyon paternini olusturan amplikon
DNA dizlilerin arastirilmasi amaci ile agaroz jel elektroforesiz ¢aligmalarinda ayni
paterni olusturan ancak farkli kiitiiphanelerden alinan amplikonlara ait DNA dizileri
karsilagtirilmis veya bu amplikonlarin CAPS-mikrosatellit yontemi kullanilarak
farkliliklar1 arastirilmistir (Ince vd 2010b). Bu analizler yardimi ile MEP TiP 1 g
farkli alt gruba ayrilmistir.
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4.12.1.1. MEP TiP IA

Mikrosatellit lokusunun ¢cDNA amplikonlar1 ile genomik DNA amplikonu ayni
boyda ve ayni paternde ise bu grup MEP TiP IA’ya dahil edilmistir. AGi primer
setinin 60 adedinden 39’u (%65) cDNA ve genomik DNA arasinda ayni amplikon
paterni olusturmustur (Cizelge 4.54).

MEP TiP IA grubuna giren mikrosatellit alanlarinin iist veya alt kisimlarinda
cDNA ve genomik DNA amplikonlarina ait agaroz jel elektroforesiz ve CAPS-
mikrosatellit analizi sonuglarmma dayanarak intron veya intronlarin bulunmadigi
belirlenmistir. Bu tip ekspresyon paterni veren AGi primer setinin 10 adedi tiir
icerisinde (DS ve PM687 arasinda) polimorfik sonug¢ verirken 27 adedi tiirler arasi
(DS ve SA218 arasinda) polimorfik sonu¢ vermistir. Bu sonucun intron iceren
mikrosatellitlerin tiir icerisinde benzer genlerde bulunmasi nedeni ile daha az
polimorfik sonug¢ verirken tiirler arasinda daha fazla polimorfizm ortaya ¢ikardigi
seklinde yorumlanabilecegi diisiiniilmiistir. Ancak bu durumun teyit edilmesi
gerekmektedir. Sekil 4.19 ve 4.20’de 16 cDNA Kkiitiiphanesi ve genomik DNA’da
ayni biiylikliikte amplikon olusturan sirasiyla AGi015 ve AGi038 primerlerinin

agaroz jel goriintiisii sunulmustur.

Sekil 4.19. AGi015-MEP 1A paterni. AGiO15 primer setinin 16 cDNA ve genomik
DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla: 15 CGS, 36
CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve genc
yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, ¢i¢ek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36
CGS, 65 CGS olgunlasmamis tohumlar, olgun tohum, genomik DNA ve
PZR biiytikliik markiri
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Sekil 4.20. AGi038-MEP IA paterni. AGi038 primer seti ile 16 cDNA ve genomik
DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisti. Sirastyla: 15 CGS, 36
CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve
geng yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, cicek parcaciklari, kok, sap, 15
CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis tohumlar, olgun tohum, genomik
DNA ve PZR biiyiikliik markir

4.12.1.2. MEP TiP IB

Mikrosatellit lokuslarinin 16 ¢cDNA kiitliphanesinde ayni biiyiikliikte ve paternde
amplikon (Sekil 4.21) olusturmasina ragmen genomik DNA da daha biiyiik amplikon
olusturan mikrosatellitler MEP TiP IB grubuna alinmistir (Cizelge 4.54). Bu gruptaki
primer ¢iftlerinin hem 16 cDNA hem de genomik DNA amplikonlarinin restriksiyon
enzimleriyle kesilmesi durumunda cDNA’dan farkli olarak genomik DNA iizerinde
ekstra kesilmis biliyiik bant gorilintlilerinin varliginin introndan kaynaklandigi

gostermistir (Sekil 4.22).

Sekil 4.21. MEP TiP IB-AGi019. AGiO19 primer seti ile 16 cDNA ve genomik
DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiikliik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve genc yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagmamis
tohumlar, olgun tohum ve genomik DNA
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MEP TiP IB grubu mikrosatellitlerin kullanimiyla sekans karsilagtirma ¢aligmalar:
icin genomik DNA amplikonlarmin intron bdélgelerinin  gosterilebilecegi
diisiiniilmektedir. Daha once yapilan bazi ¢alismalarda da EST’lerden dizayn edilen
primer ¢iftlerinin genomik DNA amplikonlar1 iizerinde intronlarin bulundugu

gosterilmistir (Thiel vd 2003, Estany vd 2007, Cristanco ve Escobar 2008).

Sekil 4.22. MEP TiP IB-AGi028. AGi primer seti 16 cDNA ve genomik DNA’da
olusturdugu amplikonlarin Taq I restriksiyon enzimiyle kesiminin jel
gorilintiisii. Sirasiyla soldan saga 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar,
15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak,
tomurcuk, ¢icek pargaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
olgunlasgmamis tohumlar, olgun tohum, genomik DNA, PZR biiyiikliik
markiri

MEP TiP IB primer setlerinin amplifikasyonu hem ¢cDNA ve hem de genomik

DNA’da gerceklesmesi ancak farkli biiyiikliikte amplikonlarin elde edilmesi MEP

TiP IB grubu mikrosatellit alanlarmin yakinlarinda alternatif siplisin olaymin var

oldugunu isaret etmektedir (Ince vd 2010b). Ancak bu siplisin olaymnin alternatif

siplisin mi yoksa normal siplisin mi oldugunun arastirilmasi ile mikrosatellitlerin

siplisin olayi iizerindeki rollerinin gelecekte calisilabilecegi diistinlilmiistiir.

4.12.1.3. MEP TiP IC

Bu gruba dahil edilen mikrosatellitler 16 cDNA kiitiiphanesinde ayn1 biiyiikliikte
ve paternde amplikon olustururken genomik DNA’da iki amplikon olusturan AGi

primer setlerinden olusturulmustur (Cizelge 4.54 ve Sekil 4.23).
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MEP TiP IC grubunun varlig1 EST tabanli dizayn edilen mikrosatellit primerlerinin
genomik DNA iizerinde transkripsiyona ugramayan bolgelerinin de amplifikasyonunu
sagladigin1 gostermistir. Bu durumda EST tabanli primerlerin genomik DNA tabanli
analizlerde sadece ekson bolgelerine yonelik olmadigini intron bdlgelerinin de
¢ogaltimini sagladiginin gz oniinde tutulmasi gerektigini ortaya koymustur (Thiel vd

2003, Estany vd 2007).

Sekil 4.23. MEP TiP IC-AGi027. AGi027 primeri setinin 16 cDNA ve genomik
DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, cicek pargaciklari,
kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagmamis tohumlar, olgun
tohum ve genomik DNA

MEP TiP IC grubunun diger bir 6zelligi ise ayn1 primer setinin genomik DNA da
olusturdugu amplikonlardan birinin transkripsiyona dahil edilen boélgeleri digerinin
ise transkripsiyona alinmayan bolgelerdeki allellerin elde edilebilecegini gostermistir.
Diger bir soylemle MEP TiP IC grubu primer setleri cDNA ve gDNA iizerinde allelik
varyasyonlarin ve transkripsiyona alinan ve alinmayan allellerden kaynaklandigini

gostermektedir.

Bu grupta yer alan AGi021, AGi027, AGi032, AGil00 ve AGilll primer
ciftlerinin temsil ettigi bolgeler hem ekson hem de intron bolgelerini icermektedir. Bu
primer ¢iftlerinden 2 adedi genomik DNA’da iki amplikon olusturmus ve bir
amplikon biiyiikliigii cDNA biiyiikliigii ile ayn1 amplikon biiytikliigiine sahip oldugu
goriilmiistiir. Diger amplikonun ise farkli biiyiikliikte oldugu saptanmistir. Iki

genomik DNA amplikonunun farkli lokuslardan tiretilen amplikonlar oldugu ve bir
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lokusta bulunan amplikonun transkripsiyona ve translasyona ugrarken diger lokusta
bulunan mikrosatellit bdlgesinin transkripsiyona ve translasyona ugramadigi fikri
ortaya ¢ikmistir. MEP TiP IC grubuna dahil olan 5 primer setinin tiirler arasi

polimorfik sonu¢ verdigi bulunmustur.

4.12.2. MEP TiP 11

Mikrosatellit lokusuna ait amplikon paterninin 16 cDNA kiitiiphanesi igerisinde
varligi ya da yoklugu durumunda MEP TiP II grubu olusturulmustur (Cizelge 4.54).
Bu gruba dahil olan mikrosatellit lokuslarinda cDNA amplikonlar1 doku, organ ve
gelisme donemine O6zgli amplifikasyon gosterdikleri i¢in bazi dokulara ait
cDNA’larda mikrosatellit lokusunun varli§i bazilarinda ise yoklugu kiitiiphane

spesifik amplikonlar olarak degerlendirilmistir.

Bu grupta AGi014, AGi026, AGi047 ve AGi103 primer setlerinin amplikonlar1 yer
almistir. MEP TiP II grubuna dahil edilen bu primer ¢iftlerinin PZR ile ¢ogaltimi
sirasinda igsel kontrol (internal) olarak tiim cDNA’larda calistigi ve aymi1 boyda
monomorfik bant verdigi bilinen bir primer seti (AGi043 veya UBI) PZR
reaksiyonuna eklenmistir. Varlik/yokluk markir1 olarak karsimiza ¢ikan mikrosatellit
amplikonlarinin PZR’dan kaynaklanabilecek bir sorun nedeniyle mi yoksa gercek bir
yokluk markir1 olarak mi bulunduklar1 konusunda emin olabilmek i¢in aym1 PZR

reaksiyonu icerisinde internal primer seti kullanilmistir.

AGi014 primer seti ile AGi043 primer setinin internalli yapilan PZR sonucu 16
cDNA ve genomik DNA’da olusturdugu amplikonlarin agaroz jel paterni Sekil
4.26’da sunulmustur. AGi014 primer setinin yani sira internal kontrol olarak AGi043
primer seti 265 bp biiylikliiglinde monomorfik amplikonlar olusturmus bu ytizden 309
bp biyiikliglinde amplikon olusturan AGi014 primer seti ile rahatlikla

kullanilabilmistir.

Sekil 4.24’de de goriildigi gibi AGi014 primeri setinin kullanildigt PZR
sonucunda 65 CGS perikarp, 65 CGS plasenta, biitiin olgunlagmamis tohumlar (15,
36, 65 CGS) ve olgun tohum dokularinda bu mikrosatellit lokusunda amplifikasyon
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irtinli bulunmazken geri kalan doku organ ve gelisme donemlerine ait cDNA
kiitiiphanelerinde amplikon olusturdugu belirlenmistir. Burada her 6rnekte kullanilan
AGi043 primer setinin tiim ¢cDNA’larda olusturdugu PZR amplikonlar1 tiim cDNA
kiitiiphanelerinde yapilan PZR c¢alismalarinda bir problem olmadiginin kaniti

olmustur.

Sekil 4.24. MEP TiP II-AGiO14. AGi014 ve AGi043 primer setlerinin internalli
yapilan PZR sonucu 16 cDNA ve genomik DNA’da olusturdugu
amplikonlarin jel gorlintisii. Sirasiyla soldan saga PZR biiyiikliik
markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65
CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, cicek
parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis
tohumlar, olgun tohum ve genomik DNA

AGi026 primer seti 363 bp biiyiikliigliinde amplikon olusturdugu belirlendikten
sonra internal kontrol olarak yine 265 bp biiyiikliigiinde monomorfik amplikonlar
olusturan AGi043 primer setinin kullanilmasi 6ngoriilmiistiir. AGi026 primer seti ile
AGi043 primer seti ile internalli yapilan PZR sonucu 16 cDNA ve genomik DNA’da
olusturdugu amplikonlarin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.25°de verilmistir. Sekil
4.25’de goriildiigii gibi AGi026 primeri setinin kullanildigi PZR sonucunda geng ve
olgun yapraklarla birlikte tomurcuk, ¢icek parcaciklari, geng kok, sap ve biitiin tohum
dokularinda (15, 36, 65 CGS veya 5 yillik tohumlarda) bu mikrosatellit lokusunda
amplifikasyon {irlinii mevcutken geri kalan doku organ ve gelisme donemlerine ait
cDNA Kkiitiiphanelerinde amplikon olusturmadigi belirlenmistir. Bu primer seti
(AGi1026) ile birlikte ayn1 PZR reaksiyonu igerisinde kullanilan AGi043 primer
setinin tim cDNA’larda olusturdugu PZR amplikonlar1 ¢cDNA kiitiiphanelerinde

yapilan PZR reaksiyonlarinda bir problem olmadigini gostermistir.
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Sekil 4.25. MEP TiP II-AGi026. AGi1026 AGi043 primeri setlerinin internalli yapilan
PZR sonucu 16 cDNA ve genomik DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel
goriintiisii. Sirasiyla soldan saga 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15
CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak,
tomurcuk, c¢icek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
olgunlagmamis tohumlar, olgun tohum, genomik DNA ve PZR biiyiikliik
markiri

MEP TiP II grubunda yer alan mikrosatellitleri tagiyan genlerin organ, doku veya
gelisme donemlerinde farkli ekspresyon gosterdikleri ve bu farkliligin agaroz jel
elektroforez yonteminde varlik veya yokluk seklinde goriildiigii bu c¢aligmada
belirlenmistir. Ancak yokluk (amplikonlarin agaroz jelde goriilememis olmasi) bu
genlerin hi¢ ifade etmedigi seklinde yorumlanabilmesi ancak Real Time PZR
calismalari ile belirlenebilir. Ancak bu caligmada elde edilen verilerin mikrosatellit
iceren genlerin dokular arasinda farkli ifade olabileceklerini kesin bulgularla
gostermekte ve bu hali ile bu tez kapsaminda yaymlanmis bilimsel makale disinda
mikrosatellitler organ, doku veya gelisme donemlerine 6zgii ifade edildikleri yoniinde

baska bir ¢alisma bulunmamaktadir (Ince vd 2010d).

AGi047 primer setinin 251 bp biiylikliiglinde amplikon olusturdugu saptandiktan
sonra internal kontrol olarak 490 bp biiyiikliigiinde monomorfik amplikonlar
olusturan UBI primer setinin kullanilmigtir (Sekil 4.26). AGi047 primer setinin
kullanildig1 PZR sonucunda geng ve olgun yapraklarla birlikte tomurcuk dokusunda
bu mikrosatellit lokusunda amplifikasyon {iriinii yokken geri kalan doku organ ve
gelisme donemlerine ait cDNA kiitiiphanelerinde 251 bp biiyiikliigiinde amplikonun

varlig1 tespit edilmistir.
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AGi047 primer seti ile birlikte ayn1 PZR reaksiyonu igerisinde kullanilan UBI
primer setinin tim cDNA’larda olusturdugu PZR amplikonlari c¢cDNA
kiitiiphanelerinde yapilan PZR reaksiyonlarinda herhangi bir sorun olmadig
sonucunu vermistir. AGi047 amplikonunda bulunan genin mikrosatellit icerdigi

ancak bu genin biberde yaprak ve tomurcukta ifade etmedigi ongoriilmiistiir.

--“----——-_-—-—-—-

Sekil 4.26. AGi047 ve UBI primer seti ile internalli yapilan PZR. Sirasiyla soldan
saga PZR biiyiiklik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15
CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve genc yaprak, olgun yaprak,
tomurcuk, cigek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
olgunlasmamis tohumlar, olgun tohum, genomik DNA ve PZR biiyiikliik

markiri
AGi103 primer setinin cDNA kiitiiphaneleri iizerinde 289 ve 270 bp biiyiikliiglinde
iki adet amplikon olusturdugu gozlenmis, internal kontrol olarak 490 bp
bliyiikliiglinde monomorfik amplikonlar olusturan UBI primer setinin kullanilmasi
kararlastirilmistir. AGi103 primer seti ile 16 cDNA ve genomik DNA’da meydana

gelen amplikonlarin jel goriintlisti Sekil 4.27°de verilmistir.

AGi103 primer setinden alinan PZR sonucunda sadece 15 CGS plasenta
dokusunda bu mikrosatellit lokusunda 289 bp biiytlikliiglinde amplifikasyon {iriini
alinmazken geri kalan tim doku organ ve gelisme donemlerine ait cDNA
kiitiiphanelerinde iki adet (289-270 bp) biiyiikliiglinde amplifikasyon {iriiniiniin var
oldugu saptanmistir. Bu primer seti ile birlikte ayn1 PZR reaksiyonu igerisinde
kullanilan UBI primer setinin tiim cDNA’larda olusturdugu PZR amplikonlar1 cDNA

kiitliphanelerinde yapilan PZR reaksiyonlarinda herhangi bir sorun olmadigim
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gosterdigi gibi 15 CGS plasenta dokusunda 270 bp biiyiikliigiinde ikinci amplikonun
varhig1 dikkat ¢cekmistir.
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Sekil 4.27. MEP TiP 1I-AGi103. AGi1103 UBI3 primer setlerinin internalli yapilan
PZR sonucu 16 cDNA ve genomik DNA’da olusturdugu amplikonlarin
jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga PZR biiyiikliik markiri, 15 CGS, 36
CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve geng
yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, ¢igek pargaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36
CGS, 65 CGS olgunlasmamis tohumlar, olgun tohum, genomik DNA ve
PZR biiyiikliik markir

4.12.3. MEP TiP 111

Mikrosatellit lokusuna ait amplikon paterninde 16 farkli ¢cDNA kiitiiphanesi
icerisinde bazi cDNA kiitiiphanelerinde ekstra bant olugmasi (allelik varyasyon)
durumunda MEP TiP III grubu meydana getirilmistir (Cizelge 4.54). Bu gruba giren
mikrosatellit lokuslarinda cDNA amplikonlar1 doku, organ ve gelisme donemine 6zgii
amplifikasyon gosterdikleri i¢in bazi dokulara ait c¢cDNA’larda mikrosatellit
lokusunda bulunan ekstra bant doku, organ veya gelisme donemine 6zgli markir

olarak belirlenmistir.

MEP TiP III grubunda AGi013, AGi016 primer ¢iftleri gen¢ kdk dokusunda diger
dokulardan farkli biiyiikliikte ekstra amplikon meydana getirirken AGi046 primer seti
15 CGS plasenta dokusunda diger dokularda bulunmayan ekstra biiyiikliikte bir
amplikon olusturmustur. Bu gruba giren primer ¢iftlerinin cDNA ve genomik DNA
iizerinde olusturduklart amplikonlar ve bunlarin degerlendirilmesi sirasiyla

yapilmustir.
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AGi013 primer setinin 16 cDNA ve genomik DNA {izerinde olusturdugu
amplikonlarin metafor agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.30°da sunulmustur.
AGiO013 primer setinin mikrosatellit lokusunda 16 cDNA kiitiiphanesi kullanilarak
yapilan PZR sonucu toplam 5 adet amplikon (270, 264, 170, 164, 158 bp) olustugu
belirlenmis bunlardan 3 adedinin genomik DNA {izerinde yapilan PZR sonucunda da
elde edildigi saptanmistir. Geri kalan 2 amplikonun ise sadece gen¢ kok dokusuna

0zgii cDNA kiitiiphanesinde var oldugu tespit edilmistir.

Yapilan PZR’nunun metafor agaroz jel elektroforez sonucu AGiO13 primer seti ile
cogaltilan cDNA mikrosatellit lokusunda sadece gen¢ kok dokusunda 170, 164 ve
158 bp biiylikliigiinde 3 amplifikasyon iiriinii elde edilirken geri kalan tiim doku
organ ve gelisme donemlerine ait cDNA kiitiiphanelerinde 158 bp biiyiikliigiinde tek
amplifikasyon tiirlinii belirlenmistir. Bu primer seti genomik DNA {izerinde 270, 264

ve 158 bp biiyiikliigiinde amplikonlar olusturmustur (Sekil 4.28).

Sekil 4.28. MEP TiP III-AGi013. AGi0O13 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA ve genomik DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii.
Sirasiyla soldan saga PZR biiyiikliik markir1, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun
yaprak, tomurcuk, ¢i¢cek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
olgunlasmamis tohumlar, olgun tohum ve genomik DNA

AGi013 amplifikasyon profili incelendiginde genomik DNA’da ve diger cDNA
kiitiiphanelerinde yer almayan ancak gen¢ kok dokusunda bulunan amplikonlar
bulunmaktadir. Bu anlamda AGi013 primer seti kok dokusuna 6zgii amplikon verdigi
gorilmektedir. Bu c¢alismada botanik agidan incelendiginde digerlerinden oldukc¢a
farkl1 doku kok dokusudur. Bu durum genomik DNA iizerinde bulunan bir lokusun

15 farkli ¢cDNA kiitiiphanesinde benzer ekspresyon gostermesine ragmen kok
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dokusunda farkl ifade edebildigini gostermektedir. Ancak bu tiir gen regiilasyonunda
mikrosatellitlerin mi yoksa diger bazi regiilatér bolge veya genlerin mi etki ettigini
belirlemek i¢in daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ vardir (Dresselhaus vd 1999,
Ayers vd 1997, Bao vd 2002).

AGi016 primer seti kullanilarak 16 ¢cDNA kiitiiphanesinde yapilan PZR sonucu
165 ve 161 bp biiyiikliigiinde toplam 2 adet amplikon olustugu belirlenmis bunlardan
1 adedinin (161 bp) genomik DNA {izerinde de bulundugu saptanmistir. Sadece geng
kok dokusuna 6zgii cDNA kiitiiphanesinde var olan ekstra 165 bp biiytikliiglindeki
amplikon bu primer setinin ¢ogalttigi mikrosatellit lokusunda doku organ spesifik

MEP TiP III ekspresyon profilinin gostergesi olmustur (Sekil 4.29).

Sekil 4.29. MEP TiP II-AGi016. AGi016 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA ve genomik DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii.
Sirasiyla soldan saga PZR biiyiikliik markir1, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun
yaprak, tomurcuk, ¢icek parcaciklar, kok, sap, 15 CGS, , 36 CGS, 65
CGS olgunlasmamis tohumlar, olgun tohum, genomik DNA ve PZR
biiyiiklitk markir

AGi016 primeri seti ile cogaltilan Demre Sivrisi biber ¢esidinin genomik DNA’s1,
PM687 biber ¢esidi genomik DNA’s1, DS x PM687 genomik DNA’s1 ve SA36 biber
tiirii genomik DNA’s1 iizerinde olusturdugu amplikonlarda da amplikon blyiikligi
161 bp olarak kaydedilmistir. Bu durum AGi016 primer setinin kok dokusuna 6zgii
amplikonun genomik DNA’da olmadigi ancak genomik DNA lokusunun
transkripsiyonu sirasinda RNA edisyonu veya alternatif siplisin regiilasyonlar: ile
olusturuldugu seklinde yorumlanmistir. Ancak bu yorumun dogrulugunun ve
nedenlerinin bagka bir ¢alisma ile teyit edilmesi gerekmektedir (Lue vd 1989,

Dresselhaus vd 1999, Ayers vd 1997, Bao vd 2002, Krol vd 2007).
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AGi046 primer seti kullanilarak16 cDNA kullanilarak yapilan PZR sonucu 2 adet
amplikon olustugu (371 ve 368 bp) belirlenmis, bunlardan 368 bp biiyiikliigiinde
bulunan amplikonun genomik DNA iizerinde de var oldugu goriilmiistiir. Dokular
icerisinde yalnizca 15 CGS plasenta dokusuna ait cDNA kiitiiphanesinde var olan
ekstra 371 bp biiyiikliigiinde bulunan amplikon doku organ spesifik ekspresyon

profilini gostermistir.

