q

T.C.

. @01'1" ;,?%*
NECI-\'/IE.TTIN ERBAKAN $ ‘ﬁ%’ :
UNIVERSITESI G owm

( \ . . o
FEN BILIMLERI ENSTITUSU FEN BILIMLERI

KONYA ENSTITUSU

INCIR (Ficus carica L.) GENOMUNDA

SEKANS TEMELLI SSR (BASIT DizZi
TEKRARI) MARKORLERININ

GELISTIRILMESI

Seyma Nur ERDEGER
YUKSEK LiSANS TEZi

Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Agustos -2019
KONYA
Her Hakki Sakhdir



TEZ KABUL VE ONAYI

Seyma Nur ERDEGER tarafindan hazirlanan “incir (Ficus carica L.)
Genomunda Sekans Temelli SSR (Basit Dizi Tekrar1) Markorlerinin Gelistirilmesi” adli
tez calismasi 05/08/2019 tarihinde asagidaki jiri tarafindan oy birligi ile Necmettin
Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Molekiler Biyoloji ve Genetik Anabilim
Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Jari Uyeleri Imza

Baskan
Prof. Dr. Onder TURKMEN

Danisman
Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU

Uye
Dog. Dr. Emrah TORLAK

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. S. Savas DURDURAN
FBE Muddard



TEZ BiLDiRiMi

Bu tezdeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢ercevesinde elde
edildigini ve tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu c¢alismada bana ait

olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

DECLARATION PAGE

| hereby declare that all information in this document has been obtained and
presented in accordance with academic rules and ethical conduct. | also declare that, as
required by these rules and conduct, | have fully cited and referenced all material and

results that are not original to this work.

Seyma Nur ERDEGER

Tarih:



OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

INCIR (Ficus carica L.) GENOMUNDA SEKANS TEMELLI SSR (BASIT DiZi
TEKRARI) MARKORLERININ GELISTIRILMESI

Seyma Nur ERDEGER

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisiu
Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU
2019, 51+xi Sayfa

Juri
Dr. Ogr. Uyesi Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Dog. Dr. Emrah TORLAK

Incir, Ficus carica L. (2n = 2x = 26), diinya ¢apinda tiiketilen Moraceae ailesine ait bir meyvedir.
Incir 6nemli bir tarim Grtntdir ve ekonomik degeri yiiksektir. FAOSTAT m 2017 verilerine gore,
Tiirkiye 305.689 tonla diinyanin en ¢ok incir lireten iilkesidir. Bu ¢alismanin amaci incir genomuna 6zgii
ko-dominant, yeni ve ¢ok sayida SSR markorii gelistirmektir. Bu markdorler kullamilarak Tirk incir
cesitlerinin molekiiler karakterizasyonu i¢in bir veri kaynagi olusturulabilir. Bu markorler ayrica markor
destekli 1slah, tohum sertifikasyonu, incir tiirlerinin korunmasi ve daha birgok molekiiler ¢alismada
kullanilabilir.

Bu ¢alismada Ficus carica L. genomu (BDEMO00000000), NCBI veri tabanindan indirilmis ve
GMATA programi kullanilarak incirde SSR markorii gelistirmek amacglanmigtir. SSR - bolgeleri
aragtirilirken su parametreler kullanilmigtir; minimum tekrar sayisi:6, minimum-maksimum boy:3
niikleotid. SSR bolgelerinin sayis1 11287 olarak bulunmustur. Bu bolgelerde en ¢ok tekrar eden motifler
AAT ve TTA ¢ dir. SSR bolgelerinden 9223 tane essiz SSR markorii gelistirilmigtir. Bu markor setleri ile
e-PCR yapilmistir. Ayrica markdrleri test etmek amaciyla kapiler elektroforez yapilmig ve 10 markdrden
7 tanesi polimorfik bant iiretmistir. Bu markoérlerin PIC degeri 0.47 ve markor basina polimorfik alel
sayist da 3.71 olarak bulunmustur.

Incirde bulunan markérler Blast2GO programi kullanilarak Moraceae ailesine ait protein
sekanslariyla blast edilmis 3333 markdr bulunmustur. 1824 markor de anotasyon edilmistir.

Anahtar Kelimeler: blast , Ficus carica L., gen anotasyonu, SSR markorleri, SSR gelistirme,
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Fig, Ficus carica L. (2n = 2x = 26), is a worldwide consumed fruit that belongs to the Moraceae
family. Fig is an important crop and has high economic value. According to FAOSTAT data in 2017,
Turkey is most fig producer with 305,689 tonnes in the world. The aim of this study is to find co-
dominant, new and a lot of SSR markers specific to the fig genome. Using markers can became a data
source for molecular characterization of Turkish fig varieties. They can also be used in studies such as
marker assisted selection, seedling certification, fig varieties protect and a lot of other molecular studies.

In this study, Ficus carica L. genome (BDEMO0000000) were retrieved from NCBI database
and used GMATA software to development of SSR markers in fig. For mining markers were used
parameters; minimum repeat time: 6 and min.-max. length: 3. The number of SSRs found is 11287. The
most repeated motifs are AAT and TTA. Developed 9223 unique SSR markers from this SSR regions.
And also e-PCR was made with designed markers. And also capillary electrophoresis was performed to
test the markers and 7 from 10 markers produced polymorphic bands. PIC value is 0.47 for these markers
and the number of polymorphic alleles per marker was 3.71.

Blasted markers of fig Ficus carica L. with protein sequences of Moraceae family using
Blast2GO software and finding 3333 markers. And also annotated 1824 markers.

Keywords: blasted, Ficus carica L., gene annotation, SSR development, SSR markers
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1. GIRIS

Incirin (Ficus carica L.) kokeni bati Asya ve Akdeniz bdlgesine dayanir.
Ulkemizin de iginde bulundugu bu cografyanin karakteristik ve ekonomik degeri
yiiksek bir tarim Urinddur. Tirkiye diinya ¢apinda taze ve kuru incir tiretiminde merkez
konumundadir. Ayrica ¢ok sayida incir genetik kaynagimi da bulundurmasi iilkemiz
acisindan 6nemli bir avantajdir.

Incir tasidig1 besin dgeleri agisindan zengin bir meyve olmasi itibariyle hem
uluslararast bilim diinyasinda hem de tllkemiz tarimi agisindan bilimsel yatirim
yapilmas1 gereken bir bitki tiiriidiir. Ancak literatirde genomik diizeyde yapilmis
calisma sayis1 domates, soya, zeytin gibi bir¢cok tarim iirlinli ile kiyaslandiginda yok
denilecek kadar azdir. Bu durumun baslica sebebi incir genomuna ait DNA sekans
bilgisinin az olmasidir. Ancak 2017 yilinda gergeklestirilen ilk tim genom DNA
sekanslama ¢alismalar1 sonucu bilimsel veri tabanlarinda bilim insanlariin kullanimina
actk draft incir genomu yiiklenmistir. Son yillarda bitki molekiiler genetigi
calismalarinda biyoinformatik araglarin da kullaniminin hizli bir sekilde artmasiyla
birlikte genom c¢apinda yapilan analizler ¢ogalmistir. Bu tezin en temel amact
biyoinformatik araglar kullanilarak incir genomuna 6zgiin ko-dominant, yeni ve ¢ok
saytda SSR markorlerinin bilimsel literatiirde ilk kez gelistirilmis olmasidir. Bu
kapsamda GMATA programi kullanilarak ¢ok sayida SSR markorii gelistirilmis ve ayni
zamanda gelistirilen markdrler Blast2GO programi kullanilarak analiz edilmis ve gen

fonksiyonlar1 saptanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. incir

Incir, Ficus carica L. (2n = 2x = 26), capraz tozlasan diinya capinda tiiketilen,
Moraceae ailesine ait bir meyvedir. Moraceae ailesi 60 cins ve 2000' den fazla agag, ¢ali
ve bitki tiirtinii barindirir. Ficus cinsi, yaklasik 48 altcinste siniflandirilan 1000'den fazla
tur icerir( Ikten ve ark, 2018). Incir ¢ogunlukla Akdeniz bolgesinde yetisen ve insanlik
tarihinin bilinen en eski Grlnlerinden biridir ( Haddou ve ark., 2018). Tarihi kokeni
muhtemelen Guney Arabistan (Condit 1947; Zukovskij 1950; Storey 1975) ya da incir
agaclarmin yabani formlarinin gézlemlenebildigi Tiirkiye ve Iran da dahil olmak iizere
Akdeniz bolgesinin dogusudur (Khoshbakht ve Hammer 2006).