AGi046 ekspresyon profiline benzer mikrosatellit ekspresyonu AGi013 ve AGi016
primer setlerinde de goriilmiistiir. Dolayis1 ile organ, doku veya gelisme donemlerine
0zgii bu ekspresyonlarin regiilasyon mekanizmalar1 bu {i¢ lokusta benzer oldugu
Oongoriilmiustiir. Mikrosatellit tekrar varyasyonunun celtik’te yapilan caligmalar da
amilaz igerigi ile iligkili olan waxy geninin 5’-UTR bolgesinde bulunan [GA/CT]
tekrar sayisinda meydana gelen degisimin genin transkripsiyonunu etkiledigini
gostermistir (Ayers vd 1997, Bao vd 2002). Ancak bu caligmada elde edilen organ,
doku ve gelisme donemlerine 6zgli polimorfizme benzer bir sonug literatiirde

bulunmamaktadir.

4.12.4. MEP TiP 1V

Kullanilan primer ¢iftlerinin ¢ogalttifi mikrosatellit lokusuna ait amplikon
paternlerinde 16 ¢cDNA kiitiiphanesi arasinda olusan amplikonlarin yogunluklarinin
farkli olmasi durumunda MEP TiP IV grubu olusturulmustur. Bu gruba giren
mikrosatellit lokuslarinda cDNA amplikonlart doku, organ ve gelisme donemine gore
farkli yogunlukta olduklari i¢in baz1 dokulara ait cDNA’larda mikrosatellit lokusunda
bulunan bant yogunluklar1 doku, organ veya gelisme donemine 06zgii ekspresyon

seviyesi farklilig1 olarak degerlendirilmistir.

MEP TiP IV grubunda AGi001, AGi002, AGil01, AGill6 primer ciftlerinin
olusturdugu amplikonlar yer almistir. Bu gruba giren primer c¢iftleri cDNA ve
genomik DNA  {izerinde olusturduklar1 amplikon  biiyiikliiklerine  gore
degerlendirilmis ve asagida belirtilen iki alt gruba ayrilmistir.
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4.12.4.1. MEP TiP IVA

Kullanilan mikrosatellit lokusuna ait amplikon paternlerinde cDNA ve genomik
DNA amplikon biiyiikliikkleri ayni boyda ancak cDNA kiitiiphaneleri arasinda
yogunluk farki olanlar MEP TiP IVA alt grubu olarak degerlendirilmistir. MEP Tip
IVA grubunda AGi065, AGil01 ve AGill8 primer c¢iftleri yer almistir (Cizelge
4.54). AGi065 primer setinin 16 ¢cDNA iizerinde olusturdugu amplikonlarin metafor
agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 4.30°de verilmistir. AGi065 primer setinin 16
cDNA Kkiitiiphanesi kullanilarak yapilan PZR analizleri sonucu 188 bp biiyiikliigiinde

bir amplikon olusturdugu goriilmiis ve genomik DNA {izerinde ayni1 bant paternini

bulundugu belirlenmistir.

Sekil 4.30. MEP TiP IVA-AGi065. AGi065 primer setinin yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiytikliik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve genc yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagmamig

tohumlar ve olgun tohum
AGi065 primer setinin perikarp ve plasentanin 65 CGS doneminde daha fazla
yogun amplikon olusturmasi ve bu fazla amplikon olusumun ii¢ farkli analizde de
belirgin olarak goriilmesi bu amplikonun temsil ettigi allelin biber meyvesinin olgun

donemlerinde daha fazla ifade edilen bir gen olabilecegi Ongorilmiistiir. Bu

ongoriiniin Real Time PZR analizleri ile teyit edilmesi gerekmektedir.

AGil01 primer setinin mikrosatellit lokusunda 16 cDNA Kkiitiiphanesi kullanilarak
yapilan PZR sonucu 181 bp biiyiikliigiinde bir adet amplikon olusturdugu goriilmiis
ve genomik DNA iizerinde ayn1 amplikon paterninin bulundugu belirlenmistir (Sekil

4.31).
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Sekil 4.31. MEP TiP IVA-AGil101. AGil01 primer seti ile AGil00 primer seti ile
internalli olarak yapilan PZR sonucu 16 cDNA’da olusturdugu
amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga PZR biiytikliik markir
15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, ¢icek parcaciklari,
kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis tohumlar ve olgun
tohum

AGil01 primer setinin dokular arasinda elde edilen amplikonlarin yogunluk
farkinin PZR’dan kaynaklanmadiginin kanit1 olarak AGi100 primer seti ile internalli
olarak yapilan PZR sonucu ¢ogaltilan AGil0l c¢cDNA mikrosatellit lokusunda
amplikon yogunluk farkliliklar1 degerlendirilmistir.

AGi101 primer setinin olusturdugu (Sekil 4.31) en yiiksek amplikon yogunlugu sap
dokusunda, 15 CGS perikarp ve gen¢ kok dokularinda tespit edilmistir. Diger
dokulardaki amplikon yogunluklar1 incelendiginde ise 15, 36 ve 65 CGS
olgunlagsmamis tohum, olgun tohum, 15 ve 36 CGS plasenta, gen¢ ve olgun yaprak
dokularinda esit miktarda dagilim gdstermistir. Diger taraftan en az amplikon
yogunlugu olanlar ise 65 CGS plasenta ve 65 CGS perikarp dokular1 olarak tespit
edilmistir. AGi101 primer seti ile ¢ogaltilan 15, 36 ve 65 CGS perikarp dokularinda
amplikon yogunluklar1 degisim gostermis, 15 CGS perikarp dokusundan elde edilen
amplikon yogunlugundan 65 CGS perikarp dokusu amplikon yogunluguna dogru

asamali olarak azalttig1 belirlenmistir.

AGi101  mikrosatellit —amplikonlarmin  farkli  ¢cDNA  kiitiiphanelerinde
olusturduklart farkli ekspresyon yogunluklar1 ve amplikonun genomik DNA’da var
olmast bu lokusun transkripsiyona alindigina ancak mRNA sentezinin 6zellikle sap,

15 CGS perikarp ve geng kok dokularinda oldukga yiiksek veya olusturulan
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mRNA’nin degredasyonunun bu dokularda olduk¢a yavas gergeklesirken yine ayni
mRNA’nin 65 CGS plasenta ve 65 CGS perikarp dokularinda daha kisa bir zamanda
degredasyonunun gerceklestigi veya ekspresyonunun daha yavas gerceklestigi
seklinde yorumlanmistir. Ancak bu Ongoriilerin teyit edilmesi gerekmektedir.
Toutenhoofd vd (1998) mikrosatellitlerin gen ifadesine etkilerini arastirmislar ve
ozellikle 5’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellitlerin gen transkripsiyonu iizerinde
ya da gen regiilasyonu iizerinde etki ettiklerini belirlemislerdir. Insanda bulunan
calmodulin-1 (hCALM 1) geninin 5’-UTR bolgesinde diizenli bir sekilde [CAG]7
tekrar1 sayisinda meydana gelen bir azalmanin gen ekspresyon seviyesini %45
azalttigi Toutenhoofd vd (1998) tarafindan bildirilmistir. Ancak bu tez calismasinda
AGi101 mikrosatellit tekrar igeriginde bir farklilik tespit edilemediginden farkli bir

gen regililasyon mekanizmasinin var oldugu 6ngoriilmiistiir.

AGill8 primer setinin mikrosatellit lokusunda 16 cDNA ve genomik DNA
tizerinde yapilan PZR sonucu 210 bp biiytlikliiglinde bir adet amplikon olusturdugu
saptanmistir. AGil18 primeri setinin kullanildigr PZR sonucunda en yiiksek miktarda
amplikon yogunlugu olusturan dokunun gen¢ yaprak dokusu oldugu saptanmistir.
Diger dokular igerisinde 36 CGS perikarp ve plasenta dokular1 ile 65 CGS
olgunlasmamis ve olgun tohum dokularinda en az amplikon yogunlugu elde

edilmistir.

4.12.4.2. MEP TiP IVB

Mikrosatellit ekspresyon profiline gore her dokuda amplikon olusturmasina
ragmen dokular arasinda amplikon yogunluklar1 arasinda fark bulundurarak bu gruba
giren primer ¢iftlerinin cDNA ve genomik DNA {izerinde olusturduklari amplikon
biiyiikliikleri farkli olanlar MEP TiP IVB alt grubuna dahil edilmistir (Cizelge 4.54).
MEP TiP IVB grubunda AGi001 ve AGi002 primerler setleri bu grup altinda yer

almustir.

AGi001 primer seti ile 16 cDNA kiitiiphanesi kullanilarak yapilan PZR sonucu bir
adet amplikon (180 bp) olusturdugu belirlenmistir. Genomik DNA {izerinde yapilan

tarama sonucu ise 1200 bp biiyiikliigiinde amplikon olusturdugu tespit edilmistir.

214



Genomik DNA ve cDNA biiyiikliikleri arasinda meydana gelen amplikon biiytikligi
farkinin  genomik  DNA  {izerinde intron  bdlgesinde  bulunmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiis ve bu 6ngorii sekans analizleri ve restriksiyon enzim

analizleri ile teyit edilmistir (Sekil 4.32).

Sekil 4.32. MEP TiP IVB-AGi001. AGi001 AGi043 primer setlerini internalli olarak
yapilan PZR sonucu 16 c¢DNA’da olusturdugu amplikonlarin jel
goriintiisii. Sirastyla soldan saga 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar,
15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve genc yaprak, olgun yaprak,
tomurcuk, cicek pargaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
olgunlagmamis tohumlar ve olgun tohum

AGi001 primer seti 180 bp biiyiikliigiinde amplikon olusturdugu belirlendikten
sonra doku, organ ve gelisme donemlerine gore meydana gelen amplikon
yogunluklarinin PZR kaynakli olmadigin1 gérmek i¢in internal kontrol olarak 265 bp
biiyiikliigliinde monomorfik amplikonlar olusturan AGi043 primer setinin
kullanilmistir. AGi001 primer setinin AGi043 primer seti ile internalli yapilan PZR
sonucu 16 cDNA iizerinde olusan amplikonlarin metafor agaroz jel elektroforez
goriintiisii Sekil 4.32’de sunulmustur. Agaroz jel analizleri ile kiitiiphaneler arasi

amplikon yogunluklarinin PZR hatas1 olmadig tespit edilmistir.

AGi001 primeri setinin kullanildig1 PZR sonucunda en yiiksek miktarda amplikon
yogunlugu olusturan dokularin gen¢ ve olgun yapraklar oldugu belirlenmis bu
dokular1 sap dokusunda meydana gelen amplikon yogunlugu takip etmistir. Geri
kalan dokular icerisinde tomurcuk ve ¢icek parcaciklari dokulara ait amplikon
yogunlugu digerlerine gore yiiksek miktarda elde edildigi halde perikarp, plasenta,
kok, olgunlasmamis ve olgun tohum dokularinda ¢ok az seviyede amplikon

yogunlugu elde edilmistir.
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AGi002 primer seti ile 16 cDNA Kkiitliphanesi kullanilarak yapilan PZR sonucu 245
bp biiylikliiglinde bir adet amplikon meydana getirdigi genomik DNA iizerinde ise
1500 bp biiyiikliigiinde amplikon olusturdugu saptanmistir. AGi001 primer setinde
oldugu gibi genomik DNA ve cDNA arasindaki amplikon biyiikliigii farki genomik
DNA iizerinde intron boélgelerinin varligi nedeniyle olusan amplikonlarin biiyiik
oldugu sonucuna varilmistir. AGi002 primer seti doku, organ ve gelisme donemlerine
gore elde edilen amplikon yogunluklar1 farkinin PZR reaksiyon hatasi nedeniyle
olmadigini belirlemek i¢in internal kontrol olarak 490 bp biiyiikliiglinde monomorfik
amplikonlar olusturan ilk olarak UBI primer seti (Sekil 4.33) kullanilmistir. Internal
kontrol olarak kullanilan UBI primer seti ve AGi002 primer setlerinin olusturdugu
amplikonlarin incelenmesi ile yine yogunluk farkinin PZR hatasi olmadigi tespit

edilmistir.

Sekil 4.33. MEP TiP IVB-AGi002. AGi002 ve UBI3 primer setlerinin yapilan PZR
sonucu 16 cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintlisii. Sirastyla
soldan saga PZR biiyiiklik markirn, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun
yaprak, tomurcuk, ¢i¢ek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
olgunlagmamis tohumlar, olgun tohum, PZR biiyiiklik markir1 ve
genomik DNA

AGi002 primer setinin kullanildigi PZR sonucunda elde edilen bulgulara gére en
yiiksek miktarda amplikon yogunlugu AGiOO1’den elde edilen sonuglarla benzer
sonuglar vererek genc ve olgun yapraklarda goézlenmis bu dokular sap, tomurcuk,

cicek parcaciklart dokularinda olusan amplikon yogunlugu izlenmistir. Geri kalan
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dokular icerisinde perikarp, plasenta, kok, olgunlagmamis ve olgun tohum
dokularinda ya hi¢ ya da ¢ok az seviyede amplikon yogunlugu saptanmistir (Sekil
4.33).

4.12.5. MEP TiP V

Mikrosatellit lokusuna ait amplikon paterninin 16 cDNA kiitiiphanesi igerisinde
tekrar sayis1 farkliligi durumunda meydana gelen polimorfik amplikon profili MEP
TiP V grubu mikrosatellit ekspresyon profile ad1 altinda incelenmistir (Cizelge 4.54).
Bu gruba dahil olan mikrosatellit lokuslarinda cDNA amplikonlar1 doku, organ ve
gelisme donemine O6zgli amplifikasyon gosterdikleri i¢in bazi dokulara ait
cDNA’larda mikrosatellit lokusunun farkli amplikon sayist1 ve farkli amplikon

bliytlikliigli nedeni ile MEP TiP V grubu olusturulmustur.

AGi primer setlerinden AGi010, AGi030, AGi039, AGi041, AGi064, AGi070,
AGi078, AGi090, AGi091, AGi094 ve AGil17 bu grupta yerini almistir. MEP TiP V
ekspresyon profiline giren bu grup diger bazi ekspresyon profillerinde oldugu gibi iki
alt gruba ayrilmistir (MEP TiP VA ve MEP TiP VB).

4.12.5.1. MEP TiP VA

Bu alt grupta yer alan primer ciftlerinin cDNA ve genomik DNA {izerinde
olusturduklar1 amplifikasyon triinlerinin biiyiikliikleri ayn1 ama bazi dokulara 6zgii
ve genomik DNA’da bir lokusun varlig1r veya yoklugu dikkati ¢ekmistir. Bu grupta
AGi010, AGi030, AGi039, AGi070, AGi078 ve AGi094 primer ciftlerinin
olusturdugu amplikonlar yer almaktadir.

AGi010 primer setinin olusturdugu toplam 3 adet amplikondan 290 bp
biiyiikliigiinde bulunan en kiigiik amplikon sadece genomik DNA ve c¢icek
parcaciklarina ait cDNA kiitiiphanesinde var oldugu tespit edilmistir. Tiim cDNA
kiitiiphanelerinde ve genomik DNA {izerinde etkin sekilde 305 bp biiyiikliigiinde
amplikonun var oldugu goriilmiistiir. Ayrica 320 bp biiyiikliigiinde elde edilen
amplikonun biitiin olgunlagsmamis tohum (15, 36, 65 CGS) dokularinda, bes yillik
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olgun tohum, sap ve tiim perikarp dokularinda (15, 36, 65 CGS) bulundugu tespit
edilmistir (Sekil 4.34).

Sekil 4.34. MEP TiP VA-AGi010. AGi010 primer setlerinin yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS
plasentalar ve geng¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk, c¢igek parcaciklari,
kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagmamis tohumlar, PZR
biiyiikliik markir1 ve genomik DNA

AGi010 primer setinin genomik DNA kalip olarak kullanildiginda toplam 3 adet
amplikon verdigi ancak bu amplikonlardan birinin hi¢cbir cDNA’da bulunmamasi
nedeni ile bu allelin transkripsiyona alinmadigi ongdriilmiistiir. Genomik DNA
tizerinde bulunan diger iki amplikon ise organ, doku veya gelisme donemleri
acisindan baz1 kiitliphanelerde yer almig ve bazi kiitiiphanelerde ise tespit
edilememistir.  Bu  durum cDNA  Kkiitiiphanelerinde  genomik  DNA
kontaminasyonunun bulunmadigini teyit etmesi yaninda transkripsiyona alinan

mikrosatellit lokuslarinin ¢ok allelli olduklarin1 da gostermektedir.

AGi030 primer seti kullanilarak yapilan PZR c¢alismalar1 sonucunda agaroz jel
elektroforez islemi sonucu elde edilen goriintiisiinde toplam 3 adet (356, 344, 342 bp)
amplikon olustugu tespit edilmistir (Sekil 4.35). AGi030 primer setiyle elde edilen 3
amplikondan sadece 2 adedinin (356 bp, 344 bp) 36 CGS plasenta, geng yaprak, ¢cicek
parcaciklari, kok, 65 CGS olgunlasmamis tohum ve 5 yillik olgun tohum dokularinda
mevcut oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan 3 amplikondan sadece biri (344 bp) 36
ve 65 CGS perikarp, 15 ve 65 CGS plasenta, olgun yaprak, ¢icek tomurcugu, 15 ve
36 CGS olgunlasmamis tohum dokularinda saptanmistir. Sap dokusu iizerinde 342 bp
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biiyiikliigiinde bir amplikon meydana getirirken 15 CGS perikarp iizerinde sadece
356 bp biiyiikliigiinde bir amplikon olusturmustur.

Sekil 4.35. MEP TiP VA-AGi030. AGi030 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiikliik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagsmamis
tohumlar, olgun tohum, PZR biiyiikliik markir1 ve genomik DNA

MEP TiP VA mikrosatellit profiline dahil edilen AGi030 primer seti diger MEP
setlerinden farkli olarak mikrosatellit DNA’nin ¢cDNA kiitiiphanelerinde etkin bir
allelik polimorfizm olusturabilecegini ve polimorfizmin varlik veya yokluk, veya
amplikon densitesi yaninda tekrar farklari ile organ, doku veya gelisme dénemlerine

0zgii polimorfizm olusturabilecegini gdstermesi bakimindan 6nemlidir.

AGi039 primer seti kullanildiginda PZR’de toplam 3 adet (240, 219 ve 208 bp)
amplikon olusturmus ve en kii¢iik amplikon olan 208 bp biiyiikliigiinde bulunan
amplikonun tomurcuk ve ¢igek parcaciklarina ait cDNA kiitliiphanesinde var olmadig1
saptanmistir (Sekil 4.36). AGi039 primer seti kullanilan tiim cDNA Kkiitiiphanelerinde
ve genomik DNA iizerinde etkin sekilde 240, 219 bp biiyiikliigiinde amplikonlar
olusturmustur. AGi039 primer seti ile ¢ogaltilmis olan transkriptlerin temsil ettigi iki
farkli genin veya homolog genlerin biitlin kiitliphanelerde ekspresyonunun
gerceklestirildigi, ticlincii bir allel veya genin ise belirli organ doku veya gelisme
donemine 6zgii ifade ettigini gostermistir. AGi039 primer setinin olusturdugu 3.
allelde c¢igek, tomurcuk, kok dokular1 ile 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis
tohum ve 5 yillik olgun tohum dokularinda mikrosatellit igeren bir transkript

tiretmedikleri tespit edilmistir.
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Sekil 4.36. MEP TiP VA-AGi039. AGi039 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiiklik markir1, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cigek pargaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagmamis
tohumlar, olgun tohum, genomik DNA ve PZR biiyiikliik markirt

AGi070 primer setinin cDNA kiitiiphaneleri iizerinde 269 ve 259 bp biiyiikliiglinde
toplam 2 adet amplikon olusturdugu belirlenmistir. Geng yaprak, ¢i¢cek tomurcugu,
cicek parcgaciklari, kok, olgun tohum ve genomik DNA iizerinde her iki amplikonun
bulundugu saptanmustir (Sekil 4.37). Sadece 15 CGS perikarp dokusu haricinde
bulunan biitiin dokularda 259 bp biiyiikliigiinde bulunan kiigiik bant bulunmustur.
AGi070 primer setiyle cogaltilan dokulardan yalnizca 15 CGS perikarp dokusuna ait
cDNA kiitiiphanesinden 269 bp biiyiikliigiinde tek amplikon elde edilmistir. AGi070
primer setinin amplifikasyon profili yoniinden AGi030 primer setine benzedigi ancak

AGi030 amplikonlarinin daha fazla polimorfik olduklari tespit edilmistir.

Sekil 4.37. MEP TiP VA-AGi070. AGi070 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiiklikk markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagsmamis
tohumlar, olgun tohum ve PZR biiytikliik markir
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AGi078 primer seti ile ¢ogaltilan cDNA Kkiitiiphanelerinde 2 adet amplikon elde
edilmistir. Amplikon biiyiikliikleri 260 bp ve 250 bp olarak belirlenmis, yalnizca 15
CGS perikarp dokusuna ait cDNA kiitiiphanesi de amplikon yogunlugu yiiksek 260
bp biiyiikliigiinde tek bir amplikon belirlenmistir. AGi078 primer setiyle elde edilen
cift amplikonlarin ise (260 bp, 250 bp) 36 CGS plasenta, gen¢ yaprak, cicek
parcaciklar1 ve kok dokularinda var oldugu saptanmistir (Sekil 4.38).

Sekil 4.38. MEP TiP VA-AGi078. AGi078 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiiklikk markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis
tohum, olgun tohum ve PZR biiylikliik markiri

Dokular igerisinde AGi078 primer seti ile 36 CGS plasenta dokusunda 260 bp
biiyiikliigiinde bulunan amplikon yogunlugu yiiksek iken 250 bp biiyiikligiinde
bulunan amplikon yogunlugu alt seviyede oldugu belirlenmistir. Cigek tomurcugu ve
kok dokularinda her iki amplikon yogunlugunun birbirine esit diizeyde amplifiye
oldugu gozlenmistir. Geri kalan dokularda ise 250 bp biiyiikliigiinde bir amplikon
meydana geldigi belirlenmistir. Amplikonlar icerisinde 36 CGS plasenta amplikonlari
dikkat ¢cekmektedir. Bu dokuda her iki amplikon farkli diizeyde ifade etmisken diger
dokularda ya esit diizeylerde yada allellerden sadece bir ifade edilmektedir. Biberde
ciceklenmeden 36 giin sonras1 donem gerek meyve gerekse tohum fizyolojisi
acisindan kritik bir donem olmasi nedeni ile bu amplifikasyon paterni dikkati

cekmektedir (Portis vd 1999).

AGi094 primer setinin cDNA kiitiiphaneleri iizerinde toplam 2 adet amplikon (156
ve 146 bp) olusturdugu belirlenmistir. Sadece 15 CGS perikarp dokusu haricinde
bulunan biitiin dokularda 146 bp biiyiikliigiinde bulunan kii¢iik boyutlu tek amplikon
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bulunmustur. AGi094 primer setiyle ¢ogaltilan cDNA kiitiiphanelerinden yalnizca 15
CGS perikarp dokusuna ait ¢cDNA Kkiitiiphanesinden 156 bp biiyiikliigiinde tek
amplikon elde edilmistir (Sekil 4.39).

AGi094 primer seti ile ¢ogaltilan transkriptin temsil ettigi genin iki farkli alleli
oldugu bu allellerden birinin sadece 15 CGS perikarpta transkripsiyona alindig1 diger
allelin ise 15 CGS perikarp disindaki biitiin organ, doku veya gelisme doneminde var
oldugunun tespiti ile AGi094 primer setinin biber kiitliphanelerinden 15 CGS
perikarpa ait kiitiiphanenin teshisinde kullanilabilecegi Ongoriilmiis ve bu tiir

mikrosatellit analizlerinin ise doku fingerprinting kullanilabilecegi ongoériilmiistiir.

Sekil 4.39. MEP TiP VA-AGi094. AGi094 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiikliik markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve geng yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis
tohumlar, olgun tohum ve PZR biiyiikliikk markir1

4.12.5.2. MEP TiP VB

MEP TiP VB grubunda yer alan primer setlerinin cDNA ve genomik DNA
tizerinde olusturduklar1 amplifikasyon iriinlerinin biiyiikliikklerinin birbirinden farkli
oldugu saptanmistir. Bu grupta AGi041, AGi064, AGi090, AGi091 ve AGill7
primer setlerinin amplifikasyon iiriinleri yer almaktadir (Cizelge 4.54). AGi041
primer seti tim cDNA kiitiiphaneleri iizerinde toplam 3 adet amplikon (221, 165 ve

148 bp) olusturmustur (Sekil 4.40).

AGi041 primer seti sap dokusuna ait cDNA kiitiiphanesinde 221 bp biiyiikliigiinde
olusturdugu amplikon yogunlugunun yiiksek seviyede oldugu saptanmistir. Ayni
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amplikon icin 15 CGS ve 65 CGS perikarp, 36 CGS ve 65 CGS plasenta, ¢icek
tomurcugu, 65 CGS tohum ve olgun tohum dokularinda orta seviyede 15 CGS
plasenta ve geng¢ yaprak dokularinda ise bazal seviyede amplikon yogunluguna sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Bu amplikonun 36 CGS perikarp, olgun yaprak, cicek
tomurcugu, kok, 15 CGS ve 36 CGS olgunlasmamis tohum dokularinda var olmadigi
tespit edilmistir. Ayrica genomik DNA iizerinde de 221 bp biyiikliigiinde bir

amplikon olugturmamaistir.

Sekil 4.40. MEP TiP VB-AGi041. AGi041 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirastyla soldan saga
PZR biiyiikliik markir1, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve geng yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek pargaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlasmamis
tohum, olgun tohum ve genomik DNA, PZR biiyiikliik markiri

AGi041 primer seti kullanilarak tiim cDNA kiitiiphanelerinde elde edilen 165 bp
blyiikliglindeki amplikon biitiin dokularda yiiksek seviyede amplifikasyon
olusturmugken genomik DNA iizerinde de bu biiyiiklikte bir amplikon
olusturmamistir. Ayrica sadece 65 CGS perikarp, 65 CGS plasenta, geng yaprak, kok,
sap, 65 CGS olgunlasmamis tohum ve olgun tohum dokularinda mevcut olmayan
diger dokularda ise bazal diizeyde ifade bulan 148 bp biiyiikliigiinde tgiincii
amplikonun var oldugu saptanmistir. Genomik DNA iizerinde ise tiim tarama
sonuclar1 dikkate alinarak sadece 305 bp biiyiikliiglinde bir amplikon olusturdugu

tespit edilmistir.

AGi041 primer setinin olusturdugu amplikonlar incelendiginde genomik DNA’da
olmayan ancak cDNA bulunan amplikonlarin varlig1 dikkati ¢cekmektedir. Bu farklilik

caligmada kullanilan ¢cDNA kiitiiphanelerinde genomik DNA kontaminasyonunun
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olmadigin1 gostermesi yaninda mikrosatellitlerin gen regiilasyonunda gorev
aldiklarim1 da gostermektedir. Genomik DNA’da biiyiik bir amplikonun ¢cDNA’da
daha kii¢iik ve polimorfik amplikonlarin varligi mikrosatellit alaninin bu allellerin
UTR bolgesinde oldugu isaret etmektedir. Hulzink vd (2002) arastirmalarinda ntp303
geninin 5’-UTR bdlgesinde bulunan mikrosatellitlerin transkripsiyon etkinliginin
diizenlenmesinde onemli rol oynadigini gostermislerdir. Martienssen ve Colot (2001)
Arabidopsis genlerinin 5’-UTR bolgelerinde bulunan [AG]n tekrarlarinin bu genlerin

antisens transkripsiyonunu etkiledigini tespit etmislerdir.

AGi064 primer seti cDNA kiitiiphaneleri iizerinde toplamda 4 adet amplikon (172,
170, 166 ve 164 bp) iiretirken genomik DNA {izerinde 1439 bp biiyiikliigiinde
yalnizca bir adet amplikon olusturdugu tespit edilmistir. ¢cDNA kiitiiphaneleri
tizerinde AGi064 primer seti ile yapilan PZR ¢aligmalar1 sonucu 15 CGS perikarp,
kok ve olgun tohum dokularinda 4 amplikon profili yer alirken 15 ve 36 CGS
plasenta, geng¢ yaprak ve sap dokularinda 3 amplikon profili yer almistir. Geri kalan

dokularin tamaminda ise ¢ift amplikon profili gézlenmistir.

AGi064 primer seti ile cogaltilan cDNA kiitiiphanelerinin tamaminda en yogun sap
dokusunda olmak iizere 172 bp biiyiikliigiinde amplikonun varlii saptanmistir.
Perikarp dokusundan 15 CGS gelisme donemine ait cDNA kiitiiphanesinin yani sira
15 ve 36 CGS plasenta, geng yaprak, kok, sap ve olgun tohum dokularinda en yogun
sap dokusunda olmak {izere diger dokularda bazal seviyede 170 bp biiyiikliigiinde
ikinci amplikonun var oldugu goriilmiistiir. cDNA kiitiiphanelerinin olusturuldugu
dokularin tamaminda yiiksek yogunlukta 166 bp biiyiikliigiinde amplikon oldugu
tespit edilmistir. Dordiincii 164 bp biiytikliiglinde olan amplikonun sadece 15 CGS

perikarp, geng kok ve olgun tohum dokularinda var oldugu belirlenmistir.

AGi090 primer seti cDNA kiitiiphaneleri iizerinde 4 amplikon iiretmis ve amplikon
biiyiikliikleri 280, 277, 270 ve 268 bp arasinda degismistir. Genomik DNA {izerinde
ise 2000 bp biiyiikliglinde bir adet amplikon olusturdugu goriilmiistiir. AGi090
primer seti ile 15 CGS perikarp, 15 ve 36 CGS plasenta, ve sap dokularinda 3

amplikon profili geri kalan dokularda ise 2 amplikon profili gézlenmistir. Bu primer
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seti ile ¢ogaltilan cDNA kiitiiphanelerinden sap dokusuna ait cDNA kiitiiphanesinde
280 ve 277 bp biiyiikliigiinde amplikonlar yogun diger dokularin genelinde ise 270 bp

bliylikliiglinde bulunan amplikonlar daha yogun oldugu belirlenmistir.

AGi090 primer seti ile 15 CGS gelisme doneminde bulunan perikarp dokusunun
cDNA kiitiiphanesi haricinde bulunan tiim c¢DNA kiitiiphanelerinde 280 bp
blyiikliglinde amplikon varhigi tespit edilmistir. Analiz edilen tim c¢DNA
kiitiiphanelerinde 270 bp biyiikligiinde bulunan amplikonun mevcut oldugu
saptanirken 277 bp biiyiikliigiinde olan amplikonun yalnizca 15 CGS perikarp, 15 ve
36 CGS plasenta ve sap dokularinda bulundugu goriilmiistir. Yine 268 bp
bliytikliiglinde bulunan amplikonun sadece 15 CGS perikarp ve kok dokularinda var
oldugu tespit edilmistir.

AGi091 primer seti ¢alismada kullanilan cDNA kiitliphaneleri iizerinde 275, 273,
256 ve 254 bp olarak toplam 4 amplikon meydana c¢ikarmistir. Genomik DNA
tizerinde ise ¢ift amplikon (1600 ve 800 bp) olusturdugu saptanmistir. Yapilan PZR
analizi elde edilen sonuglara gore sadece 15 CGS perikarp dokusunda 3 amplikon
diger dokularda ise 2 bant profili gézlenmistir. Bu primer seti ile 15 CGS perikarp
dokusu haricinde bulunan biitiin ¢cDNA kiitliiphanelerinde 275 bp biiyiikliigiinde
amplikonun var oldugu belirlenirken yalnizca 15 CGS perikarp dokusu tizerinde 273
bp ve 254 bp biiyiikliigiinde amplikonlarin mevcut oldugu saptanmistir. Tiim cDNA
kiitiiphanelerinde ise 256 bp biiyiikliiglinde bulunan amplikon tespit edilmistir.

AGi091 primer seti ile analiz edilen cDNA kiitiiphanelerinden sap dokusuna ve 15,
36 CGS plasenta dokularina ait cDNA Kkiitiiphanesinde 275 bp biiyiikliigiinde
amplikonlar yogun iken 36, 65 CGS perikarp, gen¢ yaprak ve olgun tohum
dokularinda 256 bp biiyiikliiglindeki amplikonlarin digerlerine gére yogun oldugu
saptanmistir. Bunlarin haricinde kalan c¢cDNA Kkiitliphanelerinde ise amplikon

yogunlugu birbirlerine esit diizeyde oldugu belirlenmistir.

AGil117 primer setinin cDNA Kkiitiiphaneleri iizerinde 312, 302 ve 290 bp
biiyiikliigiinde 3 adet amplikon olusturdugu goriilmiistiir. Tiim perikarp dokular1 basta
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olmak iizere 36 CGS plasenta, sap ve olgun tohum dokularinda en yiiksek yogunlukta
290 bp biiyiikliigiinde bulunan amplikon yogunlugu bulunurken diger dokularda bu
amplikon yogunlugu daha az ve birbirlerine esit olarak saptanmistir (Sekil 4.41). Bir
diger amplikon olan 312 bp biiyiikliiglinde elde edilen amplikon ise olgun yaprak,
cicek tomurcugu ve ¢igek parcaciklari dokular1 haricinde kalan tiim dokularda bazal

diizeyde amplifikasyon gostermistir (Sekil 4.41).

Sekil 4.41. MEP TiP VB-AGill7. AGill7 primer seti ile yapilan PZR sonucu 16
cDNA’da olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii. Sirasiyla soldan saga
PZR biiyiiklikk markiri, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS perikarplar, 15 CGS,
36 CGS, 65 CGS plasentalar ve gen¢ yaprak, olgun yaprak, tomurcuk,
cicek parcaciklari, kok, sap, 15 CGS, 36 CGS, 65 CGS olgunlagsmamis
tohum ve genomik DNA
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Cizelge 4.54. MEP gore mikrosatellit primer ¢iftlerinin dagilimi

TIPIA  AGi003 [CTTCl, TIP IB AGi044 [CTlo
TIPIA  AGi004 | [AT]1, TIP IB AGi049 [CCTCT],
TIPIA  AGi005 [TGCAAA], TIP IB AGi051 [CTTC]s
TIPIA  AGi007 [AATT], TIP IB AGi053 [AT]y0
TIPIA  AGiO12 [AAAAAT], TIP IB AGi060 [ATA],
TIPIA  AGi015 [AAAG], TIP IB AGi062 [TCT]s
TIPIA  AGi008 [ATl; TIP IB AGi071 [CCACGA],
TIPIA  AGi009 | [GATT]s TIP IB AGi083 [CAT]
TIPIA  AGi020 [AAGG], TIP IB AGi088 [CT]
TIPIA  AGi023 [CAA]; TIP IB AGi092 [CAT]s
TIPIA  AGi029 [ATCA], TIP IB AGi095 [CAT]
TIPIA  AGi031 ' [AGA]; TIP IB AGi102 [GGA] 4
TIPIA  AGi033 [CAA] TIP IB AGi105 [GAA]»
TIPIA  AGi038 [GAAGAG_TGA],; TIPIC AGi021 [TTTA]4
TIPIA  AGi042 [AAC], TIP IC AGi027 [TTTA],
TIPIA  AGi043 [GTlyo TIP IC AGi032 [CTT]y0
TIPIA  AGi045 [CAA]; TIP IC AGil100 [TTClyo
TIPIA  AGi048 [TTC]; TIP IC AGilll [CTlis
TIPIA  AGi052 [AGA], TIPIA  AGi014 [AT]5
TIPIA  AGi054 [TTC]; TIP A | AGi026 [ACC],
TIPIA  AGi055 [AAAACA];s TIP ITA  AGi047 [TTCT]s
TIPIA  AGi056 [AGA], TIP A | AGil03 [AG]o
TIPIA  AGi057 [ATT.AAG]s, TIP III AGi013 [ACACAG];s
TIPIA  AGi068 [TTG]s TIP 11T AGi016 [AATT]s
TIPIA  AGi080 [CAT], TIP III AGi046 [TAA],
TIPIA  AGi086 [CTGl3 TIPIVA  AGi001 [TCT],
TIPIA  AGi096 [CAT], TIPIVA AGi002 [TCT],
TIPIA  AGi098 [AGA];» TIPIVB  AGi065 [TAAT]s
TIPIA  AGil04 [CTGl; TIPIVB  AGil01 [TCA]3
TIPIA  AGi108 ' [CAA]; TIPIVB | AGill8 [TCT],
TIPIA  AGill10 [TCA]; TIP VA  AGi010 [TTCGGG],4
TIPIA  AGill12 | [ATC]se TIP VA | AGi030 [CA]
TIPIA  AGill3 [CAA]. TIP VA AGi039 [CCCGAA]s
TIPIA  AGill5 [TCAl TIP VA  AGi070 [CT]4
TIPIA  AGil120 [TTTTC], TIP VA  AGi078 [CA]n
TIPIA  AGil21 | [CA];s TIP VA  AGi0% [CT]i4
TIPIA  AGil24 [AT]y TIP VB  AGi041 [TA];s
TIPIA  AGil126 [TGA], TIP VB | AGi064 [TClis
TIPIA  AGil27 [ATle TIP VB  AGi090 [TClis
TIPIB  AGi019 [AAG], TIP VB | AGi091 [TClis
TIPIB  AGi028 [CTGCTC]4 TIP VB  AGill7 [TTTC],

TIPIB  AGi040 [CGTGAC],
MEP: mikrosatellit ekspresyon profili, MB: mikrosatellit motif bolgesi
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4.13. MEP Grubu Amplikonlarin Sekans Analizleri

AGi mikrosatellit primer setlerinin 16 cDNA ve genomik DNA {izerinde
olusturduklar1 paternlere gore belirlenmis olan MEP gruplarinin karakterizasyonu i¢in
kiitiiphaneler icerisinde polimorfizm gosteren amplikonlar klonlanarak sekans dizileri
belirlenmis ve biyoinformatik yaklagimlarla MEP gruplarinin karakterizasyonu

gerceklestirilmistir.

4.13.1. MEP grubu amplikonlarin klonlanmasi

MEP gruplarindan klonlanmasi planlanan amplikonlar uygun AGi primer seti ile 4
tekerriirlii PZR ¢alismalan yiiriitilmiis ve agaroz jel elektroforez goriintiisii elde
edilmistir (Sekil 4.42). Agaroz jel elektroforez goriintiisiinde tek bant olmasi ve
spesifik olmayan amplikonlarin elimine edilmesi tiim klonlama ¢alismalarinin basarilt
bir sekilde gerceklestirilmesi i¢in énemlidir. Agaroz jelde birden fazla bant profilinin
gozlenmesi ya da beklenen biiylikliikte amplikonlarin bulunmamasi durumunda
caligmanin tekrar yapilmasi zorunluluktur. Klonlama asamasinda her zaman vektore
kiigiik amplikonlarin entegrasyonu daha etkin bir sekilde gergeklestigi i¢in ¢aligmada
iki amplikon iireten cDNA kiitiiphanelerine ait amplikonlar jelden ayr1 ayr1 alinarak

farkli PZR caligmalarinda tekrar ¢ogaltilmis ve ayr1 vektorlere transfer edilmistir.

Sekil 4.42. MEP gruplarinin klon amacl 4°1ii PZR amplifikasyonlari

Transformantlar1 (vektor + insert) tasiyan rekombinant bakteri kolonilerinin
seciminde LB Amfisilin Kati (pH 7.5) ortamina ilave edilen IPTG ve Xgal
kimyasallarindan yararlanilmistir. Ortama ilave edilen IPTG’nin Beta-galaktosidaz
genini transkripsiyonunu tesvik ederek olusan enzimin Xgal’1 substrat olarak kullanip

parcalanmasi ile bu substrattin mavi renk olusturdugu bilinmektedir.

Mikrosatellit amplikonlarinin [-galaktosidaz geninin igerisine yerlesmesi ile

insersionel inaktivasyon gerceklestigi icin Xgal substrati pargalanmamis ve beyaz
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koloniler olusmustur (Sekil 4.43). Beyaz renkli koloni {izerinde insert tagiyan vektori
bulunduran bakteri kolonisi oldugu i¢in kat1 plaka ortamindan bir lup yardimiyla

alinarak Amfisilin igeren LB s1v1 (pH 7.5) kiiltiiriinde ¢ogaltilmistir.

Sekil 4.43. Insert pozitif klonlarm mavi-beyaz analiz yontemi ile segimi

Kullanilan transformasyon sisteminde beyaz koloniler {izerinden se¢im yapildigi
icin herhangi bir sekilde klonlanmak istenen gen pargacigmi kirilmasi ve aktarim
sirasinda bu kirilan pargalardan yalnizca birinin transfer olmasi ve renk ile se¢im
yapildiginda hatali sonuglar alinabilmesi gibi durumlar i¢in hedeflenen DNA’nin
aktarilip aktarilmadiginin belirlenmesi zorunluluk arz etmistir. Transformantlarin
hedeflenen mikrosatellit bolgesini dogru igerip icermediginin teyidi i¢cin hem PZR

yontemi hem de restriksiyon enzim yontemi kullanilmistir.

Teyit yontemlerinden ilki olan PZR yonteminde Fermentas Tag DNA polimeraz
enzimi kullanilarak her lokusu temsil eden primer c¢iftleri kullanilarak PZR
yapilmistir. Plazmit DNA ekstraksiyonu yapilip 100 pl eliisyon ¢ozeltisi igerisinde
¢oziilen DNA oOrneginden 5 pl kullanilmistir. PZR sonucunda metafor agaroz jel

elektroforez yontemiyle alinan amplikonlar ve onlarla beraber kontrol yiiriitiilen her
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bir allele ait PZR fragmenti ile biiylkliikleri kiyaslanarak hedeflenen bdlgenin
transfer edilip edilmedigi belirlenmistir (Sekil 4.44). Bu teyit islemi ile bir taraftan
sekanslama caligmalarina ayrilan biitcenin etkin bir sekilde kullanilmasi saglanmis

diger taraftan ise sonuglarin dogrulugu ve giivenilirligi artirilmistir.

Sekil 4.44. MEP pozitif klonlarin PZR yontemiyle teyit edilmesi

Ikinci yontem olan restriksiyon enzimleriyle kesim yonteminde ise vektor iizerinde
coklu klonlama bolgesinin u¢ kisimlarinda hedef bolgesi bulunan EcoR 1 ve Hind 111
restriksiyon enzimleri kullanmilmistir. Ligasyon icermeyen toplam plazmit
biiyiikliigiiniin 2886 kb oldugu bilindigi i¢in kesim yapildigi zaman beklenen
biiyiikliikte amplikon icerip igermedigi kolayca belirlenebilmistir (Sekil 4.45).

- - —
—

Sekil 4.45. MEP pozitif klonlarin RE kesim yontemiyle teyit edilmesi
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4.13.2. MEP grubu amplikonlarin sekans dizilerinin belirlenmesi

Sekanslama (DNA Dizi Analizi) DNA iizerinde bulunan baz dizilerinin igerigini ve
sirasini ortaya ¢ikarmak i¢in kullanilan bir genetik sifre ¢6zme yontemidir. Calismada
DNA Dizi Analizi Macrogene Inc. (Giiney Kore) Firmasma yaptirilmistir.
Sekanslarin dogrulugu amaci ile biitiin klonlar 2 tekerriirlii olarak sekanslatilmis ve
her 6rnek cift yonlii ileri ve geri sekanslama primerleri ile belirlenmistir (Sekil 4.46).
Bu durumda her pozitif klondan elde edilen plazmit 4 kez sekans analizine tabi
tutulmus ve her amplikon i¢in en az 2 plazmit kullanildig1 géz 6niine alindiginda elde
edilen sekans dizilerinin gilivenilirliginin oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir.
Yapilan dizi analizlerinde yaklastk 1000 niikleotit uzunlukta okuma

gerceklestirilmesine ragmen bu ¢aligmada 600 niikleotit uzunlugundaki okumalar:

1) lleri ve geri primer dizileri ile yapilan sekanslama galismalari
arasindaki uyumluluk,

i) Her bir amplikon dizisi en az 2 tekerriirlii olarak belirlenmis ve bu
tekerriirler arasindaki uyumluluk bilgisine,

i) Sekanslama da niikleotit bilgisinin giivenilirlik skoru olan minimum
Q20 (%99 giiven sinirt ile her 100 baz icerisinde sadece 1 baz i¢in
hatali okuma ihtimali) ve lizerindeki degerler dikkate alinmas,

iv) Her okumada orijinal AGi primerlerinin niikleotit bilgilerini

bulundurulmasina gére belirlenmistir.