Incir referans genomu 2017 yilinda Mori ve ark. tarafindan yapilan ¢alismanin
sonucunda NCBI veri tabanimna yiiklenmistir. Incirin referans genomunun biiyiikligi
247.09 Mb* dir.

Incir iki farkli morfolojiye sahip gynodioecious (disi cicek ve hermafrodit cicek
iceren) bir tiirdiir. Disi agaglar meyvelerinde daha sonra yenilebilir incir haline gelecek
olan ¢ok sayida disi ¢icek icerir. Kaprifig olarak adlandirilan agaglar ise disi agaglarda
ki disi ¢igeklerden daha kisa boyuncuga sahip disi ¢icek ve erkek cicek igerir. Sadece
kaprifigler polen iirettigi i¢in iireme sistemi fonksiyonel olarak iki evciklidir(dioecious)
(Kjellberg ve ark., 1987).

Incir sadece kendine 6zgll bir esek arasi (Agaonidae ailesine ait) tarafindan
tozlastirilir. Ve bu esekarilar1 sadece birlikte yasadigi meyvenin i¢ine yumurtlayabilir.
Yani her iki tiiriin de gogalmak icin birbirine ihtiyact vardir( Janzen, 1979). Incirin
tozlagsmasini saglayan bu esekarisi tiirii Blastophaga psene L.’dir (Wagner ve ark.,
1999).

Incir agaglari yaprak doken agaclardir ve ¢ok hizli biiyiirler. Agacin odun
yapisinin kalinlig1 azdir ve ¢abuk karilir. Dallarinin i¢inde bir 6z bulunur. Bu 6z bitkinin
kirilan tiim yapilarindan {retilir ve insan cildini rahatsiz edici bir yapist vardir.
Olgunluga ulagmis agaglarin uzunlugu genotiplere gore degismekle birlikte 3 ila 10
metre arasindadir ( Stover 2007).

Tiirkiye incir genetik kaynaklar1 agisindan zengin bir c¢esitlilik barindirir. Bu
kaynak 272 adet disi incir ve 58 adet erkek incir genotip veya cesidinden olusur.

Ulkemiz ayrica diinya ¢apinda kaliteli bir kurutmalik incir iiretim merkezidir. En baslica



kurutmalik incirler Sarilop ve Sar1 Zeybek’dir

(https://arastirma.tarimorman.gov.tr/incir).

Sekil 2.1: Sarilop incirinin taze ve kuru hali (https://arastirma.tarimorman.gov.tr/incir)

Ayrica incir gesitlerinin karakterizasyonu igin molekiiler markorler kullanilarak
¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan bazilar1 s6yledir: SSR’ler (Khadari ve
ark., 2001; Giraldo ve ark., 2005; ; 2008; Achtak ve ark., 2009; Caliskan ve ark., 2012;
Perez-Jimenez ve ark., 2012; Ganopoulos ve ark., 2015; Ferrara ve ark., 2016),
AFLP’ler (Cabrita ve ark., 2001), RAPD’ler (Khadari ve ark., 1995; Galderisi ve ark.,
1999; Cabrita ve ark., 2001; Papadopoulou ve ark., 2002; Chessa ve Nieddu, 2005; De
Masi ve ark., 2005; Salhi-Hannachi ve ark., 2005; Sadder ve Ateyyeh, 2006), RFLP’ler
(Khadari ve ark., 2005).

2.1.1. Incirin besinsel degerleri ve kuru incir

Incir, 6nemli miktarda protein, vitamin (dzellikle A, C, K), mineral
(magnezyum, manganez, kalsiyum, potasyum dahil) ve diyet lifi kaynagidir. Ayrica
incir meyvesi 18 amino asit icerir ve aspartik asit, glutamik asit, prolin, alanin, serin,
I6sin miktar olarak en ¢ok bulunanlardir (USDA Nutrient Database, Raw Figs).

Caligkan ve Polat’in yaptiklar1 ¢alismada (2012), HPLC ile incirde ki baskin
sekerlerin fruktoz (56%) ve glikoz (43%) oldugu belirlenmistir. Fruktoz nispeten
glikozdan daha tathidir (Setser 1993). Bu yiizden, incir genotiplerinin tatlilik durumu
fruktozun oranina baghdir (Caliskan 2011).


https://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods/show/09089?n1=%7BQv%3D1%7D&fgcd=&man=&lfacet=&count=&max=25&sort=default&qlookup=raw+figs&offset=&format=Full&new=&measureby=&Qv=1&ds=&qt=&qp=&qa=&qn=&q=&ing=

Koyu renkli incir tlrleri agik renklilere gore daha yuksek seviyede polifenol,
antosiyanin ve daha ytiksek bir antioksidan aktivitesi gosterir. Antioksidan aktivitesinin
cogu bileseni, 6rnegin antosiyanin ve flavonoidler, incirin yiizeyinde bulunur. Siyanidin
(incirde sadece antosiyanin) incirin yiizey renginin ana bilesenidir (Solomon ve ark.
2006).

Incir kuru ve taze sekilde tiiketilebilir. Kuru incirin, birgok kullamisli formu
vardir. Hepsi tiiketici icindir ve endustriyel Griinlerde macun, konsantre, nugget, toz ve
kiip seklinde kullanilir. Genellikle, kuru incirlere kiif olusumunu ve maya
fermentasyonunu engellemek icin potasyum sorbat eklenir. Incirler sodyum, yag ve
diger bitkiler gibi kolestrol (Tablo 2.1) icermez (Vinson, 1999).

Bircok incir kurutma metotu vardir. Bunlar; geleneksel giineste kurutma, solar

kurutma, mekanik dehidrasyon ve osmatik dehidrasyondur (Flaishman ve ark. 2008).

Tablo2.1. Kuru incirde bulunan besin 6geleri ve degerleri (Vinson, 1999)

Besinsel bilesen 100 g servis basna miktar Giinliik deger (%)
Toplam kalori 283 -
Yagdan gelen kalori 4.7 -
Toplam yag 0.52¢g 0
Doymus yag 0.0g 0
Cholesterol 0.0 mg 0
Sodyum 12.26 mg 0
Potasyum 609 mg 7
Kalsiyum 133.0 mg 6
Demir 3.07mg 6
Toplam karbonhidrat 66.16 g 9
Toplam besinsel lif 12219

Gozulemez 8.47¢ 20
Cozilebilir 347¢g

Sekerler 4909 -
Protein 3.14¢ —
Vitamin A 9.76 1U <2
Vitamin C 0.68 mg <2




Kuru incir ayrica yaygin olarak tiiketilen meyvelerin arasinda polifenol

konsantrasyonu (Tablo 2.2) en yiksek olan meyvedir( Miura ve ark. 1998).

Tablo 2.2. Bazi meyveler ve polifenol igerikleri ( Miura ve ark. 1998)

Meyveler (mg/100 g ) Toplam polifenoller
Elma 27-298

Yaban mersini 135-280

Kiraz 60-90

Incir 1.090-1.110

Uziim 50-490

Greyfurt 50

Portakal 50-100

Erik 4-225

Cilek 38-218

Incirin meyvesi, kokii ve yapraklar bircok hastalig: tedavi etmek icin geleneksel
tipta kullanilmaktadir. Bu hastaliklara sindirim sistemiyle ilgili, kolik (karin agrisi),
sindirim guclugi, istah eksikligi ve diyare; solunum sistemiyle ilgili, bogaz agrisi,
Oksiiriik ve brons problemleri; kalp-damar hastaliklari; iltihap onleyici ve antispasmodik
tedavi 6rnek olarak verilebilir ( Duke, 2002; Werbach, 1993)

2.1.2. Incirin diinya capinda ki dagihm ve ekonomik degeri

Incir Akdeniz bolgesinde ilk kiiltiire alman meyvelerden biridir ve incir tiirleri
icin yabani bir genetik kaynak bir¢ok iilkede hala bulunmaktadir. Suriye ve Anadolu
incir agaglarinin dogal habitatidir ve kuzey Afrika, Ispanya, Meksika, Sili, Peru ve
Kaliforniya’ya buradan transfer edilmistir. Ayrica Fransa yoluyla Giiney Amerikaya ve
Anadolu’dan Hindistan, Iran ve Mezopotamya’ya tasmnmustir (Condit, 1947).