Bu kriterler disinda kalan amplikon klon DNA dizileri i¢in ¢alisma tekrar klonlama
asamasinda itibaren yeniden yapilarak yeniden klonlama yapilmis ve dizi analizi i¢in
tekrar gonderilerek yeniden dizi analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sekans
dizilerinin dogrulugunu arttirmak amaci ile sekanslanmis olan her bir amplikon dizisi
Sequencher ve BioEdit programlari yardimi ile eslestirilmistir. Bu tiir yaklagimlarla
elde edilen sekans dizilerinin dogrulugu teyit edilmistir. Her bir amplikona ait DNA
dizisi GenBank verileri ile karsilastirilarak bu dizilerin vektor dizileri veya herhangi

bir mikroorganizmaya ait olmadiklar teyit edilmistir.
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a0 100 1n 120 130 140
ATCTAGATTTGCCT TACTATCTCCCC TOC TCAAGC T TCCC TCAAGAALCCTACTCGCCCCOT TGO TTTC GCAAGOC TTAGTAACTCTTCTTCTTCTTCTTCTT

GG

150 160 170 120 190 200 210 220 230 240
CTATTCCCAGTCTCATCAGAAACGAGCCCGTCTT TGO TGOCCC TAC TCCCATCATCAATC CCATT TTOGTACGCATT TATCAGTOTAT TTTAACCTGT TA

i A

70 220 290 300 310 320 330 340
TATATACOTACAACAAGTCATOATTCAC TC TG TATATCT TGT TAT TCAT TAT TTTCT TTOGCATTATATTT TOT TOTTTAAGCAAGACAGCTTTTTTCTT

i

350 360 370 320 390 400 410 430 430 440
TTAT COTAT TTOTAACGGC CATATATGTOGT TCATGCATGT TAGC TAGTTCACGT O AATAT TAACAT TAAGTTTOTAGC TAGCTACTC TAATTATAAGTGT

il xnummmumlmhnnum i numlnummlhu mml

450 460 430 400 310 520 330 30
ATTTATTTTTGGTCATGAATCTCCTCAAGTTAGGTOAAT TOGTAT CACTACACGTCTAATACGTGTACTCCAATATGGCATATACAGTAATAAAATTALA

Sekil 4.46. Calismada kullanilan DNA sekans verilerinin kalitesinin gosterilmesi
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4.14. MEP Grubu Amplikonlarin Karakterizasyonu

Sekanslama analizi sonrasinda elde edilen DNA verileri {izerinde her bir
mikrosatellit lokusuna ait primer ciftlerinin ileri ve geri sekans bilgileri bire bir
eslenerek bulunmus ve sekans iizerinde primer dizi bilgisi disinda kalan vektore ait
olabilecek dizi bilgileri uzaklastirilmistir. Analizler sonucu klonlanmis ¢cDNA ve
genomik DNA amplikonlar1 mikrosatellit DNA alanlarinin (MDA) varligi bu
calismada kullanilan AGi primer setlerinin gerc¢ekte (in vitro) mikrosatellit alanlarini
iceren lokuslara 6zgli oldugunu kanitlamistir. ¢cDNA amplikonlarin DNA dizi
analizlerinde ve genomik DNA amplikon dizilerinde var olan MDA’larin varligi EST
tabanli mikrosatellit analizlerinin konvensiyonel mikrosatellit primer ¢iftlerinin

belirleme analizlerine alternatif bir yontem oldugu teyit edilmistir (Polat vd 2009).

Agaroz jel analizleri ile amplifikasyon paternlerine gore belirlenmis olan ve bir
onceki boliimde sunulmus olan MEP gruplarinin teyidi amaci ile MEP TiP IA
amplikonlarinin DNA dizilerinin incelendiginde kiitliphaneler arasindaki amplikon
dizilerinin ve genomik DNA dizilerinin ayni1 oldugu goriilmiistiir. cDNA ve genomik
DNA amplikonlarinin sekans bilgileri transkripsiyona alinan DNA’larin mikrosatellit
icerdiklerini ve ekson bdlgelerinde bulunduklarini gostermistir. MEP TiP IB
grubunda yer alan amplikon DNA dizilerinin incelenmesi ile genomik DNA
amplikonlarinda intron bdélgelerinin bulundugu sekans dizileri ile de teyit edilmistir
(Sekil 4.47). Ozellikle biiyiik amplikon olusturan AGi primer setlerinin bir kismi
farkli biber cesit ve tiirlerinde monomorfik ve oldukca biiyiik molekiiler agirlikta
amplikonlar olusturmas1 EST tabanli mikrosatellit markirlarinin  6nemli  bir
dezavantaj oldugunu gostermekle birlikte bu durumun CAPS-mikrosatellit analiz
yontemi ile biiyiilk oranda ortadan kaldirilabilecegi belirlenmistir (Ince vd 2010b).
DNA sekans verileri incelendiginde cDNA kiitiiphaneleri arasinda amplikon
paternlerinin farkli oldugu belirlenen AGi primer setleri tarafindan olusturulan
amplikonlar arasinda MDA polimorfizminin var oldugu sekans diizeyinde
belirlenmis, cDNA’da mikrosatellitlerin varliginin teyidi olmasi yaninda polimorfik
amplikonlarinda var ve polimorfizmin temelinin mikrosatellit alanlarindan

niikleotitlerin sayilarinin artmasi veya azalmasi seklinde oldugunu gdstermistir.
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10 20 30 40 50 60
T L A L A R A

AGi019cDNA TTCTATGACAAGGGGGTTGCACCAAGAAAAAACCTAGATGTGATGAAATCTGCTCTTGAA
AGI0O19gDNA TTCTATGACAAGGGGGTTGCACCAAGAAAAAACCTAGATGTGATGAAATCTGCTCTTGAA

70 80 90 100 110 120
T A T A T A T AT B B

AGi019cDNA ACCGTTGAAGACAAAG
AGIO19gDNA ACCGTTGAAGACAAAGGTGAGTTATGGGAGCATGAAGCTATTACCTAGCTACAATCTGTA

130 140 150 160 170 180
P T L e N T e

AGi019 cDNA
AGIO19gDNA AACTGAACAATCTAAAATGAAACGTAATGAAATGCTCATTACCCTAGCCTGCTATAAGGA

190 200 210 220 230 240
P L T

AGi019 cDNA
AGI019gDNA GAAGATGTAGAGATTTAAGGTGGTTCAAATAGATGGAATTAGTACAACCATACTTGCATG

250 260 270 280 290 300
T T e T

AGi019 cDNA

AGI019gDNA GTCACTTTCTTGACAACTTGGTGCCAGTATGATAAAAAGTTTTGAATGTTGTATCTTGCT

310 320 30 40 50 360

L L A e A
AGi019 cDNA

AGI019gDNA GCTTTTGTACTTGTTCAGTCAATGCAACCAGACTTTATCTGCATGCATGAATAGAGATAG

370 380 90 400 410 420

P T T e e T T
AGi019 cDNA

AGI019gDNA TAGACCAAATGTGTGCTTATTATTGGCTGAAGATTGGTTGAAATTCATTCCTAAGAATTT

430 440 450 460 470 480

P T A T e e

AGi019 cDNA
AGI019gDNA TTGTTGGATGTCCTTATTTTGGCTTCTGCACTGAGGATGTATTATTTGCGTGGGGTGCAG
490 500 510 520 530 540
T T T T A T A R A
AGi0O19cDNA ACACAGAAATGGACGTTGATGAGCCTTCTGCGAAGAAAAGCAAGAAAAAGAAATCCAAAG
AGI0O19gDNA ACACAGAAATGGACGTTGATGAGCCTTCTGCGAAGAAAAGCAAGAAAAAGAAATCCAAAG
550 560 570 580 590 600
T T T T A T A T AP
AGi019cDNA TTGATGTGGTGGAATATGCTCAATCCATGATCGAGGACACAAATGGCGATGCCTCTGAAG
AGI019gDNA TTGATGTGGTGGAATATGCTCAATCCATGATCGAGGACACAAATGGTGATGCCTCTGAAG
610 620 630 640 650 660
T T T A e A B A |
AGi019cDNA AACCAAAGTCTGAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGGAGAAGCGGAAATTAGAACAGGAGG
AGI019gDNA AACCAAAGTCTGAAAAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGGAGAAGCGGAAATTAGAACAGGAGG
670 680 690 700 710 720
T L A T A L A B A |
AGi019cDNA CCGAGCCTGAAGAGGATCAGACTGTTGATAATGCCAATGGTGACGTGCATGAGGATGGAA
AGI0O19gDNA CCGAGCCTGAAGAGGATCAGACTGTTGATAATGCCAATGGTGACGTGCATGAGGATGGAA

AGi019cDNA CAGCAAAGA
AGI019gDNA CAGCAAAGA
i ————————————

Sekil 4.47. MEP TiP IB-AGi019 sekans analizi. AGi019 amplikonunun genomik
DNA ve ¢cDNA dizilerinin eslestirilmesi ile genomik DNA’daki biiyiik
amplikonun intron tasidigi tespit edilmistir. Sekilde AGi019 cDNA
sekanslarina eslesmemis alanlar intronik DNA dizilerini gostermektedir.
Sekildeki DNA analizinde mikrosatellit alanin ekson bdlgesinde oldugu
acikca gosterilmektedir
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Calismada incelenen organ, doku ve gelisme donemlerine ait cDNA’lar arasinda
oldukca farkli amplikon paterni olusturan AGi030 primer setinin temsil ettigi
mikrosatellit bolgesinin 356, 346, 344 bp biiylkligiinde olusturdugu amplikonlar
aras1 farkliligin amplikon sekanslarinin hangi bdlgelerinde oldugunu belirlemek i¢in 3
bant paterninin DNA dizileri incelenmistir. Sekanslama analizi sonrasinda AGi030
primer setinin 15 CGS perikarp dokusu cDNA kiitliiphanesi iizerinde olusturdugu 356
bp biiyiikliigiindeki amplikon iizerinde [CA] diniikleotit motifinin 16 kez tekrar
olusturdugu belirlenmistir. Diger dokulardan 36 CGS perikarp dokusunda ise ayni
diniikleotit motifinin 10 kez tekrar ederek 344 bp biiyiikliigiinde bir amplikon
olustururken sap dokusu lizerinde 9 [CA] tekrar1 meydana getirdigi ve 342 bp
bliyiikliiglinde bir amplikon olusturdugu saptanmistir (Sekil 4.48).

Giliniimiize dek yapilan mikrosatellit analizlerinde farkli dokularda ifade edilen
ayni mikrosatellit bolgelerine ait ardisik tekrar farklihig saptanmamistir. Bu
caligmada ilk olarak mikrosatellit tekrar sayis1 farkliligi ile farkli dokularda ifade
bulan mikrosatellitlerin varlig1 tespit edilmistir. Sekil 4.48’de gosterildigi gibi
BioEdit programi ile ii¢ farkl kiitiiphaneye ait sekans verileri hizalama ve homoloji
islemlerine tabi tutulmus ve translasyon sonucu olusabilecek amino asit dizileri
belirlenmistir. Bu islemlerin sonrasinda her iki sekans iizerinde de ileri ve geri primer
baglanma bolgeleri tespit edilmis ve tekrar bolgesi iizerindeki ardisik tekrar farkliligi
gosterilmistir. Mikrosatellit lokusunu temsil eden AGi030 primer setinin her ii¢
cDNA Kkiitiiphanesi iizerinde olusturdugu amplikonlara ait sekans bilgisi iizerinde
okaryotik genomlara yaklasik iiniversal diizeyde translasyona baslangi¢ isareti olan
metionin (M) amino asitinin kodlandig1 bir ATG kodonu saptanmistir. Metionin
amino asitinin kodonu 15 CGS perikarp dokusunda seksen sekizinci bazdan itibaren
baglarken 36 CGS perikarp dokusunda yetmis altinci bazdan baglamis oldugu
goriilirken, ATG’nin sap dokusunda yetmis dordiincii bazdan basladig1 tespit

edilmistir.

Sekans analizlerinde AGi030 primer setinin olusturmus oldugu 3 farkh
amplikondan hi¢ birisinin Open Reading Frame (ORF)’i iizerinde Okaryotlarda

tiniversal olarak bulunan TGA, TAG veya TAA stop kodonlarina rastlanmamis ve her
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3 amplikonun ORF’si ucu agik olan bir gen pargaciginin devami oldugu ve doku,
organ ve gelisme donemine Ozgii ifade ettigi ve birbirleri arasindaki tek farkin

mikrosatellit alan bolgesindeki tekrar sayist oldugu belirlenmistir (Sekil 4.48).

AGi030 amplikon sekans dizileri incelendiginde 15 CGS perikarp dokusunun
amplikonunda toplamda 16 [AC/TG] diniikleotit dizisi icererek tekrar bolgesinin
translasyonu ile olusacak Histidin-Triosin (HT) amino asit tekrarlart meydana
getirebilecegi gozlenmistir. Diger taraftan tiim dokularda ifade bulan 10 [AC/TG]
tekrar sayist iceren amplikon ve sap dokusunda ifade bulan 9 [AC/TG] tekrar sayisi
igeren amplikonda istisnasiz yine HT amino asit tekrarinin varhigi tespit edilmistir. Bu
tic farkli dokunun cDNA dizisi {lizerindeki tek farkliligin dintikleotit tekrar sayisi
farklilig1 oldugu saptanmustir. Bu bilgiler 15181 altinda mikrosatellitlerin organ, doku
ve gelisme donemlerine 6zgii genlerin {lizerinde bulundugu ve tekrar farkliliginin bu
genlerin translasyonu sonucu olusturduklar1 amino asit tekrarlarina neden oldugu
AGi030 ornegi ile goriilmiistiir. Ancak organ, doku ve gelisme donemlerine gore
ifade edilen genlerin bu spesifik ifadesinin mikrosatellitlerden mi kaynaklandigi
yoksa mikrosatellit diginda diger bazi faktorler tarafindan mi kontrol edildigi dair
bilgi elde edilememistir. Gen ifadelerinde promotorlerin ve/veya UTR bélgelerinin
etkisi oldugu bilinmektedir ancak AGi030 lokusu orneginde kodlayan bolgedeki
polimorfizm varligr diger bir gen kontrol yontemi olan post-transkripsiyonel
modifikasyonlardan mi1 kaynaklandigini arastirmak i¢in yeni arastirmalarin yapilmasi

gerekmektedir (Brohede vd 2003).

Sharma vd (2007) mikrosatellitlerde [TG/CA] sayisinda meydana gelen artigin
transkripsiyon cis-modiilator bolgesi ile negatif bir korelasyon i¢inde oldugunu
mikrosatellit artisinin bulunduklar1 genlerin transkripsiyon seviyesini diisiirdiigiinii
ifade etmislerdir. Ancak Sharma vd (2007) bu durumu genlerin intron bolgelerindeki

mikrosatellit varliklarini arastirdigi calismalarinda tespit etmislerdir.

AGi030 DNA sekans verilerinin GenBank verilerine dayanilarak yapilan homoloji
analizlerinde hi¢bir homoloji belirlenememistir. Bu durum AGi030 lokusu DNA

dizisinin sira dig1 bir lokus ve daha once calisilmamis oldugunu gostermektedir.
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Genler {lizerinde bulunan mikrosatellit varyasyonlarinin etkilerini arastiran
caligmalarda bakteri ve mayada hiicrede hiicre duvar1 proteinlerinin kodlayan
bolgelerde bulunan tekrar sayilarindaki artisin adezyon ve patojenlere dayaniklilik
gibi olaylarla iligkili oldugu, insanda Huntington hastalit HD genlerinin [CAG]
tekrar sayisindaki artisin, Drosophila’da sinir sistemi gelisimini kontrol eden
trintikleotit tekrarli dizilerin uzunlugundaki varyasyon ile iliskili oldugu goriilmiistiir
(Karlin ve Burge 1996, Fondon ve Garner 2004). Ancak bitkilerde kodlayan bir
mikrosatellitin - neden oldugu herhangi bir genetik etki giiniimize dek

belirlenmemistir.

AGi030 amplikonlarinin ¢cDNA Kkiitiiphaneleri ve genomik DNA agaroz jel
analizleri ve sekans dizileri analizlerinin birlikte yorumlanmasi ile asagida listelenen

ciktilara ulagilmistir.

1) Mikrosatellitler organ, doku veya gelisme donemlerine 6zgii genler
tizerinde bulunmaktadir.

i1) Mikrosatellit amplikon farkliliklart mikrosatellit alanlarinda bulunan
tekrar eden niikleotitlerden kaynaklanmaktadir. Bu durum genomik
ve cDNA’da benzerlik gostermektedir.

i) Mikrosatellitler ~ protein  kodlayan ve  UTR  bolgelerde
bulunabilmektedir.

iv) Genlerin UTR bolgelerde bulunan mikrosatellitler proteinlerin amino
asit dizilerini degistirmemekle birlikte yogun olarak mikrosatellit
icermektedir.

V) UTR’lerde bulunan mikrosatellitler genlerin organ, doku veya
gelisme donemlerinde farkli  ifade olusturmalarina katkilar
saglayabilmektedir. Ornegin kinaz geni 3’-UTR bolgesinde bulunan
[CTG] mikrosatellitindeki tekrar sayisindaki artis transkripsiyon
akisini etkiledigi belirlenmistir (Ranum ve Day 2002).
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70 20 30 40 50

B 2 L A A A T A A

156 CGS Perikarp  CGAGGCTTTTCTTCCCTATCTATCTTCTTCTCATTTCTCCCTTCACACAC
36 CGS Perikarp  CGAGGCTTTTCTTCCCTATCTATCTTCTTCTCATTTCTCCCTTCACACAC

Sap CGAGGCTTTTCTTCCCTATCTATCTTCTTCTCATTTCTCCCTTCACACAC

60 70 80 90 100

B 2 L A AR A D P A A

156 CGS Perikarp  ACACACACACACACACACACACACAGAGAATTCCGTTATGGCCGGAAGTG
M A G S

36 CGS Perikarp ACACACACACACAGAGAATTCCGTTATGGCCGGAAGTG
M A G S
Sap ACACACACACAGAGAATTCCGTTATGGCCGGAAGTG

M A G S

770 120 130 740 150

R A R A N A A AR AR AR AR

15 CGS Perikarp GCGTTGTAACAGTTTACGGAAATGGTGCTTTAACGGAAACAACTAAGCAA
G VvV VvV T VvV Y G N G A L T E T T K Q

36 CGS Perikarp GCGTTGTAACAGTTTACGGAAATGGTGCTTTAACGGAAACAACTAAGCAA
G VvV VvV T Vv Y & N G A L T E T T K Q

Sap GCGTTGTAACAGTTTACGGAAATGGTGCTTTAACGGAAACAACTAAGCAA
G VvV VvV T VvV Y &G N G A L T E T T K Q

160 170 180 790 200

A A A A A A N A

15 CGS Perikarp TCCCCGTTTTCCGTAAAAGTGGGTCTTGCTCAGATGCTTCGTGGCGGCGT
S P F S \Y K \ G L A Q M L R G G \Y

36 CGS Perikarp TCCCCGTTTTCCGTAAAAGTGGGTCTTGCTCAGATGCTTCGTGGCGGCGT
S P F S \% K \Y G L A Q M L R G G \Y

Sap TCCCCGTTTTCCGTAAAAGTGGGTCTTGCTCAGATGCTTCGTGGCGGCGT
S P F S \Y K \ G L A Q M L R G G \%

210 220 230 240 250

R A A N A A I A A AR AP
15 CGS Perikarp TATAATGGACGTCGTTAATGCTGAGCAGGCTCGGATAGCCGAGGAGGCCG

| M D \ \Y N A E Q A R | A E E A

36 CGS Perikarp TATAATGGACGTCGTTAATGCTGAGCAGGCTCGGATAGCCGAGGAGGCCG
| M D \Y \% N A E Q A R | A E E A

Sap TATAATGGACGTCGTTAATGCTGAGCAGGCTCGGATAGCCGAGGAGGCCG
| M D \ \Y N A E Q A R | A E E A

260 270 280 290 300

R A L A A A A AL I A AP
15 CGS Perikarp GCGCGTGCGCTGTCATGGCTCTTGAGCGCGTCCCTGCTGATATACGCGCT

G A C A V M A L E R V P A D I R A

36 GGS Perikarp GCGCGTGCGCTGTCATGGCTCTTGAGCGCGTCCCTGCTGATATACGCGCT
G A C A V M A L E R V P A D I R A

Sap GCGCGTGCGCTGTCATGGCTCTTGAGCGCGTCCCTGCTGATATACGCGCT
G A C A V M A L E R V P A D I R A

310 320 330 340 350

R A A A A A A A AR

15 CGS Perikarp CAAGGCGGCGTTGCACGTATGTCGGATCCTCAACTTATCAAAGAAATCAA

Q G G V A R M S D P Q L I K E I K

36 CGS Perikarp CAAGGCGGCGTTGCACGTATGTCGGATCCTCAACTTATCAAAGAAATCAA

Q G G V A R M S D P Q L I K E I K

Sap CAAGGCGGCGTTGCACGTATGTCGGATCCTCAACTTATCAAAGAAATCAA

Q G G V A R M S D P Q L I K E I K

S
15 CGS Perikarp A CGGGC

R

36 CGS Perikarp A CGGGC
R

Sap ACGGGC
R

-
Sekil 4.48. MEP TiP VA-AGi030 sekans analizi. Klonlanmis AGi030 amplikonunun

15 CGS perikarp, 36 CGS perikarp ve sap dizilerinin eslestirilmesi ile
polimorfik  bolgenin tekrar sayisinin  azlifi  veya fazlaligindan
kaynaklandig1 saptanmistir
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AGi013 primer setinin gen¢ kok dokusu cDNA Kkiitiiphanesi tizerinde olusturdugu
170 bp’lik biiyilk amplikon ile geri kalan biitiin dokularda (gen¢ kok dahil) bulunan
kiiciik boydaki 158 bp’lik amplikonu bulunan mikrosatellitler karsilastirildiginda
genc kok dokusunda [ACACAG/CTGTGT] hekzaniikleotit tekrarmmin bes kez
tekrarlanirken kiigiik amplikonda bu tekrarin sadece 1 kez bulundugu belirlenmistir.
Sekil 4.49°da gosterildigi gibi iki sekans hizalama islemi sonrasinda her iki sekans
tizerinde de ileri ve geri primer baglanma bdlgeleri tespit edilmistir. Bu bolge
haricinde kalan sekans iizerinde mikrosatellit tekrar bolgesi gen¢ kok dokusu ve 15
CGS perikarp dokusuna ait sekans bilgisi arasinda fark olusturan bolgenin

mikrosatellit bolgesi oldugu tespit edilmistir.

Mikrosatellit dizisinde meydana gelen degisikligin translasyon sonrasinda
olusabilecek protein yapisinda amino asit dizilimini farklilastirabilecek ya da protein
yapisin1  degistirerek farkli bir protein olusturabilecegi diisiincesi ile sekans
baslangicindan itibaren meydana gelen amino asit dizilimleri degerlendirilmistir.
Geng kok dokusuna ait 170 bp biiyiikliiglinde bulunan sekans iizerinde translasyon
baslangi¢ isareti olan metionin amino asitinin kodlanacagi bir ATG kodonu tespit
edilmemistir. Bunun yani sira bu sekans iizerinde translasyonu durdurma isareti
olarak herhangi bir stop kodonuna da rastlanmamistir. Ayrica diger dokularda
bulunan sekanstan farkli olarak tekrar bolgesinin treonin (T) ve glutamin (Q) amino
asitlerini 5 cift olarak pes pese bir arada bulundugu tespit edilmistir. Baslangi¢c ve
bitis kodonlarinin bulunmadigr bu sekans iizerinde diger dokularla ortak 158 bp
bliyiikliiglinde bulunan sekanstan farkli olarak bu sekans dizisinin mikrosatellitin
devreye girmesi ile bambagka bir protein olusturan sekansin bir pargasi oldugu

diisiiniilmiistiir (Sangwan vd O’Brian 2002).

Tim dokularda ifade bulan 158 bp biiylikliiglinde bulunan sekans incelendigi
zaman ise mikrosatellit bolgesinin degisime ugrayarak mikrosatellit 6zelliginin tek
diziye inmesi ile kaybolmus olmasi ile dikkat ¢ekmistir. Mikrosatellit bolgesinin
ortadan kalkmasi ile bu bolge sonrasinda olusabilecek tiim amino asitlerin degistigi

gorilmistir.
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Ayrica mikrosatellitsiz (mikrosatellit icermeyen) bolge sonrasinda degisen amino
asit dizilimine bagli olarak metionin amino asitinin sentezlenebilecegi baslangi¢
kodonunun var oldugu ve translasyonun sonlanabilecegi bir stop kodonunun
bulunmadig1 saptanmistir. Bu durumda bu 158 bp biiyiikliigiinde bulunan dizinin de

farkl bir protein olusturdugu kanaatine varilmistir.

10 20 30 40
A A A A TN Iy
Geng Kok CCCTTTTCTGCTTTGTCAGGATTGATTATCCCTGAGGAAT
P F S A L S G L | | P E E
Batiin Dokular CCCTTCTCTGCTTTGTCAGGATTGATTATCCCTGAGGAAT
P F S A L S G L 1 | P E E
50 60 70 80
A R A R Ty I
Geng Kok TTTGGAGCCACACACAGACACAGACACAGACACAGACACA
F W S H T Q@ T Q@ T Q@ T Q@ T Q
Batiin Dokular TTTGGAACCACACAAA ACACACA
F W N H T K H T
90 100 1170 120
B A A A A A P SR
Geng Kok GATATGGGAGCTTGTTTCAGTTCTGTTAATCAGACCCCAT
/l wW E L VvV S V L L 1 R P H

Botdn Dokular GATATGGGAGCTTGTTTCAGTTCTGTTAATCAGACCCCAT
D M G A C F S S \Y N Q T P

130 140 150 160
D A L A A AP A AP
Geng Kok CTACCACTGCCCATTTCACCT AGGCATATCACAGAC
L P L P I S P Q A Y H R
Batin Dokular CTACCACTGCCCATTTCACCTCCTCAGGCATATCACAGAC
S T T A H F T S S G I S Q T
170
B AP A
Geng Kok GACGAGCAACACCAC

R R A T P
Bittin Dokular GACGAGCAACACCAC
T s N T

-
Sekil 4.49. AGi013 amplikonlarin sekans karsilastirmasi. 15 CGS perikarp ve geng

kok dokularindan AGi013 primer setinin sekanslama sonucu
AGi013 o6rneginde oldugu gibi sekans iizerinde mikrosatellit bolgesinin ortadan
kalkmis olmas1 translasyon sonrasi olugan polipeptit zincirinin degismesine neden
olmaktadir. AGiO13 primer seti ile cDNA analizleri sonucu mikrosatellitlerin

varhiginin veya yoklugunun gen regiilasyonunda etkin bir sekilde yer aldigim
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gostermistir. AGi013 lokusu genomik DNA iizerinde bulunmasina ragmen
transkripsiyonu sadece geng kok dokusu iizerinde gerceklesmekte diger dokularda ise
bulunmamaktadir. Kok dokusuna 6zgii ekspresyonda mikrosatellit bolgesinin
transkripsiyon ve translasyona girerek farkli bir polipeptit olustururken diger
dokularda ise bu mikrosatellit bolgesinin transkripsiyona alinmadigi goriilmiistiir.
Okaryotlarda bu tiir gen regiilasyonu olduk¢a yaygindir ancak mikrosatellitlerin bu
tiir regiilasyonda gorev aldigr kesinlik kazanmamistir. Kodlayan bolgelerde
mikrosatellitin uzamasi ya da kisalmasinin morfolojik evrime neden oldugu yoniinde
cesitli bulgular vardir (Fondon ve Garner 2004). Cesitli arastirmalarda kodlayan
bolgelerde diniikleotit mikrosatellit motifinin sayisinda meydana gelen artisin
transkripsiyon seviyesini diisiirdiigii iddia edilmistir (Okladnova vd 1998, Gao vd
2004, Sharma vd 2007).

AGi016 primer seti gen¢ kok dokusu ve 15 CGS perikarp dokusu amplikonlari
kullanilarak yapilan sekanslama c¢alismalar1 sonucu farkli boyda amplikon {iriinii
bulunan gen¢ kok dokusunda [AATT/TTAA] tetraniikleotit tekrar sayist dort, geng
kok dokusunda [AATT/TTAA] tekrar1 alti, tim dokularda ise [AATT/TTAA]

mikrosatellitinin tekrar sayisi bes olarak saptanmistir (Sekil 4.50).

Geng kok dokusuna ait 165 bp biiyiikliiglinde bulunan sekans {izerinde metionin
amino asitinin kodlandigi bir ATG kodonunun mikrosatellit tekrar dizisinin
bitiminden hemen sonra yer aldigi tespit edilmistir. 15 CGS perikarp dokusuna ait
sekans dizisi iizerinde bir baslangic kodonu bulunmadigi gibi yer yer durdurma
kodonlarinin var oldugu goriilmiistiir. Ayrica iki sekans arasinda tekrar bolgesine
kadar ayni olan amino asit dizilimi tekrar bolgesinden sonra tamamen degismistir.
Gen¢ kok dokusuna ait olan ekstra bant paterninin bir protein yapisina katildig1 ancak
tekrar bolgesinin translasyon baslama bdlgesine gore 5’-UTR bolgesinde yer aldigi
tespit edilmistir. Bu durum yine mikrosatellit bolgesinin gen regiilasyonu veya
translasyon faktorlerinin tanima baglanma bolgeleri ile iligkili olabilecegi fikrini

dogurmustur (Sekil 4.50).
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10 20 30 40

e L A L A T B |

Genc¢ Kok GATGCTGTTCGTGACTGCGGATTATTTATCTAAGGGTGGT
D A \ R D C G L F I * G w

Biitiin Dokular GATGCTGTTCGTGACTGCGGATTATTTATCTAAGGGTGGT
D A \ R D C G L F I * G W

50 60 70 80

T L A T e T |

Geng Kok GAAAAGGGGATTTTCTCTCCTATGCATATGATTCTCTGCA

* K G D F L S Y A Y D S L Q
Biitiin Dokular GAAAAGGGGATTTTCTCTCCTATGCATATGATTCTCTGCA
* K G D F L S Y A Y D S L Q

90 100 110 120
A A L e T |

Geng Kok GAAAACCTGAAGAGTAATTAATTAATTAATTAATTAATTG
K T * R \% I N * L I N * L

Biitiin Dokular GAAAACCTGAAGAGTAATTAATTAATTAATTAATT G
K T * R \ I N * L I N *

130 140 150 160
A T L T e |

Geng Kok ACCATGGAGGTTCATTTCACTCTTGTTGTTTTTCATCTTG

T M E \ H F T L \ \ F H L
Biitlin Dokular ACCATGGAGGTTCATTTCACTCTTGTTGTTTTTCATCTTG

P W R F I S L L L F F I L
C e ]
Geng Kok GGCGAAT
G R
Biitlin Dokular GGCGAAT
G E

Sekil 4.50. AGi016 primer seti amplikonlarinin karakterizasyonu. Biitiin dokular1
temsilen 15 CGS perikarp dokusundan ve genc¢ kok dokusundan elde
edilen cDNA’lar iizerinde AGi016 primer setinin DNA sekanslar1

AGi016 lokusundan elde edilen bilgilere dayanarak protein kodlamayan gen
bolgelerinde mikrosatellitlerin varligr teyit edilmistir. Daha o©nceki yapilmis
caligmalarda degisik arastiricilar  tarafinda  5°-UTR  bolgesinde  bulunan
mikrosatellitlerin gen regiilasyonuna etki ettigi belirlenmistir (Li vd 2004). Ornegin
insan calmodulin-1 (hCALM1) geninin 5’-UTR boélgesinde bulunan [CAG] tekrarl
dizisi uzaklastirildigi zaman genin ekspresyon seviyesinin %45 oraninda azaldigi
bildirilmistir (Toutenhoofd vd 1998). Ayrica 5’UTR bolgelerinde yer alan
mikrosatellitlerin gen ekspresyon seviyesinin diizenlenmesi iizerine etkileri oldugu

cesitli aragtirmalarda vurgulanmistir (Ganapathi vd 2005, Eller vd 2007).
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AGi013 lokusu ile AGi016 lokusu karsilagtirildiginda ise her iki lokusta bulunan
mikrosatellit varyasyonunun gen regiilasyonu ile ilgili oldugu ancak gen regiilasyon
mekanizmalariin farkli olabilecegi ongoriilmiistiir. AGiO13 lokusunda mikrosatellit
tekrar sayminin azatlhimi yada artirimi geng kok spesifik ekspresyona neden olurken
AGi016 lokusunda mikrosatellitin UTR bolgesinde yer alarak transkripsiyonun farkli

bir sekilde kontrol edildigi goriilmiistiir.

AGi064 primer setinin dokular icerisinde farkli bant paterni gosterenlerden 36
CGS perikarp, sap, gen¢ yaprak ve olgun tohum dokularindan alinan amplikonlar
sekanslanmigtir. Dizi analizi ile AGi064 primer setinin 36 CGS perikarp dokusunun
cDNA kiitiiphanesi iizerinde 172 bp biiyiikliigiindeki amplikon olusturdugu ve bu
amplikon {izerinde 18 tekrar sayisina sahip diniikleotit [AG] mikrosatellit motifi
bulundugu saptanmistir. Sap dokusunda sekans analizi sonucu 170 bp oldugu ve
sekans Ttizerinde farkli bolgenin mikrosatellit tekrar sayisinda meydana gelen
azalmadan kaynaklanarak olustugu goriilmiistir. Gen¢ yaprak dokusu sekans
analizinde ise 166 bp biiyiikliigiinde bulunan amplikonun iizerinde mikrosatellit
motifinin 15 kez tekrar ettigi belirlenmistir. Olgun tohum cDNA kiitiiphanesi
tizerinde mikrosatellit motifinin tekrar sayisinin 14 oldugu tespit edilmistir (Sekil

4.51).

AGi064 primer seti kullanilarak elde edilen amplikonlardan 172 bp ve 166 bp’nin
sekans analiz sonuglari incelendiginde ATG kodonu ile baslayan ve iizerinde hig stop
kodonu bulundurmayan bir ORF oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan 6rnegin 15 ve 36
CGS plasenta dokusunda yer alan 170 bp uzunlugundaki amplikon DNA dizisinde
146 bp de TGA stop kodonunun bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.51). Bu 170
bp’lik sekansta AG niikleotit delesyonu sonucu stop kodonu olusmus ve translasyon
sonlandirma isleminin gergeklestigi diisiintilmiistiir. Olgun tohum dokusunda var olan
164 bp uzunlugundaki amplikon iizerinde stop kodonunun 144 bp de oldugu
saptanmigtir. Burada da stop (durdurma) kodonu diniikleotit tekrar iizerinde olusan

delesyon sonucu meydana geldigi saptanmastir.
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70 20 30 40
Batan Dokular AGGATGCATCTTGAGCTGAAGAGGATGGTGCCAGTAAGAGA
Sap AGCATCCA TCTTGACTGAAGAGGAh‘I{IGG'\I{GCZAC'II_'AACT:AC,:
Batin Dokular A GCA TCCATCTTGACTGAAGAG.GA"\I'/IGG¥GCEAC'II_'AAgAC/|_\|
Olgun Tohum AGCATCCA TCTTGACTGAAGAGGAEGG':I'//GC(EAC'EAA{)ACE

50 60 70 80
B A A A A A A A
Batin Dokular TTCACTGCTGCTAAGGACGGCGACAGCCTTCACCATTTTT

S L L L R T A T A F T I F

Sap TTCACTGCTGCTAAGGACGGCGACAGCCTTCACCATTTTT
S L L L R T A T A F T I F

Batin Dokular TTCACTGCTGCTAAGGACGGCGACAGCCTTCACCATTTTT
S L L L R T A T A F T I F

Olgun Tohum TTCACTGCTGCTAAGGACGGCGACAGCCTTCACCATTTTT
S L L L R T A T A F T I F

90 700 710 120

B A A ST A T SRR

Batin Dokular GTATGTGATCTCAGGGTACCCCTTGTTTGGCTAGAGAGAG
\Y C D L R \Y P L \% W L E R

Sap GTATGTGATCTCAGGGTACCCCTTGTTTGGCTAGAGAGAG
\Y C D L R \Y P L \% W L E R

Bitlin Dokular GTATGTGATCTCAGGGTACCCCTTGTTTGGCTAGAGAGAG
\Y C D L R \Y P L \Y W L E R

Olgun Tohum GTATGTGATCTCAGGGTACCCCTTGTTTGGCTAGAGAGAG
\ C D L R \ P L \ W L E R

130 140 150 160

B A A ST S A A S

Batin Dokular AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTGATAGTGTGCT
E R E R E R E R E S D S \% L

Sap AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG TGATAGTGTGCT
E R E R E R E R E * * C A

Batin Dokular AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG TGATAGTGTGCT
E R E R E R E S D S \% L

Olgun Tohum AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA TAGTGTGCT

E R E R E R E R C A

170
Batan Dokular GATAACGAGAAG
I T R
Sap GATAACGAGAAG
D N E K
Batdn Dokular GA TAACGAGAAG
| T R
Olgun Tohum GATAACGAGAAG
D N E K

|
Sekil 4.51. AGi064 primer setinin amplikonlarinin sekans karakterizasyonu. 36 CGS
perikarp, gen¢ yaprak, sap ve olgun tohum dokularinda AGi064 primer
seti sekans analizi
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AGi064 primer setinin olusturmus oldugu amplikon dizileri incelendiginde
mikrosatellit varyasyonunun i) kodlayan bdolgelerdeki varyasyonla amino asit
zincirinin degistigi, i1) amino asit zincirinin kisalarak amino asit zincirinin prematiire
bir sekilde olusabildigi ve 1iii) mikrosatellitleri iizerinde tasiyan genlerin gen

ekspresyonunu etkiledikleri saptanmistir.

Dintikleotit mikrosatellit motiflerinde meydana gelen artislarin transkripsiyon
seviyesini azalttigi bildirilmistir (Sharma vd 2007, Okladnova vd 1998). Ayrica
dintikleotit mikrosatellit motiflerinde meydana gelen artis ya da azalig direkt olarak
kodon yapisini etkilemektedir. Ornegin [GA/CT] mikrosatellit motifinde kodon
kaymasi ile [GAG], kodonu arjinin amino asitine, [AGA], kodonu glutamin amino
asitine, [UCU], kodonu alanin amino asitine ve [CUC], kodonu l6sin amino asitine
doniigebilmektedir. Cesitli kaynaklara gore Ozellikle [GA/CT] mikrosatellit
motiflerini iceren EST’lerde (Kantety vd 2002) %8 alanin ve %10 16sin amino

asitlerinin (Lewin 1994) fazlaliginin varligi bu durumdan kaynaklanmaktadir.

AGi070 primer setinin dokular igerisinde farkli bant paterni gosteren 15 CGS
plasenta ve perikarp dokularinda olusan tek amplikon, olgun tohum dokusunda ise
meydana gelen iki amplikon sekanslanmistir. Sekanslama analizi sonucu AGi070
primer setinin kullanilan 15 CGS perikarp dokusu cDNA Kkiitliphanesindeki 269 bp
biiyiikliigiindeki amplikonda [CT] mikrosatellit motifinin 14 kez tekrar olusturdugu
belirlenmistir. Diger dokulardan 15 CGS plasenta dokusunda ise ayn1 primer seti ile
elde edilen ikinci amplikonun biyiikliigiiniin 259 bp oldugu ve 5 tekrarlik azalma

nedeniyle [CT] mikrosatellit motifinin 9 kez tekrar ettigi saptanmistir.

AGi070 primer setiyle olgun tohum dokusu cDNA kiitiiphanesi {izerinde ise her iki
amplikonun yapilan sekans analizinde 269 bp ve 259 bp biiyiikliigiinde mikrosatellit
motifinin 14’er ve 9’ar kez tekrar ettigi tespit edilmistir. AGi070 primer seti ile
olusturulan amplikonlarinda mikrosatellit bolgesinin tamamen UTR bolgesinde

bulundugu saptanmistir (Sekil 4.52).

245



I ———
10 20 30 40 50
B A e B A I A A N A T NN AP

15GGS Plasenta GCGCATATACATACATAAATTCTTTCTGTCTCTCTCTCTCTC

15 GGS Perikarp CGCATATACATACATAAATTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
Olgun Tohum (a) CGCATATACATACATAAATTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

Olgun Tohum (b)) CGCATATACATACATAAATTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

60 70 80 90 100

B N A e A A A A A I

15 GGS Plasenta ATTCAGTATCGCCATGGCAGTTAACGGCAGTGCTTCTTCCGGTTTGAT
M A V N G S A S S G L I

15CGS Perikarp CTATTCAGTATCGCCATGGCAGTTAACGGCAGTGCTTCTTCCGGTTTGAT
M A V N G S A S s G L I

Olgun Tohum (a) ATTCAGTATCGCCATGGCAGTTAACGGCAGTGCTTCTTCCGGTTTGAT
M A V N G S A S s G L I

Olgun Tohum (p) CTATTCAGTATCGCCATGGCAGTTAACGGCAGTGCTTCTTCCGGTTTGAT
M A V N G S A S s G L I

1170 120 130 140 150
N A R A I A IR I
15CGSPlasenta CGTCAGCTTCGGTGAGATGTTGATCGATTTCGTTCCAACTGTCTCCGGCG

vV S F G E M L | D F v P T vV S G

15 CGS Perikarp CGTCAGCTTCGGTGAGATGTTGATCGATTTCGTTCCAACTGTCTCCGGCG
vV S F G E M L I D F \Y P T v S G

Olgun Tohum(a) CGTCAGCTTCGGTGAGATGTTGATCGATTTCGTTCCAACTGTCTCCGGCG
vV S F G E M L | D F \Y P T vV S G

Olgun Tohum (b) CGTCAGCTTCGGTGAGATGTTGATCGATTTCGTTCCAACTGTCTCCGGCG
vV S F G E M L | D F v P T vV S G

160 170 180 190 200

N I L N A S I I
15CGSPlasenta TATCACTCGCCGAAGCTCCCGGATTTCTCAAAGCTCCCGGCGGTGCACCG
V $ L A E A P G F L K A P G G A P
15CGS Perikarp TATCACTCGCCGAAGCTCCCGGATTTCTCAAAGCTCCCGGCGGTGCACCG
V S L A E A P G F L K A P G G A P
Olgun Tohum (a) TATCACTCGCCGAAGCTCCCGGATTTCTCAAAGCTCCCGGCGGTGCACCG
vV s L A E A P G F L K A P G G A P
Olgun Tohum(b) TATCACTCGCCGAAGCTCCCGGATTTCTCAAAGCTCCCGGCGGTGCACCG
vV S L A E A P G F L K A P G G A P

210 220 230 240 250

N N I N N N AR,
15CGSPlasenta GCGAACGTTGCAATTGCGGTGACGAGGCTTGGAGGGAAATCGGCTTTCGT

A N \Y A | A \Y T R L G G K S A F \Y
15 GGS Perikarp GCGAACGTTGCAATTGCGGTGACGAGGCTTGGAGGGAAATCGGCTTTCGT
A N \Y A | A Vv T R L G G K S A F \
Olgun Tohum (a) GCGAACGTTGCAATTGCGGTGACGAGGCTTGGAGGGAAATCGGCTTTCGT
A N \Y A I A \Y T R L G G K S A F \Y
Olgun Tohum (b)) GCGAACGTTGCAATTGCGGTGACGAGGCTTGGAGGGAAATCGGCTTTCGT
A N \Y A | A \Y T R L G G K S A F \Y

260
R T P I
150GS Plasenta AGGAAAGCTAGGTGATGAT
G K L G D D
15GGS Perikarp AGGAAAGCTAGGTGATGAT
G K L G D D
OlgunTohum (8) AGGAAAGCTAGGTGATGAT
G K L G D D
Olgun Tohum (p) AGGAAAGCTAGGTGATGAT

G K L G D D
___________________________________________________________________________________________________|

Sekil 4.52. AGi070 amplikonlarin sekans karakterizasyonu. AGi070 primer setinin 15
CGS perikarp, geng¢ kok ve olgun tohum dokularinda sekans analizi
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UTR bolgelerinde bulunan mikrosatellitlerin gen ifadelerin etkileri arastiran
Ranum ve Day (2002) tarafindan kinaz geninin 3’-UTR bdolgesinde bulunan [CTG]
tekrarinin iizerinde meydana gelen artisin miotonik distrophi type 1’e¢ (adelenin
genislememesi nedeniyle kasin spazm gegirmesi) sebep olarak transkripsiyon akisini
etkiledigi bulunmustur. AGi070 primer setinin amplikonunda bulunan mikrosatellit
biiyiik bir ihtimalle kodladig1 genin 5° ucunda (5’-UTR) oldugu sekans analizleri ile
ortaya konmustur. Insan ve fare genomunda bulunan genleri inceleyen Lawson ve
Zhang (2008) genlerin 5’-UTR kisminda bulunan mikrosatellitlerin doku spesifik

ozellikte oldugunu gostermislerdir.

AGi046 primer setinin diger dokularla arasinda farkli boyda bulunan amplikon
iriinii 15 CGS plasenta dokusunda [ATT/TAA] tekrar sayisinin hem 8 adet hem de 7
adet tekrar ettigi belirlenmistir. Diger doku, organ ve gelisme donemlerine ait
dokularda [ATT/TAA] tekrar1 7 kez tekrar meydana getirmistir. Bu primer setinin
cogalttigi mikrosatellit lokusundan elde edilen sonucglar gelisme donemi spesifik

ekspresyon profilinin bir kanit1 olmustur.

4.15. MEP Gruplarimin Karakterizasyonu

Calismanin bu asamasinda 16 cDNA ve genomik DNA amplifikasyon paternlerine
gore belirlenmis ve sekans dizilerine gore de teyidi gergeklestirilmis olan MEP

gruplart:

1) Mikrosatellit motif iceriklerine,

i1) Mikrosatellit  motiflerinin ~ kodlayan ve kodlamayan (UTR)
bolgelerindeki bulunmalarina,

i) Mikrosatellitlerin doku, organ ve gelisme donemine spesifik veya
housekeeping fonksiyonlarina,

iv) Homoloji analizlerine gore siniflandirilmalar1 gergeklestirilmistir.
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4.15.1. Motifler yoniinden MEP gruplarinin incelenmesi

Caligmada kullanilan toplam 83 AGi primer seti mikrosatellit motif icerikleri
yoniinden analiz edildiginde MEP TiP I grubunun triniikleotit motif bakimindan

zengin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.55).

Cizelge 4.55. MEP gruplarinda mikrosatellit motif icerikleri

- TiP I | TiP Il TiP IV
A B A

A B C B
Diniikleotit 6 3 1 2 - - - 4 4
Triniikleotit 21 8 2 1 1 2 2 - -
Tetraniikleotit 6 1 2 1 1 - 1 - 1
Pentaniikleotit 1 1 - - - - - - -
Hekzaniikleotit 3 3 - - 1 - - - 2
Bilesik 2 - - - - - - - -
Toplam 39 (16 5 4 3 2 3 4 7

Cizelge 4.55de gosterildigi tizere MEP TiP 1 %51.67 gibi biiyiik bir oranlada
triniikleotit mikrosatellit motifi icerirken %3.33 oraninda pentantikleotit motifi
icermektedir. Calismada kullanilan AGi primer setlerinden sadece 2 adedi bilesik
(compound) mikrosatellit motifi ile amplikon olusturmakta olup bunlarin her ikiside
MEP TiP I grubunda yer almistir. MEP TiP I grubu disindaki diger MEP gruplarinin

genel anlamda diniikleotit motiflerce zengin oldugu goriilmustiir.