Incir ekonomik degeri yiiksek bir iiriindiir. 2017 yilinda diinya incir {iretimi
1.152.799 ton olmustur ve bu iiretimin en biiyilk payr 26% oraniyla (305.689 ton)
Tiirkiye’ye aittir (Sekil 2.2). En ¢ok iiretim yapan diger iilkeler sirasiyla Misir, Cezayir,
Fas, Iran, Suriye Arap Cumhuriyeti, Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, ispanya ve

Tunustur ( FAOSTAT http://www.fao.org/faostat/en/#data/QC/visualize).
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Sekil 2.2. FAOSTAT 2017 verilerine gore diinyada ki incir iiretiminin iilkeler bazinda dagilimi

2.1.3. Incir ve iklim Kosullar:

Inciri buyiitmek ve tretmek iklim kosullariyla siki bir iliski i¢indedir. Genellikle
incir, en guzel Akdeniz bélgesinde ve kuru-sicak iklimlerde biiyiir ve yiiksek kalitede
meyve olusur. Sonbaharda sicakligin diigmesi, soguk kis kosullari, gelisim sicakliginin
degismesi ve yagmur, agacin bilyiimesini ve iiriin olusumu etkiler. Incir sicak gorak
alanlarda biiytidiigiinde, kis sicakligi 6-10 "C’1n lizerine ¢iktiginda, yaprak dokimu olur
ve dormansiden ¢ikar (Flaishman ve ark, 2008) .

Incir yaprak doken subtropikal agaglardir ve yazin sicagindan ziyade kisin diisiik
sicakliklart biiylimesini daha ¢ok smirlandirir. Tipik incir yetistirilen yerler sicak ve
kuru bir yaz, nispeten diisiik nem ve iliman bir kis ile karakterize bolgelerdir. Kis
sicakliklart ozellikle geng agaclar i¢in -5 °C ve -10 °C arasinda oldugunda don olay1
goriilerek agaca zarar verebilir (Ferguson ve ark. 1990).iklim kosullar1 incirin boyutunu,
seklini, ylizeyini ve meyvenin etli kisminin rengini belirgin sekilde etkiler (Condit,
1947).

Incir agaglart yiiksek kalsiyum icerikli toprak, tuzluluk ve kuraklik gibi ug
kosullara adaptasyon saglayabilir (Aksoy, 1998; Golombek ve Ludder 1990).

2.1.4. Incir meyvesinin biiyiimesi, gelismesi ve olgunlasmasi
Incir meyvesinin (syconium) bilyiimesi ii¢ farkli asamadan meydana gelir. ik

asama (periyod I) , biiylimenin ilk alt1 haftas1 siiresince, hizli bir cap artis1 ve yavas

sekilde seker igeriginde, kuru ve yas agirlik ve nem miktarinda diisiik bir artis gozlenir.



Ikinci asamada (periyod II) , birbirini izleyen sonraki dort hafta, biiylime ¢apinda, nem
miktarinda, kuru ve yas agirlik olusturma oraninda bir diisiis olur. Bu agama siiresince
seker iceriginde nispeten bir degisiklik gozlenmez. Biiylimenin {i¢iincii asamasinda
(periyod III), olgunlasmadan 6nceki dort hafta boyunca, blylime ¢apinda, kuru ve yas
agirlik oranlarinda ve hem nem hem de seker igeriginde gozle goriiliir derece artis olur.
Bu asama boyunca olgunlasmis meyvenin seker igeriginin  90%’ dan  fazlasi
olusturulmus olur. Ayrica kuru agirh@min 70%’ den fazlas1 da bu asama boyunca

olusturulur (Crisosto ve ark. 2011).

2.1.5. Etilene yamt

Incir klimakterik bir meyvedir yani etilen {iretimi yaparak meyve olgunlasmasini
saglar ve bu ozellik biiyiimenin {igiincli agamasinin basinda pik yapar. Hasat oncesi
etilen uygulamasi meyve gelisiminin asamalarina bagli olarak farkli etkiler gosterir
(Crane ve ark. 1970b; Marei ve Crane, 1971). Periyod I’de yapilan etilen uygulamasi
meyve gelismesini engeller ve meyvenin dokiilmesine yol acar. Periyod II’ de yapilan
etilen uygulamasi, meyvenin gelismesini indiikler ve sonunda dokilmesine neden olur.
Ayrica bu asamadaki uygulama, meyve tam olgunlasmadan dis kabuk renginin
degismesine de neden olur, seker ve tadi eksik olur ve unumsu bir yapidadir. Etilen
periyod II'nin sonunda ya da periyod III’ te uygulanirsa biiyiime ve olgunlasmaya
neden olur (Crane ve ark., 1970a, 1970b).

Hasat sonrasi etilen uygulamasmin ( devamli 10 ppm eklenmesi) ¢ Brown
Turkey’, ‘Kadota’ ve Sierra’ incir genotiplerinde 0,5 ya da 20 °C’ de saklandiginda
meyve Kalitesine bir etkisi olmamaktadir. Etilen maruz birakilan ve 20 °C’ de saklanan
olgunlasmamis * Brown Turkey’ incirinin sadece mor yiizey renginin orani etkilenmistir
ve mor renk yedi ginde 8,3%’ den 100% ° e artmistir. (Crisosto ve ark. , 2007a).
Sicakligin arttirilmasina bagli olarak incirde ki etilen iiretiminin ve solunumun artis

Tablo 2.3 ‘de verilmistir (Crisosto ve ark. 2011).



Tablo 2.3. Incirde farkl sicakliklarda solunum ve etilen iiretimi. (Crisosto ve ark. 2011)

Sicakhik Solunum Etilen Gretimi

(°C) (ml CO2 kg —1 hr-1) (1 C2H4 kg—1 hr-1)
0 2-4 0.4-0.8

5 5-8 0.8-15

10 9-12 1.5-3.0

20 20-30 4.0-6.0

2.2. Molekiler Markoérler

Bitkilerde kullanilan ¢esitli tipte molekiiler markorlerin temel prensipleri ve
yontemleri farklilik gosterir (Tablo2.4). Arastirmacilar i¢in ana zorluk, bu markdrlerin
bir veya daha fazlasini kendi amaglar i¢in secmekte yatar. Ideal genetik markér tipi
yiksek derecede polimorfik olmali, kodominant kalitim géstermeli ve genom boyunca
esit olarak dagilmalidir. Ayrica, markor sekanslarmin erigsilmesi kolay olmali ve
analizler, laboratuvarlar, populasyonlar ve/veya tiirler arasinda diisiik maliyetli, yiiksek
verimli, tekrarlanabilir ve aktarilabilir olmalidir. Ne yazik ki, tiim bu gereksinimleri tam
karsilayan markor tiirii mevcut degildir. Bununla birlikte, 6zel calisma tiiriine gore,
thtiyaca en uygun olani bulmak i¢in farkli molekiiler markor sistemleri arasindan se¢im

yapilabilir. Cesitli molekiiler markorler arasinda se¢im yaparken bir dizi faktor dikkate

alinmalidir:

(@) Markor sistemi kullanilabilirligi

(b) Teknik gereklilikler ve zaman

(c) Calisma popiilasyonunda ki tahmini polimorfizm seviyeleri

(d) Mevcut DNA'nin miktar1 ve kalitesi

(e) Laboratuvar, popilasyon, pedigri ve tiirler arasinda aktarilabilirlik

() Incelenecek popiilasyonun biiyiikliigii ve yapisi

(9) Kalifiye eleman ve araglarin mevcudiyeti

(h) Maliyet

(1) Markor kalitim metodu (6rn. dominant vs codominant) ve popiilasyonda ihtiyag

duyulan genetik bilginin tirt (Staub ve ark. 1996 ; Rungis ve ark. 2005).




Tablo 2.4. Molekiiler bitki genetiginde kullanilan markorler ve dzellikleri (Meksem K ve Kahl G, 2005)

Markor PCR Polimorfizim | Dominanthk | Verimlilik | Otomasyon Maliyet
Teknigi | Temelli
Olmasi
RFLP Hayr Diisiik/Orta Kodominant Yiiksek Diisiik Yiiksek
RAPD Evet Orta/Yiiksek Dominant Diisiik Orta Diisiik
SCARS Evet Yiksek Kodominant Yiiksek Orta Orta
AFLP Evet Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Orta
SSR Evet Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta/Yiiksek Diisiik

2.3. PCR Temelli Olmayan Markorler

2.3.1. RFLP ( Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi)

RFLP hibridizasyona dayali tek tekniktir ve kullanilan ilk molekiler markordir. Bu
teknikte restriksiyon (kesim) enzimleri kullanilir ve bu enzimler izole edilen DNA da
spesifik olarak tanidiklar1 bolgelerden kesim yaparak farkli boylarda pargalar olusturur.
Ayni tiiriin farkli bireyleri arasinda olusan bu boy farkliliklarinin sebebi insersiyon (baz
eklenmesi)-delesyon (baz ¢ikarilmsi), nokta mutasyonu, translokasyon (yer degistirme),
dublikasyon ve inversiyondur. Kesim enzimlerinin tanima bdlgelerinde eger bir
polimorfizm olustuysa, enzim bu bélgeden kesim yapamaz. Eger polimorfizm sadece
bir kromozomda ki tek allelde olustuysa bu durumda hem kesim yapilan bant hem de
kesim yapilmamis bant olusur ve bu markor i¢in o bolge heterozigot olarak adlandirilir.
Bu polimorfizmler agaroz veya poliakrilamid jelde DNA (rlnlerinin yiritilmesi ve

ayrilmasi sonucu tespit edilebilir (Nadeem ve ark. 2018).

2.4. PCR Temelli Markorler

Polimeraz zincir reaksiyonunda, segici sekilde DNA pargalarinin yanlarina
sekansla Ortiisen oligoniikleotid primerler kullanilarak istenen sekans bolgesi ¢ogaltilir
(Saiki ve ark. 1985).

PCR temelli teknikler, rastgele prime edilmis (sekans spesifik olmayan
teknikler)ve sekans spesifik teknikler olarak ikiye ayrilir (Agarwal, 2008).
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2.4.1. Sekans spesifik olmayan PCR temelli teknikler

2.4.2. RAPD (Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA)

Bu teknik 1990 yilinda birbirinden bagimsiz iki ayr1 grup Welsh ve Mcclelland,
(1990) ve Williams ve ark.(1990) tarafindan gelistirilmistir. Bu teknikte tek, kisa ve
rastgele bir oligoniikleotit primer (10 niikleotit) kullanilarak PCR ile genomik DNA’ nin
amplifikasyonu yapilir. PCR sirasinda amplifikasyon, hibridizasyon bolgelerine
baglanan primerlerin birbirine benzer ve ters yonde ( forward ve revers primer)
oldugunda gergeklesir. PCR iirlinii agaroz jel elektrodorezinde yiiriitiilerek polimorfizm
bantlarin var-yok durumuna gore degerlendirilir. DNA’ nin miktar1 ve kalitesi,
magnezyum Klordriin konsantrasyonu, PCR tamponu, annealing (tavlama) sicakligi ve
DNA polimerazin tipi gibi onemli faktorler bu markoriin tekrarlanabilirligini etkiler
(Nadeem ve ark. 2018). Incir ¢esitlerinin molekiiler karakterizasyonu i¢in farkli markor

teknikleri kullanilarak ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.

2.4.3. AFLP (Cogaltilmus parca uzunluk polimorfizmi)

AFLP markori cift tarafli kesilmis restriksiyon tiriiniiniin segici ¢ogaltilmasina
dayanir. PCR amplifikasyonu igin spesifik primer baglanma bolgesi olarak gorev yapan
restriksiyon fragmentlerinin ucuna baglanan adaptorler kullanilir. Daha spesifik bir
amplifikasyon i¢in adaptér sekanslarina 1-3 arasi niikleotit eklenebilir. AFLP
markdrlerinin  tekrarlanabilirligi  yiiksektir. Farkli primer kombinasyonlar1 ile
amplifikasyon i¢in tek restrikisyon kesimi kullanilarak iiretilebilen marker sayisi
sinirsizdir. Ancak bu markdorlerin maliyeti yiiksektir ve dominant kalittim gosterirler.
SSR’ larda oldugu gibi yiiksek ¢oziintirliiklii elektroforeze ya da otomatik sekanslamaya

ihtiya¢ duyarlar (Jehan ve Lakhanpaul, 2006 )

2.4.4. Sekans spesifik PCR temelli markorler

Yiiksek verimli sekanslama teknolojilerinin gelismesiyle birlikte, bir ¢ok bitki
tiiriiniin genomlar1 i¢in DNA sekanslar1 hakkinda bol miktarda bilgi Gretildi (Goff ve
ark., 2002; The Arabidopsis Genome Initiative 2000; Yu ve ark. 2002). Cok sayida

hasat Grind icin Uretilen EST’ler ve binlerce sekans, gugcli biyoinformatik araclar
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kullanilarak varsayilan fonksiyonel genler agiklandi. Belirli fenotipler ile DNA dizi
bilgisini iliskilendirmek igin diziye spesifik molekiiler markor teknikleri tasarlandi
(Agarwal, 2008).

2.4.5. SNP ( Tek nikleotit polimorfizmi)

SNP’ler SSR ve RFLP markorlerinden sonra gelen Gglinci nesil molekiler
markor teknolojisidir (Peter G., 2001). SNP’lerin temel avantaji, orta diizeyde bir
maliyetle otomasyona uygun olarak yiiksek verimli bir analiz icin iyi potansiyele sahip
olmalaridir (Chen ve Sullivan, 2003). Tek nikleotit polimorfizmleri, bir popllasyonda
ki normal bireylerde farkli sekans allellerinin var oldugu, genomik DNAda ki tek baz
c¢ifti pozisyolaridir. Burada ki allel frekansi en az 1% veya daha fazlasi olmalidir.
SNP’leri tanimlamanin en direk yolu sekanslama analizleridir. Ayrica EST veri
tabanlarinda arama, keserek test etme, molekiler markdrler vs. kullanilarak da SNPler

bulunabilir (Jehan ve Lakhanpaul, 2006).

2.4.6. RAMP (Rastgele ¢ogaltilmis mikrosatellit polimorfizmi)

PCR bazli bu teknikte, genomik DNA ilk olarak istege bagli primerler (RAPD)
kullanilarak amplifiye edilir. Daha sonra bu amplifikasyon tirlinleri elektroforetik olarak
ayrilir, kurutulan jel mikrosatellit oligoniikleotit problariyla hibridize edilir. Bu
markdorler kombine edildikleri igin testin hizli olmasini saglarlar, yiiksek hassasiyet,
degiskenligin tespiti ve onceden DNA sekans bilgisine gerek olmamasi gibi birgok
avantaja sahiptir ( Joshi ve ark., 1999).

2.4.7. SCAR (Sekansla karakterize ¢cogaltilmis bolgeler)

SCAR’lar sekans spesifik oligoniikleotit primerler kullanilarak PCR
amplifikasyonu yoluyla tanimlanan genetik olarak belirlenmis bolgelerde genomik
DNA fragmentlerini temsil eden PCR temelli markdorlerdir(Paran ve Michelmore 1993,;
McDermott ve ark. 1994).

SCAR’larin tiiretilmesi rastgele prime edilmis markor teknolojilerinin( RAPD ve

AFLP) amplifiye Urlnlerinin klonlanmasini igerir ve bu klonlama Grlnlerinin iki ucu
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sekanslanir. Bu sekans 15-30 nt spesifik primer ciftleri ( klonlanan parcalara benzer
boyda tek ana bantlar1 amplifiye eden) tasarlamak i¢in kullanilir (Agarwal, 2008).

Bu markdrde bandin varligi ya da yoklugu sekansta ki degisimi gosterir. SCAR
markorleri genellikle dominant markdrlerdir, ama onlarin bazilar restriksiyon

enzimleriyle kesilerek ko-dominant markorlere doniistiiriilebilir (Joshi ve ark, 1999).

2.5. SSR Markoéru

Molekiiler bitki genetiginde cesitli markdrler kullanilmaktadir( RFLP, RAPD,
AFLP, SSR, SNP gibi) (ikten ve ark. 2018). Bitkilerde kullanilan cesitli tipte molekiiler
markorlerin temel prensipleri ve metodolojileri farklilik gosterir. Calismaya uygun olan
molekiiler markor tipi  secilmelidir. Bu tez calismasinda SSR markorleri gelistirilip,
calisilacaktir. Basit dizi tekrarlar olarakta bilinen SSR’lar (mikrosatellitler), genomda
cok sayida bulunur ve 1-6 niikleotitten olusan art arda tekrar eden (Sekil 2.3)
motiflerdir( Beckmann ve Weber, 1992). SSRlar nukleer genom boyunca hem kodlanan

hem de kodlanmayan bolgelerde dagilim gosterir (Kalia ve ark. 2011).