4.15.2. Mikrosatellit motiflerinin kodlayan ve kodlamayan (UTR) bolgelerde

dagilimlan

Sequencher programi kullanilarak 83 AGi primer setinin elde edildigi EST dizileri
kontig analizlerine alinarak gruplandirmalar1 yapilmis ve BioEdit ve ExPasy
programlar1 kullanilarak elde edilen bu dizilerin mikrosatellit alanlart gbz Oniine
alinarak herhangi bir amino asit kodlayan (kodlayan) ve herhangi bir amino asit
kodlamayan genlerin 5°- veya 3’- ug¢ bolgelerinde bulunan bolgeler olarak (UTR)
siniflandirilmistir. Sekil 4.53’de amino asit kodlayan ve kodlamayan (UTR) 6rnegi

gosterilmektedir.
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(’ 10 20 30

T T e T
ATGCTAACACATTCACGTTTGGCTAGAGAG

i L T H 5 R L A R E
E 40 50 &l
T L N I

E.< AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAG
o R E R E R E R E R E
2 | ?ID | 8ID | glo
AGTGTGCTGATAACGAGAAGTAACGCATAT

5 W L I T R S I i

\.

- | 1[IO | 2ID | SIU
TGATATTCAGTAAAATTTGAACATACATAA

z A S Y 38 F E H T *
o 40 50 &l
|__< R T I I I
] ATTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
I L 5 L 5 L 5 L 5 L
| ?ID | 8ID | glo
TCTCTAAAATTGATATTCAGTAAAATTTGA

\_ = L K L I F S K I U

Sekil 4.53. Amino asit kodlayan ve UTR bolgesinde

bulunan mikrosatellitler. Sekilde altta verilen

cDNA dizisinde iki adet stop kodonunun

(TGA ve TAA) varligt bu miktrosatellit

DNA’'nin  UTR  boélgesinde  oldugunu

gostermektedir

Amino asit kodlayan bolgelerde mikrosatellit iceren mevcut sekans {iizerinde
translasyon sonucu olugabilecek 6 farkli ihtimalli amino asit dizilimleri belirlenmistir.
Incelenen sekans iizerinde bir agik okunabilir bdlgenin olup olmadigi, mikrosatellit

tekrar bolgesinin sekansin translasyona ugrayan bolgesinde mi yoksa translasyona

ugramayan bolgesinde mi yer aldig1 belirlenmistir.

Calisilan 83 AGi mikrosatellit setinin olusturdugu amplikonlarin 20 (%24.1) adedi
kodlayan bolgelerde yer alirken geri kalan 63 (%75.9) UTR bdlgelerde yer aldigi
belirlenmistir (Cizelge 4.56). Translasyona ugrayan gen bdlgelerinde %60
translasyona ugramayan gen bolgelerinde ise %39.68’lik bir oranla triniikleotitler en

yogun mikrosatellit motifi olarak tespit edilmistir.

Toplam 83 adet mikrosatellit lokusu igerisinde en yogun mikrosatellit motifinin
%44.58’lik oranla triniikleotitler oldugu saptanmistir. Ancak triniikleotitlerin genik

bolgelerde olduk¢a yogun olmasina karsin doku, organ ve gelisme donemine 6zgii
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Ozellik gosteren mikrosatellit lokuslarinda en yiiksek oranda bulunan tekrar

motiflerinin diniikleotitler oldugu géze carpmistir (Cizelge 4.55, Cizelge 4.56).

Cizelge 4.56. MEP gruplarindaki mikrosatellitlerin kodlayan ve kodlamayan (UTR)
bolgelerine ait dagilimlar

Mikrosatellit ___

Diniikleotit 15 23.81 25.00
Trintikleotit 25 39.68 12 60.00
Tetraniikleotit 12 19.05 1 5.00
Pentaniikleotit 2 3.17 0 0.00
Hekzaniikleotit 7 11.11 2 10.00
Bilesik 2 3.17 0 0.00
Toplam 63 20

Zhang vd (2004) tarafindan yapilan calismada Arabidopsis genomunun tamaminda
protein kodlayan ve kodlamayan sekanslar iizerinde en yogun mikrosatellit bulunan
bolgenin 5’-UTR bolgesi oldugunu belirlemislerdir. Protein kodlayan sekanslar
tizerinde ise en fazla gozlenen mikrosatellit motifinin istatistiksel olarak (r’=0.74,
P<0.001) onemli diizeyde bulunan triniikleotit mikrosatellit motifi oldugunu
bildirmislerdir. Morgante vd (2002) tarafindan yapilan bir baska c¢alismada da
Arabidopsis, ¢eltik, soya, misir ve bugdaym da bulundugu bitki tiirlerinde kodlayan
ve kodlamayan sekanslar iizerinde en fazla bulunan mikrosatellit motiflerinin

triniikleotit ve hekzaniikleotit mikrosatellit motifleri oldugunu belirlemislerdir.

Lawson ve Zhang (2006) celtik ve Arabidopsis bitki genomlarinda yaptiklari
calismalarinda farkli genik bolgelerdeki mikrosatellit yogunlugunu incelemisler ve
her iki bitki genomu i¢in 5’-UTR bolgelerinde diger bolgelere gore (ekson, intron, 3’-
UTR) daha fazla miktarda mikrosatellit bulundugunu ve en yogun mikrosatellit
motifinin trinlikleotitler oldugunu belirtmiglerdir. Yu vd (2004) bugday ve ¢eltik
bitkisinde yaptiklar1 arastirmalarinda tritikleotit mikrosatellit motiflerinin kodlayan
bolgelerde %74 oraninda bulundugunu bildirmislerdir. Varsley vd (2005) tarafindan
tahillarda yapilan calismada en yaygin mikrosatellit motifinin %54-78 oranlarinda
triniikleotitler oldugunu ardindan %17.1 ile %40 arasinda diniikleotitlerin
bulundugunu saptamislardir. Bu tez c¢alismasinda da triniikleotitler incelenen

mikrosatellit lokuslart igerisinde protein kodlayan ve UTR bolgelerde en fazla
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gozlenen mikrosatellit motifi olarak dikkat ¢ekmistir. Alinan bu sonuglar daha 6nce
in silico yontemlerle yapilmis olan calismalar1 teyit eder niteliktedir (Yu vd 2004,

Varsley vd 2005, Lawson ve Zhang 2006).

4.15.3. Mikrosatellit motiflerinin housekeeping ve doku spesifik gen bolgelerdeki

dagihmlan

Caligmada kullanilan 83 AGi primer setinin elde edildigi EST dizileri kontig
analizlerine alinarak bunlarin igerdikleri mikrosatellitlerin housekeeping veya doku
organ spesifik genlerdeki dagilimlar1 arastirilmistir. Mikrosatellit lokuslarinin protein
kodlayan ve UTR gen bolgelerine gére dagilimlari incelendigi zaman doku, organ ve
gelisme donemine 6zgli mikrosatellit lokusu sayist 23 (%27.71) adet housekeeping
bolgelerde bulunan mikrosatellit lokusu sayis1 60 (%72.29) adet olarak tespit

edilmistir.

Mikrosatellit motifleri yoniinden housekeeping ve doku spesifik genlerdeki
mikrosatellitler karsilagtirildiginda %43.48’lik bir oranla diniikleotitlerin doku
spesifik genlerde bulunduklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.57). Diniikleotitlerin ardindan
%26.09’luk oranla triniikleotitler ikinci sirada yer almistir. Housekeeping gen
bolgelerinde ise %51.67’lik bir oran 31 adet say1 ile triniikleotitler ilk sirada iken
%16.67’1ik bir oranla diniikleotitlerin triniikleotitlere oranla oldukga diisiik bir oranda

bulundugu saptanmistir (Cizelge 4.57).

Doku, organ ve gelisme donemine 0zgii mikrosatellit lokuslarindan 7 adedi
(%30.43) protein kodlayan gen bolgelerinde bulunurken 16 adedi (%69.57)
translasyona ugramayan gen bolgelerinde bulunmustur. Housekeeping mikrosatellit
lokuslarindan (60 adet) 13 adedinin (%21.67) protein kodlayan gen bolgelerinde, 47
adedinin (%78.33) ise translasyona ugramayan gen bolgelerinde bulundugu

saptanmistir.

Toplam 20 adet diniikleotit tekrar igeren mikrosatellit lokuslarinin %50’si doku,
organ ve gelisme donemi spesifik Ozellik gostermis ve %50’si de housekeeping

Ozellige sahip olmustur. Doku, organ ve gelisme donemi spesifik 6zellik gosteren
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diniikleotit tekrarlarinin 5 adedinin protein kodlayan gen bolgelerinde 5 adedinin de
translasyona ugramayan gen boélgelerinde bulundugu gozlenmistir. Housekeeping
ozellik gosteren 10 adet diniikleotit tekrarin %33 {iniin protein kodlayan %67 sinin
ise kodlanmayan gen bolgelerinde oldugu goriilmiistiir. Mikrosatellit lokuslarindan 37
adedi triniikleotit mikrosatellit motifi icermis ve bunlardan 6 adedi (%26.09) doku,
organ ve gelisme donemine 6zgii ifade bulurken 31 adedi (%51.67) housekeeping gen
Ozelligine sahip olmustur. Housekeeping gen 6zelligine sahip en yogun mikrosatellit

lokuslart trintikleotitler olarak tespit edilmistir.

Translasyona ugrayan tetraniikleotit iceren mikrosatellit lokuslarinin tamami
housekeeping gen ifadesi gosterirken translasyona ugramayan tetraniikleotit igeren
mikrosatellit lokuslarinin %33.33’ii doku, organ ve gelisme donemine 0Ozgii, geri
kalan %66.67’si ise housekeeping 6zellikte gen ifadesi gdstermistir. Pentaniikleotit ve
birlesik (compound) O6zellikte tekrar eden mikrosatellitlerin tamami housekeeping

ozellik gostermistir.

Cizelge 4.57. MEP gruplarindaki mikrosatellitlerin fonksiyonlarina (housekeeping ve
doku spesifik) gore dagilimlar

Mikrosatellit ____

Diniikleotit 16.67 10 43.48
Triniikleotit 3 1 51.67 6 26.09
Tetraniikleotit 9 15.00 4 17.39
Pentaniikleotit 2 3.33 0 0.00
Hekzaniikleotit 6 10.00 3 13.04
Bilesik 2 3.33 0 0.00
Toplam 60 23

Hekzantikleotit tekrarlar iceren mikrosatellit lokuslarina ise %33.33’ii doku, organ
ve gelisme donemine 6zgili ifade bulurken %66.67°si housekeeping 6zellikte gen
ifadesine katilmistir. Protein kodlayan gen bolgelerinde bulunan hekzaniikleotit
tekrarlarin  %50°sinin  doku, organ ve gelisme donemine 6zgli %50’sinin de
housekeeping 6zellikte ifade buldugu saptanmistir. UTR gen bolgelerinde bulunan
hekzaniikleotitlerin ise %28.57’si doku, organ ve gelisme donemine Ozgii ifade

olurken %71.43’1i housekeeping 6zellikte ifade bulmustur.
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Bitki tiirlerinde oldukga sinirlt oldugu bilindigi i¢in tez ¢alismasi kapsaminda elde
edilen bulgularimiz  diger ¢alismalarin  sonuglart ile yeterli miktarda
tartisilamamaktadir. Ancak Lawson ve Zhang’in (2008) fare ve insan genomunda
yaptiklar ¢alismada in silico analiz sonuglarina gore housekeeping genlerde bulunan
mikrosatellit yogunlugu doku, organ spesifik genlerde bulunan mikrosatellit
yogunlugundan 1.7 kez daha yiliksek oranda bulundugunu belirlemislerdir. Aym
calismada doku, organ spesifik genler ile housekeeping genlerin icerdikleri
mikrosatellit baz igeriklerinin ve motiflerinin birbirlerinden farkli oldugu da ortaya

koyulmustur.

Be tez kapsaminda mikrosatellitlerin gen regiilasyonunda katilabilecegi fikri daha
once yapilmis c¢alismalarla desteklenmistir (Ganapathi vd 2005, Eller vd 2007). Bu
calismada da mikrosatellitlerin 6zellikle protein kodlayan bdlgelerde degisiklik
gosterdigi belirlenmistir (Metzgar vd 2000). Ayrica doku spesifik genlerde bulunan
mikrosatellitlerin genlerin UTR kisimlarinda daha yiiksek oldugu saptanmustir.
Housekeeping genlerin triniikleotit —mikrosatellitlerin daha yaygin oldugu
belirlenmistir. Bu tez caligmasinda doku, organ ve gelisme donemine ozgi
mikrosatellit motiflerinin ¢ogunlugunun diniikleotitlerden olustugu saptanmistir.
Fakat insanda Sharma vd (2003, 2005) tarafindan yapilan farkli g¢alismalarda
diniikleotit mikrosatellit motiflerinin housekeeping genlerde yogun oldugu ve

ozellikle [TG/CA] mikrosatellit motifinin yaygin olarak bulundugu bildirilmistir.

4.15.4. Mikrosatellitlerin GenBank homolojilerine gore simiflandirilmasi

Calismada Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) homoloji analizine tabi
tutulan toplam 83 primer setinin dizayn edildigi mikrosatellit igeren EST sekansi
icerisinde 61 adet primer setinin temsil ettigi housekeeping veya 23 adet primer
setinin temsil ettigi doku, organ yada gelisme donemi spesifik 6zellik gosteren ifade
edilmis gen veya gen parcaciklariyla GenBank verilerinde bulunan fonksiyonlari
bilinen ya da heniliz belirlenmemis gen veya gen pargaciklar1 arasinda yiiksek
diizeyde homoloji olusturduklar1 saptanmistir. Analiz sonucuna gore toplam 22 adet

EST sekansi icin mevcut GenBank verileri diizeyinde herhangi bir homoloji tespit
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edilememistir (Cizelge 4.58). Bu durum ozellikle mikrosatellit iceren genlerin
GenBank veri tabaninda yeterince temsil edilmedigi yoniinde yorumlanmistir.
Giiniimiizde bir¢ok arastirict mikrosatellitlerin fonksiyonel rolleri konusunda tam bir
ortak gorlise sahip olmamalari nedeni ile mikrosatellit igeren genlere yonelik

calismalar sinirlidir.

Toplam 60 adet housekeeping gen veya gen parcgaciklarinda yer alan mikrosatellit
iceren sekanslar icerisinde 19 adet mikrosatellit iceren sekansin hiicre biiylimesi ve
boliinmesi, hiicre zar1 yapisi, DNA baglanma, hiicre duvari proteinlerinin bilesimi,
transkripsiyon regililasyonu, proteinlerin hiicreler arasi taginmasi, genel savunma
mekanizmas1 gibi fonksiyonlar1 bilinen genler ile yiiksek diizeyde homoloji
olusturdugu yapilan homoloji analizleri ile belirlenmistir. Geri kalan 41 adet
housekeeping gen veya gen pargaciklari igerisinde 16 adedi ile herhangi bir homoloji
tespit edilemezken 26 adedinin mevcut GenBank verileri igerisinde heniiz karakterize
edilmemis ve fonksiyonlar1 belirlenmemis olan farkli bitki tiirlerinden elde edilmis
sekans verileri ile homoloji olusturdugu belirlenmistir. Bu gen gruplari igerisinde

mikrosatellit lokuslarinin 6nemli bir diizeyde bulundugu tespit edilmistir.

Doku, organ ve gelisme donemi spesifik gen veya gen parcaciklarinda yer alan 23
adet sekans icerisinde 13 adet mikrosatellit iceren sekansin fruktokinaz, karbonik
anhidraz, siiperoksidaz dismutaz gibi fonksiyonlar1 bilinen genler ile yiiksek diizeyde
homoloji olusturdugu saptanmistir. Geri kalan 10 adet icerisinde 6 adedi ile herhangi
bir homoloji tespit edilemezken 4 adedinin mevcut GenBank verileri icerisinde heniiz
karakterize edilmemis ve fonksiyonlart belirlenmemis olan farkli bitki tiirlerinden

elde edilmis sekans verileri ile homoloji olusturdugu gortilmistiir.

4.154.1. MEP TiP 1

BLAST homoloji sonuglarina gore tiim dokularda ifade bularak MEP TiP 1
grubuna giren 60 adet primer setinin temsil ettigi ifade edilen gen parcacigi iceren
sekanslarin hiicresel fizyoloji ile ilgili gorevleri olan housekeeping genler igerisinde
yer aldiklar1 tespit edilmistir. Bu genler bazi1 caligmalarda da bilinen tiim kosullarda

farkli dokularda sabit seviyelerde transkripsiyona ve translasyona ugrayan genler
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olarak nitelendirilmistir (Lawson ve Zhang 2008). Yapilan homoloji analizine gore
housekeeping genler olarak belirtilen ve tiim dokularda ifade bulan gen parcaciklar
ile yliksek diizeyde homoloji gosteren GenBank veri tabaninda bulunan gen veya gen

kisimlarina ait bilgiler Cizelge 4.58’de sunulmustur.

AGi003 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit lokusu DNA dizisi tiitiin bitkisine
ait transkripsiyon regiilasyonunda gorev alan transkripsiyon faktor geninin mRNA’s1
ile 7E®® degeri ile homoloji gosterirken AGi009 primer setinin temsil ettigi
mikrosatellit lokusuna ait dizi patates bitkisinde genel savunma mekanizmasinda
gorev alan ACRE 132 mRNA’st ile 3E'® degeriyle homoloji gosterdigi
belirlenmistir. Her iki primer setinin temsil ettigi mikrosatellit lokuslarinda
mikrosatellit bolgesi translasyona ugramayan bolgelerde bulundugu saptanmistir
(Cizelge 4.58). Bu bilgiler ve calismanin biitiin kisimlarindan elde edilen bilgiler
151¢inda  housekeeping genlerinin  biliyilkk bir kisminda mikrosatellitin - UTR

kisimlarinda yer aldig1 dngoriilmiistiir.

Housekeeping genler icerisinde yer alan bir gen veya gen parcast lizerinde
kodlayan bolge iizerinde bulunan AGi019 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit
bolgesini bulunduran sekans verisi domates bitkisinden sekanslanarak belirlenen ve
bir niiklear proteini kodlayan Nop56 mRNA sekansi ile 2E®’ degeriyle homoloji

meydana getirmistir.

Translasyona ugramayan bolgede yer alan AGi028 primer setinin temsil ettigi
mikrosatellit alanina veya domainine ait sekans verisi ile patates bitkisinde yumru
olusumunda gérevli stolon ucu proteini mRNA’s1 arasinda 2E "%’ degeriyle homoloji
tespit edilmistir. AGi031 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit bolgesi sekans
verisi ile yine biber bitkisi (C. annuum L.) tiiriine ait (DQ247968.1 lokusu) etilene
hassas element baglanma proteini mRNA sekansi arasinda E=0 degeriyle homoloji
bulundugu saptanmistir (Cizelge 4.58). Bu deger bu tez calismasinda elde edilen
lokusa ait sekans bilgisi ile GenBank veri tabaninda bulunan sekans bilgisinin ayni

oldugunu gostermistir.
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Capsicum chinense L. tiiriinde hiicre genislemesi ve boliinmesinde etkili bir protein
olarak tespit edilmis olan oksin tesvikleyici proteinin mRNA’s1 ile AGi032 primer
setinin temsil ettigi mikrosatellit lokusuna ait sekans bilgisi arasinda E=0 degeriyle
homoloji oldugu belirlenmistir. Bu E degeri ile AGi032 primer setinin oksin

tesvikleyici proteinin gen bolgesini hedeflemis oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.58).

Patates bitkisinde su kaybinda ve yag tasinmasinda goérev alan siklaz/dehidraz
proteinin mRNA sekans1 ile yine E=0 degeriyle homoloji olusturan AGi042 primer
setinin temsil ettigi mikrosatellit lokusunda mikrosatellit motifinin protein kodlayan
bolgede bulundugu goriilmiistiir. Biber bitkisinde dehidrasyonla ilgili genlerin
bulunmasi 6zellikle kuraga ve soguga dayaniklilikta 6nem arz etmektedir. Bu nedenle
AGi042 primer seti kullanilarak biberde siklaz/dehidraz genlerinin tespiti

calismalarinda kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Mikrosatellit motifi protein kodlayan bolge icerisinde bulunan AGi048 primer
setinin temsil ettigi mikrosatellit bolgesine ait sekans verisi ise patates bitkisinde
tRNA sentezinden sorumlu olan tRNA sentetaz enziminin mRNA sekansi ile 8E™'%°
degeriyle homoloji tespit edilmistir. Bu tez kapsami igerisinde AGi048 primer seti
uygulanmis olan kriterlerle housekeeping gen grubuna dahil edilmistir. Transfer RNA
sentetaz enzimi her hiicrede bulunan bir enzim olmasi nedeni ile housekeeping

fonksiyonuna sahiptir. Bu baglamda ¢aligmada kullanilan gruplamanin gercegi

yansittigr diistiniilmiistiir.

AGi040 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit EST sekansi ise Nicotiana
plumbaginifolia Viv. bitkisinde transkripsiyon regiilasyonundan sorumlu U2 snRNP
yardimel faktoriine ait sekans ile 2E™° degeriyle homoloji tespit edilmistir (Cizelge
4.56). Bu ¢alismada AGi040 primer seti MEP TiP IB’de yer almaktadir ve kullanilan
biitiin ¢cDNA kiitiiphaneleri arasinda polimorfizm gdstermemistir. Okaryotik post-
transkripsiyon mekanizmasindan sorumlu oldugu bilinen U2 snRNP yardimci
faktoriine ait gen ifadesinin biitiin dokularda benzer diizeyde ifade etmis olmasi

housekeeping fonksiyonundan kaynaklanmaktadir.
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C. annuum L. bitkisinde DNA baglanma proteini olarak gorev alan proteinin
mRNA sekansi 2E7 degeriyle AGi052 primer setinin olusturuldugu amplikon sekans
verisi ile homoloji olusturdugu tespit edilmistir. DNA transkripsiyonun da genel ve
0zel fonksiyonlar1 bulunan transkripsiyon faktorleri veya trans elementleri
bulunmaktadir. Bu c¢alisma kapsaminda AGi052 housekeeping fonksiyonu bulunan
MEP TiP 1 grubunda yer almistir. Calisilan dokular arasinda polimorfizm
gostermeyen bu lokus biiylik bir olasilikla genel transkripsiyon faktorii (DNA
baglanma proteini) oldugu ve mikrosatellit icerigi ile olusturdugu ardisik amino asit

tekrarlari ile DNA protein interaksiyonunda gorev yapmakta oldugu diistiniilmiistiir.

Arabidopsis bitkisinde remorin proteini olarak DNA baglanmasinda gorev alan
proteinin mRNA sekans1 ise AGi060 primer setinin elde edildigi EST DNA dizi
bilgisi ile 1E° degeriyle orta diizeyde homoloji meydana getirmistir (Cizelge 4.58).
Vaskular bitkilerde plasmodezmata ve hiicre zarmin mozaik yapisinda bulunan
remorin proteinin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte Raffaelea vd (2009)
Solanaceae familyasinda Potato virus X (PVX) hareketini kisitladigini savunmustur.

Bu durum AGi060 lokusunun irdelenmesi gerektigini gostermektedir.

Tiitiin bitkisinde hiicre membran1 proteini olan sistein amino asitince zengin
elongasyon (uzama) proteini 2 mRNA sekans bilgisi ile iizerinde AGi071 primer
setinin bulundugu mikrosatellit EST sekansi 7E* degeriyle homoloji gostermistir.
AGi071 bu calismada MEP TiP I grubuna dahil edilmistir ve housekeeping
fonksiyonuna sahip oldugu ongorilmiistiir. AGi071 [CCACGA]s mikrosatellit alani
ile sistein amino asitince zengin polipeptit olusturarak housekeeping fonksiyonu

gostermektedir.