Alleller (CA)n Diniikleotit Tekrarlari
"l == (CACACACACACACACACACACA ——
- = CACACACACACACACACACACACACA —
#3  —= ___ (CACACACACACACACACACACACACACACACA —
Genotipler
— ileri primer
Gt piimer 1/1 2/2 3/3 1/2 1/3 2/3
Yan sekans — ———
= =] —
= - -

Sekil 2.3. SSR markdrlerinin alleler arasi boy uzunluk polimorfizmi ve genotiplenmesi (Anonim)
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SSR markdrleri bitki genetiginde ve 1slahinda biiyiik 6neme sahiptir. Bu 6nemin
sebebi onlarin hiperdegiskenlik, c¢ok allelik doga, tekrarlanabilirlik, ko-dominant
kalitim, bol sayida bulunma, genom boyunca dagilim(organel genonlari da dahil),
kromozoma 0zgii yerlesme, otomasyona uygunluk ve yiliksek verimli genotipleme
ozelliklerinden kaynaklanir(Parida ve ark. 2009).

SSR’ler yabani tiirler icin genetik uzaklik temelinde yapilan g¢esitlilik
caligmalarinda, gen akist ve krossing-over oranlarinin tahmininde, evrimsel
caligmalarda; kiiltiire alinmis bitkilerde ise baglanti haritalar1 olusturmak, QTL
caligmalarinda , genotipler arast akrabalik dercesinin belirlenmesi, markor destekli 1slah
ve DNA parmak izi (fingerprint) caligmalarinda (Sekil 2.4) kullanilmaktadir (Jonah ve
ark. 2011; Kalia ve ark., 2011).

Cins tammlﬂmn{ Hibridizayon&| | Transgenikler| | Popiilasyon
A

Islah (MAS) genetigi
» I I
Taksunumil.i Fonksiyonel Genom Cesitlilik & Gen etiketleme
ve filogenetik | | | genomiks haritalama Kiiltiir analizleri| | &QTL analizleri
calismalar
4+
Uygulama
Alanlan

&

ISEle Jafan]| |THRGE) LIS A

moiseydme| [ISETIRSEIR

Gelistirme "

TSENIUEIE]
aepRueydmny
HImouagy

TSEMUET
WL T
=
=

Gen transkripsivonw| | inaktif genler ya da

Transkripsivon
translasyonu kesilmis proteinler Gen susturma mENA kirpilmas:

kaymas1

Sekil 2. 4. Mikrosatelit gelistirme, dagilim, fonksiyon ve uygulama alanlarini gésteren sema
(Kalia ve ark. 2011).
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2.5.1. SSR markorlerinin olusumu

SSR evrimi, yani SSR'deki tekrar sayisinda artis veya azalma ile sonuclanan
herhangi bir degisiklik, mutasyon orani ile iligkilidir. Mikrosatellit olusumu evrimsel
olarak dinamik bir siiregtir ve son derece karmasik oldugu kanitlanmistir (Ellegren
2004; Pearson ve ark. 2005). Mikrosatellit olusumu igin olasi agiklamalar soyledir; tek
iplikli DNA kaymasi, ¢ift iplikli DNA rekombinasyonu (esit olmayan krossing-over ve
gen doniistimii), uyumsuzluk / ¢ift iplik kopmasi onarimi ve retro-transpozisyon. DNA
replikasyonu sirasinda DNA polimeraz III' iin DNA kalip zincirinde ki tekrarlanan
bolgede kaymasi, yeni olusturulan DNA zincirinde, hatalar onarilmazsa, tekrarlanan
bolgenin genislemesine veya daralmasina neden olabilir (Wang ve ark. 2009a). Slip-
strand (iplik kaymasi) yanlis eslestirme hatalari, yanlis eslesme onarimi (MMR) ile
diizeltilir, dolayisiyla SSR stabilitesi, DNA kaymast ve MMR sisteminin etkinligi
arasinda ki bir dengeye baglidir. MMR geni mutasyona ugradiginda veya arizali
oldugunda, SSR instabilitesi artar. Li ve ark. (2002), bozuk MMR ve insan kanserine
bagli SSR kararsizlig1 arasindaki iliskiyi gozden gecirmislerdir. Ayrica, UV 1sinlamasi,
c-irradyasyonu ve oksidatif stres gibi dissal stresin neden oldugu DNA hasari, kayma
mutasyonlarini tetikleyebilir ve SSR'lerde mutasyon oranlarini arttirabilir (Jackson ve
ark. 1998; Chang ve ark. 2002; Li ve ark. 2002; Trifonov 2003). Kayma ve nokta
mutasyonlar1 arasindaki denge de SSR'lerin dengeli dagilimi i¢in 6nemlidir (Kruglyak
ve ark. 1998; Ellegren 2002). Replikasyon kaymasi mikrosatellit bolgesinde biiyiimeyi
arttirir, oysa nokta mutasyonu uzun bir tekrar dizisini iki veya daha kisa pargalara ayirir.
Bu nedenle kayma ve nokta mutasyonlarinin goreceli frekanslarindaki degisiklikler, bir
genomdaki SSR'lerin dagilimi {izerinde dogrudan etkiye sahip olabilir (Li ve ark. 2002)
ve daha uzun SSR'lere yol agan daha yiiksek bir kayma oranina neden olabilir(Kruglyak
ve ark. 1998). Kayma ve rekombinasyonun etkilesimi de SSR stabilitesini etkileyebilir
(Li ve ark. 2002). Retrotranspozonlar, herhangi bir RNA molekiliinden ters transkribe
edildikten sonra kromozomlara yerlestirilen tekrarlayan DNA parcalaridir. Mikrosatellit
gelistirilmesine, bir kisim sekanslanmis insan ve piring genomu DNA'sinin analizi ile
retro-transpozisyon olaylari eslik etmistir (Nadir ve ark. 1996; Temnykh ve ark. 2001).
Genler arasindaki retrotranspozonlarin yerlestirilmesi ve birikmesi, muhtemelen bitki
genomunun genislemesinde Onemli bir rol oynamistir (Bennetzen 2000). Yabani
bugdayda, ortalama tekrar uzunlugu ile sentromerden SSR lokus mesafesi arasindaki

etkilesimin, SSR lokusundaki tekrar boyutundaki allel sayisi ve varyasyonu {izerinde
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giiclii bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu etkinin, rekombinasyon bagimli DNA
onarimu sirasinda replikasyon kaymasinin olasi etkisini yansitabilecegi onerilmistir (Li

ve ark. 2000).

2.5.2. SSR markorlerinin siiflandirilmasi

Mikrosatellitler, buyukliklerine, tekrar birim tipine ve genomdaki konumuna
bagh olarak ¢esitli sekilde smiflandirilmistir. Tekrar motifi basina niikleotid sayisina
bagl olarak, SSR'ler mono-, di-, tri-, tetra-, penta- veya heksanikleotitler olarak
simiflandirilmigtir. Tekrarlama motiflerinde niikleotidlerin diizenlenisine bagli olarak,
Weber (1990), smiflandirma i¢in mitkemmel, kusurlu ve bilesik mikrosalit terimlerini
kullanmis ve Wang ve ark. (2009a) mikrosatellitleri basit, basit kusurlu, bilesik
mitkemmel veya bilesik kusurlu olarak siniflandirmistir. Kusursuz tekrarlar, tek bir
tekrar motifinin art arda dizileridir, kusurlu tekrarlarda ise, bazi yerlerde tekrarlamayan
motifler sayesinde miikemmel tekrarlar kesintiye ugrar. Bilesik mikrosatellitlerde,
cesitli konfigiirasyonlarda iki temel tekrar motifi birlikte bulunur.

Genomik SSR'lerin ¢ogu niikleer SSR'lerdir, ancak mikrosatitler mitokondri ve
Kloroplastlarda da bulunur. Genomda ki vyerlerine gore, mikrosatellitler ntkleer
(nuSSR), mitokondriyal (mtSSR) veya kloroplastik SSR'ler (cpSSR) olarak
siiflandirilabilir. Weising ve Gardner (1999) Nicotiana'da kloroplastik SSR'leri
(cpSSR) kesfettikleri sirada, Soranzo ve ark. (1999) Pinus tiirlerinde mitokondriyal
SSR’leri (mtSSR) kesfetmistir.

Son yillarda, cpSSR'ler, dogal populasyonlardaki genomik varyasyonlar1 ve
dogal popiilasyonlardaki gen akigini (Provan ve ark. 2001) aragtirmak i¢in yaygin olarak
kullanmilmistir. Ayrica, yapilacak bir karsilastirma biparental (nuSSR) ve uniparental
(organellar yani cpSSR ve mtSSR) markérler ile saptanan degiskenlik modelleri ayni
zamanda popiilasyon ve evrimsel biyologlar i¢in bilgi saglayabilir (Powell ve ark.
1996).

2.5.2.1.Tekrar basina niikleotid sayisina gore

o Mononukleotit (A)n
o Dinulkleotit (CA)n
o Trinukleotit (CGT)n
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o Tetranukleotit (CAGA)n
o Pentanukleotit (AAATT)n
. Heksantikleotit (CTTTAA)n (n = degiskenlerin tekrar sayis1)

2.5.2.2. Tekrar motiflerindeki niikleotidlerin diizenlenisine gore

o Saf veya mikemmel veya basit milkemmel (Pure or perfect or simple perfect)
(CA)Nn

o Basit kusurlu (Simple imperfect) (AAC)n ACT (AAC)n +1

o Bilesik veya basit bilesik (Compound or simple compound) (CA)n (GA)n

o Kesilmis veya kusurlu veya bilesik kusurlu (Interrupted or imperfect or
compound imperfect) (CCAnTT (CGA)n+1

2.5.2.3.Genomdaki SSR'lerin konumuna gore

o Nikleus (nuSSRs)
o Kloroplastik (cpSSRs)

o Mitokondriyal (mtSSRs)

2.5.3. SSR markorii gelistirmek

SSR markorlerinin gelisimi temel olarak asagidaki asamalara ayrilabilir: (i)
SSR'lerin meydana geldigi niikleotid dizilerinin 6nceden bilgisi; (i) SSR'yi kusatan
bolgelere tamamlayici olan oligoniikleotitlerin (veya primerlerin) tasarimi; (lii) PCR ile
primerleri dogrulama ve reaksiyon Urtinuniin elektroforez ve bireyler (Mason, 2015)
arasindaki polimorfizmlerinin (iv) tespiti.

Bir SSR markoriiniu gelistirmek i¢in asagida Sekil 2.5’de ki sema izlenebilir.
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Niikleotit Kaynag
(DNA, RNA, mtDNA, cpDNA)

SSR Rekombinant
Zenginlestirme Vektor Kiitliphanesi

Sekans Veri Tabani
(Nukleotit,amino asit)

FGS (Full
Genom
Sekanslama

Primer Dizayni Onaylamave
Y Polimorfizm Testleri

NGS (Yeni Nesil
Sekanslama)

Transfer edilebilirlik

Sekil 2.5. SSR markorii gelistirme adimlari (Vieira ve ark. 2016)

Mikrosatellitler orijinal olarak bitki genomlarinin hem kodlanan hem de
kodlayici olmayan bolgelerinden gelistirilmistir ve ¢esitli DNA kiitiiphaneleri (SSR igin
zenginlestirilmis  genomik, genomik, bakteriyel yapay kromozom ve CcDNA
kiitiphaneleri) dahil olmak iizere SSR'leri aramak igin cesitli kaynaklar(ifade edilmis
sekans etiketi (EST) veri tabanlar1 da dahil olmak {iizere agik veri tabanlari gibi)
kullanilmigtir( Hanai ve ark. 2007).

SSR'lerin arastirilmasinda ilk adim, zenginlestirilmis genomik kiitiiphanelerin
olusturulmasint ve ¢esitli zenginlestirme yontemlerinin basarili  bir sekilde
gelistirilmesini igermektedir (Billotte ve digerleri, 1999; Maio ve Castro, 2013).
Genomik kiitiiphaneleri olusturmak ve dizilemek icin DNA parcalara ayrilir, adaptorlere
baglanir ve Escherichia coli'nin doniistiiriilmesi i¢in vektorlere eklenir. Cogu protokol,
secici hibridizasyon, PCR veya her iki teknik kullanilarak elde edilebilen tekrarlayan
sekanslar i¢in zenginlestirme asamasini igerir (Senan ve ark., 2014). Hibridizasyon ile
zenginlestirmede, pozitif klonlar radyoaktif veya kimyasal olarak etiketlenmis SSR
problar1 kullanilarak tespit edilir. Son olarak, bu klonlar PCR amplifikasyonu ve
dizileme ile secilir (Semagn ve ark., 2006; Blair ve ark., 2009). Bir kutuphaneyi

zenginlestirmenin diger bir yolu, streptavidin kapl tanecikler tarafindan yakalanan
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biyotinlenmis SSR problar1 kullanmaktir (Nunome ve ark., 2006). Yakalanan DNA eliie
edilir, gogaltilir, klonlanir ve dizilenir.

Su anda, 454 ve Illumina, SSR belirtecleri gelistirmek i¢in en yaygin kullanilan
NGS platformlaridir. Bununla birlikte, PacBio SMRT dizileme teknolojisi,
mikrosatellitlerin kesfedilmesi i¢in ekonomik olarak uygun bir alternatif olarak kabul
edilmektedir (Grohme ve ark, 2013).

Ficus carica L. icin mikrosatellit markorleri gelistirilmesi daha 6nce sadece bes
calismada yapilmistir (Khadari ve ark. 2001; Giraldo ve ark.. 2005; Bandelj ve ark.
2007; Garcia ve ark. 2012; Knap ve ark. 2016).

Khadari ve ark. (2001) TC ve TG motifleri igin zenginlestirilmis genomik
kiitiiphaneri taramislar ve 8 adet polimorfik markor bulmuslardir. Giraldo ve ark. (2005)
CT/AG tekrar motifleri i¢in zenginlestirilmis genomik kiitiiphaneleri kullanarak 26 adet
polimorfik SSR, Bandelj ve ark. (2007) GA/TC ve GT/AC motifleri icin
zenginlestirilmis genomik DNA kiitiiphanelerini kullanarak 15 tane, Garcia ve ark.
(2012) yaptiklar1 ¢alisma da Ficus carica L.’nin de i¢inde bulundugu 5 Ficus tirinde
20 adet mikrosatellit markort, Knap ve ark. (2016) GA/TC ve GT/AC motifleri icin

zenginlestirilmis genomik kiitiiphanelerden 16 adet SSR markdrii gelistirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. incir Referans Genomu Kullanilarak Yeni Nesil SSR Markorlerinin

Gelistirilmesi i¢in Biyoinformatik Analizler:
3.1.1. Genom capinda SSR bolgelerinin kesfi
Incir referans genomu Mori ve ekibi tarafindan 2017 yilinda yaymlanmis olup

genomun son draft hali (BDEMO0000000O) 2018 yilinda  NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=ficus%20carica) veritabaninda erigime

sunulmustur. Onerilen incir genomuna ait DNA dizi bilgisi FASTA formatinda
indirilerek imperfect ve perfect SSR markdrlerinin tespiti icin biyoinformatik analizlere
tabi tutulmustur. Biyoinformatik analizler i¢in kullanilan araglar ve izlenen yontem
asagida verilmistir.