C. annuum L. bitki tiirline ait GenBank lokusu AY496092.1 sekansi ile AGi083
primer setinin temsil ettigi mikrosatellit EST sekansi arasinda SE'% degeriyle
homoloji oldugu saptanmigtir. Homoloji verilerinden yararlanarak AGi083 lokusunun
hiicreler arasi protein aligverisinden sorumlu olan ADP-ribosilasyon faktorii genine

benzer fonksiyonu olabilecegi belirlenmistir.
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Domates bitkisinden elde edilen transkripsiyon regiilasyonunda gorev alan TAF12
(transkripsiyon inisasyon faktorii TFIID 12. alt {initesi) mRNA’s1 ile AGi092 primer
setinin temsil ettigi lokusa ait sekans verisi 2E”* degeriyle homoloji gdstermistir
(Cizelge 4.58). Domates bitkisinin DNA baglanma proteini mRNA’s1 ile AGil108
primer setinin temsil ettigi lokus sekansi arasinda 2E'* degeriyle homoloji oldugu
saptanmustir. Transkripsiyon faktorlerin bir boliimii doku veya organ spesifik 6zellik
gosterebilirken diger bir bolimii genel transkripsiyon faktorleri olup housekeeping
fonksiyonlarina sahiptir. Bu ¢alismada AGi092 primer seti MEP TiP I grubunda yer
almis ve AGi092 lokusunun housekeeping fonksiyonu teyit edilmistir.

Domates bitkisinin farkli genotiplerden elde edilen ribozomun yapisina katilan

ribozomal proteinlerin mRNA dizileri ile AGi098 primer setinin lokus sekanslar

136 164

arasinda 1E"” ve AGil00 primer setinin temsil ettigi lokus sekans verisiyle 1E’
degeriyle homoloji gosterdikleri tespit edilmistir. Domates bitkisinde fotosentezde
gorevli LPAT proteini mRNA’s1 ile AGil15 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit
EST sekansinin 5E™*" degeriyle homoloji gosterdigi belirlenmistir. Housekeeping gen
grubu igerisinde yer alan AGil20 primer setinin temsil ettigi lokus sekansi ile patates
bitkisinde adenilat translokasyonunda goérevli oldugu bilinen brittle 1 proteinini
mRNA sekansi arasinda 4E™ degeriyle homolojinin var oldugu saptanmustir (Cizelge

4.58).

4.154.2. MEP TiP 11

Bu grupta yer alan mikrosatellit lokuslar1 igerisinde AGi026 mikrosatellit lokusu
haricinde yer alan diger mikrosatellit lokuslar1 ile GenBank verilerinde bulunan
sekans verileri arasinda énemli bir homoloji belirlenmemistir. AGi026 mikrosatellit
lokusunda perikarp ve plasenta dokularindan farkli gelisme donemlerinden elde
edilmis olan cDNA Kkiitiiphanelerinde amplikon elde edilememistir. AGi026
mikrosatellit domaininde UTR bolgesinde olduk¢a uzun [AG] mikrosatellit motifinin

varlig1 sekans analizi ile teyit edilmistir.

BLAST analizi sonucu Kaliforniya hashasi (Eschscholzia californica Cham.)

bitkisine ait (EU200154.1) transkripsiyon regiilasyonunda ¢inko parmak ana domain

258



protein 1 olarak gorev yapan genin mRNA sekansi ile AGi026 primer setinin temsil
ettigi mikrosatellit lokus sekansi arasinda 2E?* degeriyle homoloji bulundugu

saptanmustir (Cizelge 4.58).

Bu ¢alismada AGi026 primer seti MEP TiP II grubunda yer almistir. Bu bulgu bu
mikrosatellit bolgesine [ACC/GGT] sahip genin dokular veya gelisme donemleri
Ozgii farkli ekspresyon 0Ozelligi olan 0zel bir transkripsiyon faktoriinii
kodlayabilecegini gostermistir. Mikrosatellit iceren genlerin gen regiilasyonu ile
iliskileri az diizeyde de olsa calisilmistir. Ornegin Dresselhaus vd (1999) musir (Zea
mays L.) bitkisinde yaptiklari ¢alismalarinda 5°UTR bdélgelerinde [CCG]n
mikrosatellit domaini iceren bazi protein genlerinin fertilizasyonun regiilasyonunda

etkili olduklarin1 gostermislerdir.

MEP TiP II grubunda yer alan 16 cDNA Kkiitiiphanesinde farkli gen ekspresyon
profilleri olusturan [AT/TA] mikrosatellit icerikli AGi014, [TTCT/AGAA] icerikli
AGi047 ve [AG/CT] icerikli AGil03 primer ciftlerinin temsil ettigi mikrosatellit
lokuslarmin biyolojik aktivitelerinin belirlenebilmesinde uygulanan GenBank

homoloji testlerinden homolojiler belirlenememesi nedeniyle yararlanilamamaistir.

MEP TiP II grubunda bulunan mikrosatellitlerin {izerlerinde bulunduklar1 genlerin
transkripsiyon ekspresyonlarini etkiledigi ve bu nedenle bazi amplikonlarin dokular
arasinda polimorfizm gosterdigi tespit edilmistir. Daha Onceki ¢alismalarda
dintikleotit mikrosatellitlerin {iizerlerinde bulunduklar1 genlerin ekspresyonlarini
artirdig1 (Gebhardt vd 1999), baz1 mikrosatellitlerin ise transkripsiyonel aktivitesini
azalttig1 (Okladnova vd 1998, Searle vd 1999) bildirilmistir. Transkripsiyonlarin
mikrosatellitler aracilii ile regiilasyonunda Z-DNA veya H-DNA gibi alternatif
DNA yapilarinin olusturulmasi neden olabilecegi diisiintilmiistiir (Rich 1993). Ancak
MEP TiP II grubunda yer alan mikrosatellitlerin gen ekspresyonuna katkilar1 baska
mekanizasyonlarla olustugu Ongoriilmiistiir. Z-DNA ve H-DNA formlar1 DNA
tizerinde ve  Ozellikle transkripsiyona  almmayan  bolgelerdeki  DNA
konformasyonundan kaynaklanabilmektedir (Zamore vd Green 1991, Okladnova vd

1998, Searle vd 1999, Rich 1993).
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4.15.4.3. MEP TiP 111

Bu grupta yer alan mikrosatellit lokuslarindan AGi046 haricinde AGiO13 ve
AGi016 lokuslar1 GenBank homoloji analizlerinde pozitif sonuglar vermistir. AGi046
lokusu [TAA/AAT] mikrosatelliti icermektedir. 16 farkli cDNA Kkiitiiphanesi iizerinde
AGi046 lokusuna ait iki allel (371 ve 368 bp) sadece 15 CGS plasenta dokusunda
belirlenirken diger biitlin kiitiiphanelerde tek allel bulunmaktadir. AGi016 lokusunun
her iki allelde de mikrosatellit bulunmakta ve 371 bp allelinde tekrar sayisinin arttig1
belirlenmistir. Her iki allelde bulunan mikrosatellit alaninin UTR bolgesinde
bulunmasi ve 371 bp allelin sadece 15 CGS plasenta dokusunda bulunmasi bu allelin
plasenta doneminde ekspresyonunun daha fazla oldugu belirlenmis ancak GenBank
veri tabaninda homoloji gosteren baska bir genin bulunmamasi nedeni ile fonksiyonu
bu ¢alisma kapsaminda agiklanamamistir. AGi046 mikrosatellit lokusunun biyolojik
aktivitesinin Ogrenilmesi ve mikrosatellit igeriginin gen regiilasyonunda aldigi

gorevin aydinlatilmasi yararl olacaktir (Cizelge 4.58).

Soya bitkisinin GenBank lokusu FJ014783.1 fosforilizasyon da onemli rolii olan
protein kinaz mRNA sekans ile AGi013 primer setini amplikonu 6E " gibi oldukca
yiilksek homoloji degeriyle benzerlik gdstermistir (Cizelge 4.58). AGiO13 primer
setinin 16 cDNA kiitliphanesi {izerinde olusturduklar1 mikrosatellit amplikon
sayillarinin farkli oldugu gozlenmistir. Tiim dokularda 270, 264 ve 158 bp
bliyiikliiglinde iic amplikon elde edilmesine ragmen gen¢ kok dokusunda 270, 264,
170, 164 ve 158 bp biiyiikliiklerinde toplam bes adet amplikon meydana gelmistir.
Fosforilizasyon gen regiilasyonunda oldukca 6nemli bir yer aldig1 uzun yillardan beri
bilinen bir gergektir. AGi013 lokusunun bazi allellerinin sadece kok dokusunda ifade
etmesi ve bu ifadede olusturulan genin 6zel bir fosforilizasyon enziminin {iretilmesi
ve bu fosforilizasyon proteininin mikrosatellit icermesi mikrosatellitlerin gen
ifadesinde kodladigi genlerle de etkili oldugunu gostermektedir. Ranum ve Day
(2002) genlerin 3’-UTR bolgesinde bulunan mikrosatellit varyasyonlarinin
transkripsiyonunun regiilasyonunda o6nemli olabilecegini gostermislerdir. Bu
calismada AGiO13 lokusundan elde edilen bilgiler 1s183inda mikrosatellit

varyasyonunun doku organ ve gelisme doneminde etkili olabilecegi goriilmiistiir.
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AGi016 primer setini temsil ettigi mikrosatellit lokusuna ait 161 bp uzunlugundaki
allel sekans bilgileri tiitiin bitkisinde (GenBank lokusu U71108.1) hiicre zari
yapisinda bulunan ve sterol-C metiltransferaz geni mRNA sekanst ile 4E™° degeriyle
homoloji gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.58). Bitkilerde sterol biyosentezinde
rol alan sterol C metil transferaz enziminin farkli izoformlar1 mevcut olup bu
caligmada alinan gen¢ kok dokusuna 6zgii sterol C metil transferaz enziminin bu
izoformlardan  hangisi  oldugu yapilabilecek  farkli  ¢alismalar  sonucu

belirlenebilecektir.

AGi016 lokusuna ait ikinci allele sadece kok dokusunda bulunmasi ve diger
dokularda bulunmamasi nedeni ile AGi016 MEP TiP III grubuna alinmistir. Ancak
bu allelin GenBank verileriyle karsilagtirildiginda hi¢bir homoloji sonucu elde
edilememistir. AGi016 primer ¢ifti genomik DNA’nin kalip olarak kullanildigi PZR
caligmalarinda tek bir amplikon olusturmasi kdk dokusu hari¢ diger biitiin cDNA
kiitiiphanelerinde de genomik DNA’da elde dilen amplikonun elde edilmis olmasi
kok dokusunda ¢cDNA PZR caligsmalarinda elde edilmis olan ikinci allelin genomik
DNA’nin direk transkripsiyonu ile elde edilen bir gen parcasi olmadiginda isaret

etmektedir.

AGi016 lokusunun kok dokusunda olugsmus olan ikinci allele alleldeki mikrosatellit
artig1 biiytlik bir ihtimalle 3 farkli post-transkripsiyon modifikasyonundan biri veya bu
modifikasyonlardan ikisinin bir arada bulunmasi ile olusmus olabilir. RNA edisyonu
(RNA Editing) oOkaryotik gen regiilasyonunda bulunan bir mekanizma olup bu
mekanizma ile DNA iizerinde olmayan yeni niikleotitler mRNA {izerinde
olusturulabilmektedir. (Brennicke vd 1999, Hefferon 2004). Diger bir mekanizma ise
alternatif siplisin olayidir. Alternatif siplisin genomda bulunan bir lokustan farkli iki
allelin iiretilmesi seklinde gerceklesebilmektedir (Brett vd 2002). Ugiincii mekanizma
ise RNA sentezi sirasinda RNA  polimerazin  mikrosatellit —alanlinin
transkripsiyonunda kayarak diismesi ve diistiigii alanda bulunan niikleotit sayisindaki
artiglarin olugmasidir (Klintschair ve Wiegand 2003, Wills ve Atkins 2006). AGi016
lokusunda bu mekanizmalardan hangisinin kullanildiginin belirlenmesi amaci ile yeni

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.
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4.15.4.4. MEP TiP IV

Bu grupta yer alan mikrosatellit lokuslarindan GenBank verilerinden ayni gen
homoloji gosteren AGi001, AGi002 ve AGil 18 mikrosatellit lokuslarina ait homoloji
analiz sonuglar1 bir arada sunulmustur. AGil01 primer setinin temsil ettigi
mikrosatellit lokusu sekansi ise GenBank verilerinden her hangi biriyle homoloji

meydana getirmedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.58).

AGil101 lokusunda [TCA] mikrosatelliti bulunmakta olup farkli biber tiirlerine ait
genomik DNA’lar arasinda polimorfik sonuglar olustururken ve bu lokus 16 cDNA
kiitiiphanesinde yogunluk farki polimorfizm olusturdugu tespit edilmistir. Organ,
doku veya gelisme donemlerine 6zgii kiitiiphaneler iizerinde farkli ifade etmis olmasi
bu lokusun housekeeping fonksiyonu disinda doku spesifik bir ekspresyon gosterdigi

seklinde yorumlanmustir.

Toutenhoofd vd (1998) ve Kenneson vd (2001) yaptiklar1 arastirmalarda genlerin
tizerlerinde bulunan mikrosatellit tekrar sayisinin artmasi veya azalmasi genlerin
transkripsiyon miktarin1 dogrudan etkilediklerini 6ne slirmiislerdir. Protein kodlayan
bolgelerdeki mikrosatellit tekrar sayilarinin biiylik oranda arttirilmasi translasyonda
olusan proteinlerin toksik etkilerine neden olabildigi gibi translasyonun hizi ve bazi
durumlarda translasyonun miktarim1 da etkileyebilmektedir. AGi101 lokuslarinin
farkli ¢cDNA amplikon sekanslarimin incelenmesi ile bu lokusun mikrosatellit
icerikleri yoniinden bir farkliligin olmadiginin gézlenmesi bu lokusun Toutenhoofd
vd (1998) ve Kenneson vd (2001) tarafindan one siiriilen mikrosatellit regiilasyonlari
ile agiklanamayacagi ancak baska bir mekanizmanin var oldugunu gostermektedir.
Doku, organ ve gelisme donemi spesifik ozellik gosteren AGil01 mikrosatellit
lokusunun fonksiyonel gorevinin ve gen regiilasyonunda olabilecek etkisinin

bilinmesi i¢in detayli fonksiyonel genomik ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tiitiin bitkisinde karbondioksit fiksasyonunda gorevli oldugu belirlenen karbonik
anhidraz geni (CA) mRNA sekans (M94135.1) bilgisi ile AGi0O01 primer setinin
olusturdugu mikrosatellit EST sekanst 2E™ degeriyle oldukca vyiiksek diizeyde
homoloji gostermistir. Yine tiitiin bitkisinin baska bir GenBank lokusu olan 1.19255.1
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ile AGi002 lokusu arasinda 3E"% degeriyle homoloji bulundugu saptanmistir. Bu tez
caligmasinda kullanilan AGil18 primer setinin bulundugu mikrosatellit EST sekans1
ile yine tiitiin bitkisinde GenBank lokusu AF454759.2 arasinda 2E'"® degeriyle
benzerlik oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.58).

AGi001, AGi002 ve AGill8 lokuslarinin karbondioksit fiksasyonunda gorevli
oldugu belirlenen beta-karbonik anhidraz geni (CA) mRNA sekansi arasinda
belirlenmis olan yiiksek diizeydeki homoloji bu lokuslarin CA genine benzer
fonksiyonlara sahip oldugunu gostermektedir. Bu lokuslara ait MEP profillerinin
incelenmesi ile amplikon yogunluklarinin her ii¢ mikrosatellit lokusu i¢in en yiiksek
olarak gen¢ ve olgun yaprak dokularinda saptanirken perikarp, plasenta, kok,
olgunlagmamis ve olgun tohum dokularinda ya hi¢ ya da ¢ok az seviyede oldugu

saptanmistir.

Her ii¢ lokusta (AGi001, AGi002 ve AGil18) da mikrosatellit bolgesinin genin
UTR bolgesinde yer aldigi belirlenmistir. Her {i¢ lokusta da mikrosatellit motifi
[TCT] meydana geldigi sekans analizleri ile tespit edilmistir. Karbonik anhidraz
geninin bitkilerde bilinen b familyasina ait CA1 ve CA2 olarak isimlendirilen iki
izoformu bulunmaktadir. Karbonik anhidraz 1 izoformu sadece kloroplastta
bulunurken karbonik anhidraz 2 izoformunun sitozolde bulundugu belirlenmistir.
Fabre vd (2007) vd Fabre vd (2008) Arabidopsis bitkisinde yaprak, sap, ¢icek, siiliikk
meyve ve kok dokularmi kullanarak yaptiklar1 calismalarinda dokular arasinda
karbonik anhidraz geninin ekspresyonunun farkli oldugunu gostermislerdir. Bu tez
caligmasi1 kapsaminda da mikrosatellit iceren genlerin cDNA kiitiiphanelerinde varligi
ya da yoklugunun veya mevcut ekspresyon seviyesi lizerine mikrosatellit tekrarlarinin
bulundugu yerin etkisi ortaya koyulmustur. Ancak bu fikrin daha detayli caligmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.

Biber bitkisinde bulunan CA enzimleri tam anlamui ile karakterize edilmemistir. Bu
durum AGi001, AGi002 ve AGil118 lokuslarinin kullanilarak biber CA enzimlerinin

karakterizasyonunda kullanilabilecegini gostermektedir (Cizelge 4.58).
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4.154.5. MEP TiP V

AGi010, AGi030, AGi039, AGi070, AGi078, AGi094, AGi041, AGi064, AGi090,
AGi091 ve AGil17 primer ciftlerinin temsil ettigi mikrosatellit lokuslarinin yer aldigi
bu gruba ait GenBank veri tabamiyla gerceklestirilen homoloji analiz sonuglari

sirastyla agiklanmistir (Cizelge 4.58).

AGiO10 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit lokusuna ait sekans bilgisi
domates bitkisinin GenBank lokusu AP010263.1 ile homoloji gosterdigi tespit
edilmesine ragmen AP010263.1 lokusunun fonksiyonu belirlenmemis olmasi nedeni
ile AGi010 lokusunun fonksiyonu GenBank verilerine dayanarak belirlenememistir.
Bu calismada belirlenen ve 16 farkli cDNA kiitiiphanesi iizerinde kullanilan AGi010
lokusu 3 farkli allel olusturmakta ve bu alleller organ, doku veya gelisme
donemlerine gore farkli ekspresyon gostermektedir. Bu durum AGi010 lokusunun

doku fingerprinting ¢aligmalarinda kullanilabilecegini gdstermektedir.

MEP TiP V grubunda yer alan AGi030, AGi039 ve AGi078 amplikonlarinin
sekans dizileri ile GenBank sekans verileri arasinda homoloji analizlerinden pozitif
sonuclar alinamamig olup bu primer ¢iftlerinin temsil ettigi doku, organ ve gelisme
donemi spesifik 6zellik gosteren mikrosatellit lokuslarinin bitki iizerinde olusturdugu
fonksiyonel gorevinin ve gen regiilasyonunda mevcut etkilerinin belirlenebilmesi i¢in

detayli fonksiyonel genomik ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu diisiiniilmektedir.

AGi070 ve AGi094 primer setlerinin temsil ettigi mikrosatellit lokuslar1 i¢in
mevcut primerler ile mevcut 16 cDNA kiitiiphanelerinden ¢ogaltilan amplikonlarin
yapilan sekans analizleri sonucu belirlenen diziler Expasy programi kullanilarak
translasyona gerceklestirilmis ve elde edilen amino asit sekanslar1 degerlendirilmistir.
Bu primer ciftleri kullanilarak elde edilmis amplikonlarin amino asit dizilimi
i¢clerinde yabani domatesinde bulundugu baz1 bitki tiirlerinden elde edilen fruktokinaz
genleri ile yiiksek seviyede homoloji gostermistir. Ozellikle AGi070 primer setinin
yabani domates (Solanum hirsutum Dunal.) bitkisinin GenBank lokusu AY325501.1

ile benzerlik gosterdigi bu lokusun bitkide fruktokinaz aktivitesine sahip oldugu
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bilinen sekans ile 9E™"' degeriyle yiiksek diizeyde homoloji olusturdugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.58).

Giiniimiizde domateste 2 farkli fruktokinaz geni oldugu bilinmektedir. Fruktokinaz
1 (Frk 1) mRNA’s1 sabit bir seviyede domateste meyve gelisimi boyunca ifade
edildigi belirlenmistir. Ancak fruktokinaz 2 (Frk 2) mRNA’st gen¢ domates
meyvelerinde yliksek seviyede eksprese olurken meyve gelisiminin sonraki

asamalarinda ekspresyon seviyesinin azaldig1 gosterilmistir (Odanaka vd 2002).

MEP gruplandirmalari, sekans analizleri ve homoloji testlerine dayanarak AGi070
ve AGi094 lokuslarinin biiyiik olasilikla biberde fruktokinaz genlerini temsil ettigi ve
en az iki farkli izoformunun bulundugu 6ngoriilmiistiir. Bu iki izoformdan birinin
(muhtemelen Frk 2) ozellikle 15 CGS perikarp dokusunda yiiksek seviyede eksprese
olurken gen¢ yaprak, cicek tomurcugu, cicek parcaciklari, kok ve olgun tohumda alt
seviyede eksprese oldugu tespit edilmistir. Ote taraftan diger izoformunun
(muhtemelen Frk 1) gen¢ meyve dokusu haricindeki tiim dokularda yiiksek seviyede

ifade oldugu saptanmaistir.

Biberde Frk I ve Frk 2 genlerinin ekspresyon farkliliginin 5°-UTR bolgesinde
bulunan diniikleotit mikrosatellit motifinin tekrar farkliligindan kaynaklanabilecegi
tespit edilmigstir. Rothenburg vd (2001) Z-DNA formunda [AC], ya da [AT],
tekrarlarinin bulundugunu ifade etmislerdir. DNA’nin B ya da Z formu bu tekrarlarin
kodladiklar lokuslarin gen ekspresyonunu etkilediklerini belirtmislerdir. Ayrica Bao
vd (2002) celtik bitkisinde nisastanin fizyokimyasal ozellikleriyle waxy ve SSS
genlerinin 5°-UTR bdlgelerinde bulunan mikrosatellit varyasyonunun arasinda
korelasyon oldugunu ispatlamislardir. Tiim bu bulgularla benzer sekilde AGi094
primer setinin domates bitkisinin U62329.1 nolu aksesyonundan sekanslanarak
bitkide Fruktokinaz (Fkr) mRNA’s1 oldugu bilinen sekans ile 3E7* degeriyle
homoloji meydana getirmistir (Cizelge 4.58).