[Mumina GAIIx, MiSeq ve HiSeq 2000 gibi yeni nesil sekanslama platforfmlari
kullanilarak gelistirilen incir referans genomu (Mori ve ark. 2017) GMATA (Wang X
ve Wang L. 2016) yazilimi kullanilarak biiyiikk veri analiz edilmistir. Ama¢ genom
tizerinde bulunan tekrarca zengin boélgelerin belirlenmesi ve bu analiz yapilirken
imperfect SSR olast lokuslarinin da analizlerden elde edilmesidir. R, Perl script ve
JAVA programlart GMATA yazilimmin bulundugu dosyanin i¢inde bulunmalidir ve
ayrica olusturulan her bir dosyanin ismi bosluk birakilmadan yazilmalidir. Basit dizi
tekrarlarinin bulunmasi i¢in ‘SSR identification’ araci kullanilarak fasta formatinda ki
dosya yiklendi. Kullanilan arama parametre filtreleri: Minimum boy: 3 nt, Maxsimum
boy: 3 nt, Minimum tekrar sayisi: 6 seklindedir (Sekil 3.1). Bu analiz sonucu program
tarafindan  “.ssr’ uzantili bir dosya olusturulur ve bu dosyada, bulunan SSR’lerin
motifleri ve tekrar sayilari, ve her bir SSR bélgesinin baglama ve bitme pozisyonlarini

iceren bilgi mevcuttur.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=ficus%20carica

|| GMATA v2.0 = =
GMATA

J SSR identification I SSR statistical plotting I Gbrowse viewing I Marker designing I e-Mapping I About]

Parameters
Sequence file (fasta format):

| Browse |

Motif unit
Min-length (nt): 3 Min. repeat-times: |6
Max-length (nt): 3 Highlighted motif: |_0_7J

l Run ‘ l Clear ‘ \ Exit ‘

Running Information:

Sekil 3.1. GMATA SSR bolgelerinin arastiriimasi

3.1.2. Markor gelistirme ve haritalama

Bulunan aday SSR bdlgeleri barkod PCR primerlerinin gelistirilmesi igin
GMATA programi kullanilarak analiz edilmistir. GMATA programmin ‘Marker
designing’ araci ile incirin sekans dosyas1 ‘.fasta’ formatinda ve daha 6nce olusturulmus
SSR dosyas1 ‘.ssr’ formatinda sisteme yiiklenmistir. Markor gelistirme parametreleri su
sekilde ayarlanmigtir: Minimum amplikon boyu: 100 bg, maksimum amplikon boyu:
300 bg, erime sicakligt (Tm) 60 °C, Flanking (yan) sekans uzunlugu: 400 bg,
Maksimum template( kalip) uzunlugu: 2000 bg (Sekil 3.2). Bu parametreler ile yapilan
analiz sonucu program ‘.mk’ ve ‘.sts’ uzantili iki adet dosya olusturmustur. ‘.mk’
dosyasi gelistirilen markorlerin ileri ve geri primer sekanslarini, bu primerlerin Tm
degerlerini, pozisyonlarini ve olusturduklart sekans iirliniiniin uzunluk bilgisini de veren
bir igerigine sahiptir. ‘.sts’ ise daha sonra ‘e-Mapping’ (eletronik haritalama) de
kullanilmak tizere ileri ve geri primer sekanslari ve sekans Urininin uzunluk bilgisini

iceren bir dosya turudur.
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n GMATA v2.0 = =
GMATA

[ SSR identification I SSR statistical plotting [ Gbrowse viewing T Marker designing I e-Mapping I About]

Files selection

Sequnce file | Browse | ' fagia

SSR loci file (ssry | Browse | ssr

Amplicon settings Other settings

Min. amplicon size (-smin) 100 bp Flanking sequence length (-1) 400

Max. amplicon size (-Smax) 300 bp Max. template length (-1) 2000

Optimal annealing Tm (-tm} 60 oC Computer platiorm (-p) |_w_TJ

Output template sequence I_F_TJ Primer3 path, unix only Optional primer3-2.2.3/src

Marker design | Clear |

Running information:

Sekil 3.2. GMATA programinda SSR markérii gelistirmek

‘e-Mapping’ genomik sekans boyunca tasarlanan markorleri fiziksel haritalama
yapmak i¢in kullanilan bir e-PCR (eletronik-PCR) (Schuler 1997) algoritmasidir. e-
Mapping araci kullanilirken FASTA formatindaki incir genom sekansi ve daha dnce
markdr tasarlama aracindan elde edilen ‘.sts’ dosyasi kullanilir. Bu ara¢ kullanilirken
maksimum indel (insersiyon-delesyon) sayisi: 0, maksimum mismatches (yanlis
eslesme): 0 olarak ayarlanir (Sekil 3.3). Analiz sonucu ‘.eMap’ uzantili dosyalar iiretilir
ve bu dosyalar amplifiye edilmis fragment (gogaltilmis par¢a) uzunluklarini ve

markorlerin kag allele sahip olduklari hakkinda bilgileri igerir.
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B GMATA v2.0 = B
GMATA

[ SSR identification I SSR statistical plotting I Gbrowse viewing I Marker designing I e-Mapping | About

Files selection

Sequence fie Browse | .fasta

Marker file (.sts) Browse | .sts

Mapping parameters

Tag of mapping results  eMap

Computer platform |w |~ sts size range (-d) 100-1000

Word size (-w) 12 Max mismatches (-n) 0

Contiguous word (-f) (1 | Max indels (-g) o

Post- - .
Margin (-m) 3000 process () |- |vJ e-Map ‘

Running information:

Sekil 3.3. GMATA programi e-Mapping(e-PCR)

Ayrica ‘e-Mapping’ kullanilarak Ornegin incir i¢in gelistirilmis markorlerin
transfer edilebilirlikleri de 6lgulebilir. Bunun igin e-Mapping aracinda ‘sequence file’
sekmesine markdrleri trasfer etmek istedigimiz tiiriin genomik sekansi FASTA
formatinda ytiklenir. ‘Marker file’ sekmesine ise incirde bulunan °.sts’ uzantili markor
dosyast eklenir. Analiz sonucu olusan ‘.eMap.frg’ uzantili dosyada transfer edilen
markorler ve bu iki tiirde olusturduklari amplikon boylar1 verilir. Bu markorlerden
polimorfik olanlar segilerek iki tiir arasinda sekans bazinda tiir ayrimi i¢in kullanilabilir.

GMATA programinin genel is akis semas1 Sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.4. GMATA programu ¢alistirma is akis semas1 (Wang X ve Wang L, 2016)

3.2. Gelistirilen SSR markorlerinin Blast2GO program kullanilarak blast ve gen

anotasyonlarinin yapilmasi:

GMATA yazilimindan elde edilen SSR markor sekanslart FASTA formatina
cevrilmigtir. Moraceae familyasina ait 45.193 adet protein sekanst NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/?term=moraceae) veri tabanindan FASTA

formatinda indirilmistir. ©* Make Local Database’ sekmesi ile bu dosyalar Blast2GO

(https://www.blast2go.com) programina aktarilmistir. Blastx algoritmasi1 ve E-degeri

1E-15 kullanilarak peptit alignmenti yapilmistir. Blast2GO programi protein sekanslari
ve SSR markor sekanslar1 arasinda onemli eslesmeleri tanimlamistir. Gelistirilen SSR
markdrlerine iliskin veri ve fonksiyonel anotasyon verilerine

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9264515 adresinden erisilebilir.

3.3. DNA izolasyonu:

Incir genotiplerine ( Sarilop, Bardacik, Sarizeybek, Delice-yabani-, Bursa siyahu,
Kara incir) ait yaprak dokularindan DNA 0rnekleri, bu amagla se¢ilmis olan DNA


https://en.wikipedia.org/wiki/Moraceae
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/?term=moraceae
https://www.blast2go.com/
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9264515
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pargalarinin ¢ogaltilmasi, gelistirilecek olan SSR markorlerinin - genotiplenmesi
asamasinda kullanilmistir.