AGi041 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit lokusuna ait sekans domates

bitkisinin fonksiyonu belirlenmemis olan GenBank lokusu AK224819.2 sekansi ile
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2E7® degeriyle homoloji olusturdugu goriilmiistiir (Cizelge 4.58). AGill7 primer
setinin temsil ettigi mikrosatellit lokusuna ait sekans ise yine domates bitkisinin diger
bir fonksiyonu belirlenmemis olan GenBank lokusu BT013611.1 sekansi ile 3E™°
degeriyle homoloji olusturmustur. Doku, organ ve gelisme donemi spesifik 6zellik
gosteren mikrosatellit lokuslarinin bitki iizerinde olusturdugu fonksiyonunun ve gen
regiilasyonunda etkilerinin bilinmesi i¢in ayrintili fonksiyonel genomik caligmalar

yapilmalidir.

AGi064, AGi090 ve AGi091 primer c¢iftlerinin temsil ettigi mikrosatellit lokuslar
icin yapilan sekans analizleri sonucu belirlenen diziler degerlendirilmistir (Cizelge
4.58). Bu primer ¢iftleri kullanilarak elde edilmis amplikonlarin amino asit dizilimi
iclerinde yabani domatesinde bulundugu bazi bitki tiirlerinden elde edilen bitkilerde
abiyotik ve biyotik stres faktorleri ile iliskili olan Cu/Zn siiperoksidaz dismutaz

(SOD) genleri ile yiiksek seviyede homoloji gostermistir.

AGi064 primer setinin elde edildigi EST sekans dizisi biber bitkisine ait GenBank
lokusu AF009734.1 Cu/Zn siiperoksidaz dismutaz aktivitesi gosteren sekans bilgisi
ile E=0 degeriyle tam olarak homoloji meydana getirmistir. Bu durum AGi064
lokusunun Cu/Zn siiperoksidaz aktivitesine sahip gene ait oldugunu gostermektedir.
Siiper oksidaz dismutaz (SOD) geni bir bitki antioksidan1 olarak savunma sisteminde
onemli rol oynamaktadir. AGi064 primer setinin genomik DNA iizerinde tek
amplikon meydana getirmesi bu genin biberde 15 [TC] tekrar1 igeren tek lokustan
oldugunu diistindliirmiistiir. Ancak 16 cDNA Kkiitiiphanesi {izerinde meydana getirdigi
4 farklh biiyiiklikte amplikon varligi ile diniikleotit tekrar sayist farkliligi ortaya

koyulmustur.

AGi064 amplikonuna ait sekanslama ve kontig analizleri farkli blytkliikteki
amplikonlardaki mikrosatellit varyasyonun 10 ila 16 arasinda degisen diniikleotit
tekrar sayisindan kaynaklandigini1 gostermistir. Bu sonug ile yapilan baz1 ¢aligmalarda
da vurgulanan diniikleotit tekrar sayisindaki artis ve azalisin transkripsiyon sonrasi
(post-transkripsiyon) ekson siplisin etkinligi ya da RNA konformasyonunda meydana

gelen degisim nedenlerine bagli olabilecegi diisiiniilmiistiir (Tian 2000, Hefferon
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2004). Bu durum farkli antioksidan savunma sistemine sahip bitkilerde farkli [TC]
diniikleotit tekrar sayisi olan SOD mRNA’larinin varligina dikkat cekmektedir.

Hile vd (2000) ve Brochede vd (2002) yaptiklar1 ¢aligmalarda sistik fibrosiz
transmembran gegirgenlik regiilator geninin (CFTR) ekson siplisin etkinligi tizerinde
[TG] diniikleotit tekrar sayist degisikliginin etkili oldugunu gostermislerdir. Benzer
sekilde AGi090 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit bolgesi domates bitkisinin
GenBank lokusu AF354748.1 siiperoksidaz dismutaz geni sekansi ile TE 166 degeriyle
homoloji gostermistir. AGi091 primer setinin temsil ettigi mikrosatellit bolgesi ise
domates bitkisinin GenBank lokusu AF354748.1 siiperoksidaz dismutaz geni

sekanstyla 1E'® degeriyle homoloji olusturmustur.

GenBank homoloji analizlerinin birlikte degerlendirilmesi ile elde edilen bilgiler

Ozetle:

1) Bitki fizyolojisi ile ilgili olan bircok gen mikrosatellit icermektedir.

ii) Bazi genlerin kodladig1 izoform protein veya enzimlerde farkli sayida
mikrosatellit tekrarlar1 bulunmaktadir.

i) Genlerde bulunan mikrosatellitler RNA editing, alternatif siplisin veya
mRNA slippage gibi post-transkripsiyonel modifikasyonlar etkisi ile
organ, doku veya gelisme donemlerine 0Ozgli ekspresyon
gosterebilmektedir.

1v) Mikrosatellit ~ motif  tiplerinden  triniikleotit ~ mikrosatellitler
housekeeping fonksiyonuna sahip genlerde daha yaygin olarak
bulunmaktadir.

V) Diniikleotit mikrosatellitler organ, doku veya gelisme donemine 6zgii
genlerde daha yaygin olarak bulunmaktadir.

vi) Genlerde  bulunan  mikrosatellitlerdeki ~ varyasyonlar  protein
turnikasyonlarina yol agabilmektedir.

vii)  Genlerde bulunan bazi mikrosatellit varyasyonlari amino asit
dizilerinde degisimlere ve dolayisiyla farkli proteinlerin olusumuna

neden olabilmektedir.
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Cizelge 4.58. MEP gruplar1 ve GenBank homoloji analizleri

| Lokus | Bolge | Tip | TirAdi | GenBank | E____ | Homoloji Bitkilerde Fonksiyonlari

Nicotiana tabacum _ 3™ Karbondioksit fiksasyonu

Solanum lycopersicum

(AGi007 U
_--__-_—
UTR

- Solanum tuberosum 3E7¢ Genel savunma etkisi

- Solanum lycopersicum

UTR Solanum tuberosum

__-_____
(AGI029  UTR  [HK  Solanum lycopersicum  AK321986.1 2E'® [

HB: Homoloji bulunamamustir. E: E degeri (Niikleotit dizileri arasinda var olabilecek benzerlik degerleri dikkate alinarak homoloji testlerinde kullanilan
beklenen deger olup E® degeri standart istatistik analizlerinde P=0.01 degerine esdeger olup E degeri 0’a yaklastikca benzerlik giivenilirligi
artmaktadir)




69¢

Cizelge 4.58. Devami

Lokus | Bolge | Tip | TirAdt | GenBank | E___| Homoloji________| Bitkilerde Fonksiyonlar

Kodlayan Solanum lycopersicum 2!

Solanum lycopersicum 2E®

Solanum tuberosum 4

__-—_-—_
(AGi047  UTR
---—_-__

UTR - Solanum lycopersicum 2E'#

Capsicum annuum DNA baglanma

Solanum tuberosum

HB: Homoloji bulunamamistir. E: E degeri (Niikleotit dizileri arasinda var olabilecek benzerlik degerleri dikkate alinarak homoloji testlerinde kullanilan
beklenen deger olup E®° degeri standart istatistik analizlerinde P=0.01 degerine esdeger olup E degeri 0’a yaklastika benzerlik giivenilirligi
artmaktadir)




0Le

Cizelge 4.58. Devami

Bitkilerde Fonksiyonlart

. Capsicum annuum Chl a and b’nin indirgenmesi

Lycopersicon hirsutum 9! Fosforlhzasyon

Kodlayan -
---—_-__

Capslcum annuum SE 106 Hucrelerara51 protein alis verisi

Solanum lycopersicum 3E!

---—_-__

- Kodlayan - Solanum lycopersicum _ 1E'® _ Antioksidant detoksifikasyon

---—_-__
U631 Fructokinase (FK) mRNA

Solanum lycopersicum 3E™

HB: Homoloji bulunamamistir. E: E degeri (Niikleotit dizileri arasinda var olabilecek benzerlik degerleri dikkate alinarak homoloji testlerinde kullanilan
beklenen deger olup E® degeri standart istatistik analizlerinde P=0.01 degerine esdeger olup E degeri 0’a yaklastikca benzerlik giivenilirligi
artmaktadir)




ILC

Cizelge 4.58. Devami

Solanum lycopersicum 3B

Solanum lycopersicum

dam oo wom
A

Kodlayan - Solanum lycopersicum Fotosentez

Kodlayan Solanum lycopersicum 8E™°

HB: Homoloji bulunamamistir. E: E degeri (Niikleotit dizileri arasinda var olabilecek benzerlik degerleri dikkate alinarak homoloji testlerinde kullanilan
beklenen deger olup E® degeri standart istatistik analizlerinde P=0.01 degerine esdeger olup E degeri 0’a yaklastikca benzerlik giivenilirligi
artmaktadir)



5. SONUC

Bu tez kapsaminda biber (Capsicum annuum L.) bitkisi basit genom yapist ve
ekonomik 6nemi nedeni ile model bitki olarak kullanilmis ve mikrosatellit iceren
genlerin in silico ve in vitro analizleri gerceklestirilmistir. In silico ¢alismalarda
GenBank verileri kullanilirken in vitro ¢alismalarda tez kapsaminda olusturulan
cDNA kiitiiphanelerinden yararlanilmistir. cDNA kiitiiphanelerinin
olusturulmasinda kullanilan dokular biber bitkisinin 6nemli fizyolojik gelisme
donemlerine gore belirlenerek farkli dokulara ©zgii genlerin mikrosatellit
igeriklerinin karsilastirilmast saglanmistir. Dokulara ait gelisme donemlerinin

belirlenmesinde ise 6zellikle tohum fizyolojik gelismeleri dikkate alinmstir.

In silico analizler i¢in 7 farkli dokuya ait 20738 ifade edilen gen parcacigi (EST)
sekansi igeren toplam 9.93 Mb niikleotit veri analiz edilerek Mini Veri Bankasi
(MVB) biyoinformatiksel analizler kullanilarak olusturulmustur. Olusturulan
MVB’1 diizenli ve degisken mikrosatellit dagilimlari, frekanslari ve mikrosatellit

motif igeriklerine gore {i¢ farkli analize (Analiz I, II ve III) tabi tutulmustur.

MVB diizenli ve degisken mikrosatellit frekanslart ve motifleri yoniinden
karsilastirildiginda analizler arasinda (Analiz I, I vd III) istatistiksel diizeyde
farkliliklar belirlenmistir. Bu durum biber bitkisinin transkripsiyona alinan
mikrosatellit iceren genlerinde diizenli ve degisken mikrosatellit frekanslarinin ve
motiflerinin farkli oldugunu gostermistir. Bu sonu¢ mikrosatellit frekanslari
incelenirken diizenli ve degisken mikrosatellitler seklinde ayrilarak analiz edilmesi

gerektigini vurgulamigtir.

Analizler kendi aralarinda karsilastirlldiginda Analiz I bir dokuya ait
transkriptler (kalemler) ile yine ayni dokuda bulunan ancak diger dokularda da
ifade edilmis olan transkriptler arasinda mikrosatellit igeren gen frekanslarim
karsilagtirarak ayni dokuda ifade edilen bazi genlerin diger dokularda da ifade
etmesinin mikrosatellit etkisinden kaynaklanabilecegini gostermistir. Caligmada
anter, tomurcuk ve plasenta dokularinda bulunan mikrosatellit iceren genlerin gen

regiilasyonuna katilarak dokular arasi1 farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
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Analiz Tin kiitiphaneler arasinda mikrosatellit motif frekanslar1 veya
dagilimlarinin karsilastirilmasi ile diizenli mononiikleotit motif frekanslarinin anter
ve tomurcuk dokularinda Onemlilik gosterirken bu motifin  degisken
mikrosatellitlerden anter, gen¢ meyve ve plasenta dokularinda 6nemli oldugu
goriilmiistiir. Bu durum mononiikleotit motif igerigi [A/T) mikrosatellitlerin poli
adenilasyon kapsayan genlerin gen regiilasyonuna katilma oranmin diger motif

tiplerine oranla daha yiiksek oldugu seklinde yorumlanmustir.

Diger mikrosatellit motiflerden diniikleotit motifin gen¢ kdk dokusunda ifade
edilen transkriptlerin frekansi diizenli ve degisken mikrosatellitlerde onemli
bulunmasi diniikleotit mikrosatellitlerin mononiikleotit motiflerden sonra gen
regiilasyonuna etki eden diger bir mikrosatellit motifi oldugu belirlenmistir.
Diniikleotit mikrosatellitler transkriptlerin 6zellikle UTR bdolgelerinde bulunma
sikliklarinin fazla olusu bu mikrosatellit tipinin gen regiilasyonunda etkin oldugunu
desteklemektedir. Triniikleotit mikrosatellitlerin dokular arasindaki frekans
farkliliklarinin yiiksek ¢ikmamasi bu tip mikrosatellitlerin housekeeping genlerde
daha yaygin olarak bulunmalar1 ile de desteklenmistir. Analiz I'de
hekzaniikleotitlerden diizenli tekrarli olanlarin tomurcuk ve yaprakta frekanslarmin
onemli bulunmalar1 bu tip mikrosatellitlerin de gen regiilasyonuna katkida
bulunabilecegini gostermektedir. Ancak hekzaniikleotitlerin bu aktivitelerinin

ileriki ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Analiz II’de bir dokuda bulunan dokuya 6zgii transkriptler ve bu dokuda bulunan
ancak diger dokulardaki transkriptlere homoloji gosteren transkriptler birlestirilmis
ve bagka bir dokuda o dokuya 6zgii transkriptler ile yine o dokuda bulunan ve diger
dokulardaki transkriptlere homoloji gosteren genler karsilagtirilmistir. Diizenli ve
degisken mikrosatellit frekanslar1 arasinda benzer sonuglar elde edilmis, geng
meyve ve yaprak disindaki kiitiiphanelerde bulunan genlerin mikrosatellit
frekanslarinin farkli oldugu belirlenmistir. Bu durum mikrosatellitlerin dokular
arasinda transkript farkliligi olusumuna katkisin1 ve 6nemli oldugunu gostermistir.
Mikrosatellit motiflerden diniikleotitlerin gen ekspresyonuna katkilarinin énemli

oldugu bu analiz ile de desteklenmistir.
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Analiz III’de Analiz I ve II’den farkli olarak her bir dokuya 6zgii transkriptler
birebir karsilastirilmistir. Anter dokusunda bulunan ve salt anterde ifade edilen
transkriptlerdeki mikrosatellit frekansi1 diger biitiin dokulardan istatistiksel olarak
az bulundugu tespit edilmistir. Diger dokularin mikrosatellit frekanslari
karsilastirildiginda plasenta ile gen¢ kok, tomurcuk, gen¢ meyve, kilcal kok ve

yaprak, gen¢ kok ile gen¢c meyve dokularinda farkli oldugu goriilmiistiir.

Mikrosatellit motifleri Analiz III ile karsilagtirildifinda mononiikleotitlerin
belirgin olarak cogu doku arasinda farklilik gosterdigi ve diniikleotitlerin ise
tomurcuk dokusu ile gen¢ meyve, kilcal kok, plasenta ve yaprak arasinda onemli

frekanslar gosterdigi tespit edilmistir.

Diizenli ve degisken mikrosatellit frekanslar1 Analiz III ile karsilastirildiginda
geng kok ile diger dokularin karsilagtirmasi disindaki biitiin analizlerde benzer
sonuglar alinmistir. Diizenli ve degisken motif frekanslar1 karsilastirmasinda kilcal
kok ve diger dokularin karsilagtirmasi digindaki biitiin analizlerde farkliliklar tespit

edilmistir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda in silico yontemler kullanilarak elde edilen

sonuclar 0zetlenecek olursa;

1) Farkl1 dokulardaki transkriptlerin mikrosatellit bulundurma sikligi
onemli diizeyde farklilik gosterdigi tespit edilmistir,

i1) Dokularin bulundurdugu mikrosatellit motifleri arasinda ve motif
frekanslar1 arasinda 6nemli farkliliklar bulundugu ve o6zellikle
mononiikleotit ve diniikleotit mikrosatellitlerin frekanslarinin
belirgin olarak farklilik gésterdigi belirlenmistir,

1ii) Dokularda bulunan diizenli ve degisken mikrosatellit ve
mikrosatellit motifleri arasinda farkliliklar bulunmustur,

iv) Degisik amaglar i¢in kullanilabilecek bir Mini Veri Bankasi

olusturulmustur.

In silico analizlerden elde edilen veriler 15181inda mikrosatellit igeren DNA’larin

organ, doku ve gelisme donemlerine gore farklilik icermesi mikrosatellitlerin ise
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yaramayan kalintt DNA olmadig1 fonksiyonel oldugu ve bu fonksiyonelligin DNA

markirlar disinda da kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Ardisik tekrarli DNA’larin 6zellikle mikrosatellit varliklarinin ve dagilimlarinin
organ, doku ve gelisme donemlerinde farkliliklar gosterdigi, bu 6zel DNA dizilerinin
fonksiyonlart ve kullanim alanlarinin belirlenmesinde genetik haritalamalarda, markir
yardimiyla seleksiyonda herhangi bir DNA parcaciginin varligi ya da yoklugu yerine
geni dogrudan gostereceginden, geleneksel markir sistemlerinden daha etkin bir
sekilde kullanim olanag1 saglanabilecegi icin elde edilen 83 adet mikrosatellit
lokusuna ait primer ciftlerinin Solanaceae familyasinda taranarak markir yardimiyla
seleksiyon calismalarinda etkin sekilde kullanilabilecekleri kanitlanmistir. Biberde
gelistirilmis DNA markir sayist diger kiiltiir bitkilerine oranla daha az diizeyde ve
cogunlukla fonksiyonlar1 belirlenmemis olan markirlardir. Bu nedenle bu tezde

belirlenmis olan DNA markirlar1 biberde 1slah ¢aligmalarina katkilar saglayacaktir.

Bu c¢alismada biber bitkisinin genetik caligmalarinda kullanilabilecek toplam 83
adet AGi mikrosatellit primer seti gelistirilmistir. Bu primer setlerinin baz1 6zellikleri

asagida 6zetlenmistir;

1) Biber bitkisinde intragenik ve intergenik amplifikasyon ozellikleri nedeni
ile biberde tiirler aras1 (interspesifik) ve tiirler i¢i (intraspesifik) haritalama
calismalarinda kullanilabilecek niteliktedir,

ii) Transkripsiyona dahil edilen genik bolgelerde bulunmalarina ragmen
yiiksek diizeyde polimorfizm bilgi igerigine sahiptirler,

iii) Farkli PZR iirlinlerinin karistirilarak analizine (Multimix) ve ayn1 PZR’da
birden fazla markirin amplifikasyonuna (multipleks) uygunlugu 6zellikleri
nedeni ile markir maliyetleri diislik primer setleri gelistirilmistir,

iv) EST tabanli olmalar1 nedeni ile genik bolgelerde bulunmalari ile biber
1slahina fonksiyonel markirlar olarak katkilar saglayabilecek niteliktedir,

V) AGi primer setlerinin {ilkemiz i¢in 6nemli bir ¢esit olan Demre Sivrisi

biber ¢esidinden gelistirilmis olmasi nedeni ile 6zgiindiirler,
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Vi) Bu primer setleri kullanilarak primer ¢iftlerinin baglandig1 genomik DNA
bolgelerinin  intron yada ekson genom bolgelerinin tespitinde

kullanilabilecek niteliktedir.

Giintimiize degin tekrar igeriklerine veya diizenli yada degisken tekrar sayisina
sahip olmalar1 gibi 6zelliklerine gore siniflandirilmis olan mikrosatellitler ilk kez
bu tez kapsaminda olusturduklar1 ekspresyon profillerine gore siniflandirilmis ve 5

mikrosatellit ekspresyon profili TiP I, 11, III, IV ve V olarak ayrilmistir.

Bu tez calismasimnin 6nemli hedeflerinden bir olan mikrosatellitlerin genomdaki

rolii ve dnemlerine iliskin asagida elde edilen sonuclar 6zetlenmistir;

1) Yakin bir ge¢miste ongdriilenin tersine mikrosatellitler genomda
rastlantisal dagilmis durumda degildir,

ii) Mikrosatellitlerin polimorfizm igerikleri motif boyu ve icerigine
gore degisebilmektedir,

1i1) Mikrosatellitler genlerin UTR bolgelerinde protein kodlayan
bolgelere oranla daha fazla siklikta bulunmaktadir,

iv) Mikrosatellitler iizerlerinde bulundugu genlerin ekspresyonunu
dogrudan veya dolayli olarak degisik mekanizmalarla
etkileyebilmektedir,

V) Housekeeping  fonksiyonlarina sahip genlerde  genellikle
trintikleotit mikrosatellitlerin yaygin oldugu tespit edilmistir,

vi) Organ, doku ve gelisme donemlerine 6zgii genlerde genellikle

dintikleotit motiflerin yaygin oldugu tespit edilmistir.

Bu tez caligmasi kapsaminda her ne kadar mikrosatellitlerin polimorfizm, sekans
ve ekspresyon profillerine gore ayrintili olarak incelenmis olmasina karsin ileri
diizeyde yeni calismalarin yapilarak mikrosatellit DNA’nin fizyolojik, fenotipik ve
evrimsel etkilerin belirlenmesinde yararlar vardir. Bu c¢alismalarda degisik tekrar
iceren allellerin kontrollii bir ortamda olusturduklar1 fizyolojik, morfolojik ve
biyokimyasal olaylarin karsilastirilmast ve son olarakta bu allellerin gen knock-in ve

gen knock-out yontemleriyle etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir.
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O0grenimini 2003 yilinda tamamladi.

2000 yilindan giiniimiize degin Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimiinde Arastirma Gorevlisi olarak bilimsel c¢alismalarini devam
ettirmektedir. Toplam 7 adet bilimsel arastirma projesinde Arastirmaci/Bursiyer
gorev almis, toplam 45 adet bilimsel eseri ve bu eserler ile birlikte yaklasik 40 adet
SCI kayitlarina gore atifi bulunmaktadir. Ayrica 3 adet bilimsel aragtirma o6diilii

almistir.

Toplam 45 adet bilimsel eserden 14 adedi tam makale olarak SCI indeksinde
(6 adet A grubu, 3 Adet B grubu ve 5 adet C grubu), 5 adedi tam makale olarak
uluslar aras1 diger indekslerce taranan dergilerde (3 adedi Acta Horticulturae ve 2
adet Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi) ve 8 adet arastrma SCI
kapsamindaki dergilerde (4 adet B Grubu ve 4 adet C grubu) ABSTRACT olarak
yayinlanmistir. Toplam 18 adet arastirma ise ulusal ve uluslararast konferans

kitaplarinda basilmistir.

Toplam 3 adet 6diil almis olup bunlar uluslar aras1 “European Research Area
Plant Genomics” konferansinda Bilimsel Arastirmalart Tegvik o6dili, Tirkiye
genelinde yapilmis olan Prizma Molekiiler Biyoloji Proje Yarigsmasi 2006 odiilii ve
Ulusal Tiirkiye VI. Tarla Bitkileri Kongresi ddiilleridir. Ayrica TUBITAK tarafindan

verilen Uluslararasi Bilimsel Yayinlar1 Tesvik Programi 6diilleri bulunmaktadir.

Calisma ve uzmanlik alanlar1 olarak “Bitkisel Genetik Transformasyon, DNA
ve RNA Izolasyon Yontemlerinin Gelistirilmesi, DNA Markir Yontemleri ve
Gelistirilmesi, Fonksiyonel Genomik Calismalarda Gen ve Fonksiyonlarinin

Belirlenmesi ve Biyoinformatik Yontemler ve Gelistirilmesi” konular1 yer almaktadir.
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