Pens yardimiyla kiigiik klclk pargalara ayrilmis 100 mg yaprak doku érnekleri
2 mL’ lik efendorf tiiplerine konulmus, {izerine 800 uL CTAB (cetyl
trimethylammonium bromide) ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi (%2 CTAB, 100 mM Tris-
HCI (pH 8.0), 20 mM EDTA (pH 8.0), 1.4 M NaCl, %1 PVP-40 ) eklenmistir ve
Qiagen TissueLyzerll cihazinda pargalanmustir. Karistma 100 pL merkaptoetanol
eklenerek, vortex cihazi ile karistmin homojenizasyonu saglanmistir. Ornekler, hiicre
duvarlarinin  yitkimlanmasi1 amact ile 1 saat slreyle 65°C’ de inkiibe edilmis,
inkiibasyonun ardindan belirtilen oranlarda karisimlanmis olan fenol:kloroform:izoamil
alkol (25:24:1) 6rnege eklenerek, once vortex cihazi ile karistirilip, ardindan oda
sicakliginda 10 dakika 14.000 rpm’de santrifiijlenmistir. Stpernatant(list faz), temiz bir
2 ml’lik deney tiipiine aktarilarak, 600 pL hacimce belirtilen oranlarda hazirlanmis
kloroform:izoamil alkol (24:1) 6rnege eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dakika 14.000
rpm’de santrifiij isleminin ardindan, iist faz temiz bir 1.5’lik ependorf tiipe aktarilmas,
toplam hacminin altida biri oraninda (150 pL) %100’lik izopropanol ile karistirilmistur.
DNA peletinin elde edilmesi igin ependorf tupler +4 °C sicakliginda 60 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Peletin (DNA ¢okeltisi) izopropanolden temizlenmesi amaci
ile inkiibasyonun ardindan 6rnek 14.000 rpm 10 dakika oda sicakliginda santrifiijlenmis
ve ist faz atilmistir. Ependorf deney tiipiiniin alt duvarinda elde edilmis olan DNA
peletinin Gzerine 200 pL  %70’lik etanol eklenerek yikama yapilmistir, yikamanin
ardindan oda sicakhifinda 5 dakika siireyle 14.000 rpm’de santrifiij islemi
gerceklestirilmistir. Etanol faz1 santrifiijiin ardindan atilmistir. Deney tlpu 50°C*de 2
dakika kapag: agik sekilde bekletilip DNA peletinin etanolden tamamen armdirilmasi
saglanmigtir. Otoklav cihazinda sterilize edilmis 100 pL distile su, DNA’nin siispanse
edilmesi amaci ile deney tiplinde bulunan DNA peletinin Gzerine eklenmistir.
Opsiyonel olarak 4°C’de bir miiddet bekletilmesi, DNA’nin daha homojen sekilde
slispanse olmasina katki saglamaktadir. Ekstrakte edilmis olan DNA 6rneklerine 1 pL
RNAse enzimi eklenerek DNA ekstraksiyonu sirasinda, DNA ile birlikte izole edilmis
olmast muhtemel olan RNA’nin degradasyonu igin tipler 37°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Ekstrakte edilmis olan DNA oOrneklerinin safligi ve konsantrasyonu,

Nanodrop spektrofotometre cihazi ile dl¢lilmiistiir.
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3.4. SSR Markor Analizleri:

Bulunan markoérleri PCR amlifikasyonu ile dogrulamak i¢in rastgele 10 adet
markdr seti secilmistir (Tablo 3.1)

Incir yaprak DNA 6rneklerinden tez calismasi kapsaminda gelistirilmis olan SSR
markoriiniin - ¢ogaltilmast igin gergeklestirilecek olan PCR reaksiyonu
AmplitagGold® PCR Tamponu, 200 uM her bir dNTP (Promega), 2.5 mM MgClz, 300
nM forward(ileri) primer, 300 nM revers(geri) primer, 0.5 nite AmplitagGold®

icin  1x

polimeraz enzimi (Applied Biosystems Foster City CA), 1.0pL incir yaprak DNA’s1 ve
niikleaz icermeyen H>O kullanilrak bir protokol olusturulmustur. Herbir kuyucukta Ki
PCR reaksiyonunun hacmi 20uL’dir. PCR reaksiyonlar1 35 dongii yapilmigtir. PCR
cihazinda Uruinleri gogaltmak i¢in sicaklik ve siire su sekilde ayarlanmistir:
» Baslangic DNA denatiirasyonu: 95°C — 10 dakika,
Denatiirasyon : 95°C — 30 saniye
Tavlama (annealing) reaksiyonu: 60°C — 30 saniye

>
>
» Uzama (elongation) : 72°C — 30 saniye
» Sonuzama: 72°C — 10 dakika

>

4°C’de bekletme.

Tablo 3.1. PCR reaksiyonunda kullanilan markérlerin primer bilgileri

Markor | Sol primer Sol Sag primer Sag Sol primer | Sag Uriin
ismi sekansi primer | sekansi primer | pozisyonu | primer boyu
™ ™ pozisyonu
MK162 | TTGGCATCAT | 59.518 | AGCAAAACC |59.836 | 379 632 254
CTTGTTTTGG CAATTGTGG
AC
MK323 | GCCATTGAG | 60.038 | TCGGAAAGT | 59.697 | 312 463 152
CCCTAATTTC GATGCACAA
A AC
MK671 | ATTCTTGTGG | 60.080 | GTTACCGCC | 60.000 | 314 574 261
GTGGGTGGT ACGTTCTTCA
T
MK2021 | ACCGTTTGG | 60.590 | GAAAGCGAA | 58.187 | 248 524 277
GAACCAATT GCGATTAAA
CT CA
MK3858 | TTCTCTCGCA | 60.397 | CAGCAGCTC | 59.929 | 319 463 145
CGGTTAGGT AGACTTTGC
C AC
MK4820 | CCAACAAGG | 59.711 | AAGGCAGTT | 59.976 | 319 614 296
AAAGTGGAA TCCCCAAGTT
GC T
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MK5156 | TTGGAATTG | 59.903 | ACGATGATG | 60.120 | 265 479 215
GAGTTGGAA ACGTCGACA
GG AA

MK5723 | GAACTCGCC | 59.923 | TCCCAAGTC | 59.903 | 209 494 286
ATACCGGAT CCATTCTTTT
TA G

MK7647 | CCATCCCTGT | 59.813 | CAGGGAGTA | 58.425 | 328 591 264
GGCTGTTAA AAGTGCTAA
T TAATGTG

MK9101 | AAGGGTTTT | 59.229 | AAAAGGAAG | 60.096 | 148 293 146
GCTTGATAC AGACGGACC
GC AAA

Secilen 10 adet primer setinin hangi SSR bolgelerini ve motiflerini ¢ogaltacagi

Tablo 3.2. verilmistir.

Tablo 3.2. PCR amlifikasyonu icin secilen markorlerin SSR bélgelerinde motif ve sekans bilgileri

SSR
Markorler SSR SSR sonlanma SSR tekrar | SSR
sekans baslama pozisyonu sayisl Motifi
uzunlugu | pozisyonu
FicuscaricaSSRMK162 1276110 | 1071944 1071982 13 CAT
FicuscaricaSSRMK323 | 1052852 | 642374 642412 13 ATA
FicuscaricaSSRMK671 | 857006 782074 782103 10 CCG
FicuscaricaSSRMK?2021 | 416045 2085 3026 14 TTA
FicuscaricaSSRMK3858 | 238160 100391 100426 12 AGA
FicuscaricaSSRMK4820 | 180767 | 53612 53647 12 GCT
FicuscaricaSSRMKS5156 | 160260 35166 35198 11 GTA
FicuscaricaSSRMK5723 | 134902 | 76470 76502 11 GAA
FicuscaricaSSRMK7647 | 54197 9103 9132 10 TAT
FicuscaricaSSRMK9101 | g70 182 220 13 TCT

3.5. Kapiler Eletroforez

Alt1 adet incir genotipine ait DNA orneklerinden ¢ogaltilmis olan SSR

markorleri, Qiaxcel Fragment Analyzer (Qiagen Sample&Assay Technologies) kapiler

elektroforez sistemi ile goriintillenmistir. Qiaxcel DNA High Resolution Kitin

kullanima hazir kapiler kartusu, dye-gel karisimi ile dolduruldu, kapiler elektroforez

analizi i¢in kullanilmigtir. Secilen 10 markdr setinin incir genotiplerinde olusturdugu

polimorfik bantlar ve alel sayilar1 saptanmustir.
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3.6. Darwin Program ile Cesitlilik Analizi

PIC (Polymorphism information content) degeri alt1 incir genotipi icin

hesaplanmustir.

k
PIC=1-).p}

i=1

Her genotip i¢in belli bir lokus agisindan alel degerleri: var (present) = 1, yok
(absent) = 0 gibi degerlerle skorlanacaktir. Bu sekilde olusturulan veriler Nei ve Li
tarafindan gelistirilen genetik benzerlik indeksinin (The Nei index of genetic similarity)
hesaplanmasinda kullanilmistir (Nei ve Li 1979). Elde edilen bu degerler Darwin
(Perrier ve Jacquemoud-Collet 2006) yaziliminda Neigbour-joining yoOntemi
uygulanarak incir genotipleri arasindaki genetik baglantiy1 gosteren bir agag ¢izilerek

cesitlilik analizi yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Mori ve ark.(2017) tarafindan yaymlanmis 247.09 Mb boyunda ki Ficus carica
L. referans genomu (BDEMO00000000) NCBI veri tabanindan FASTA formatinda
indirilmistir ve GMATA programinda kullanilmistir. Ayrica Moraceae familyasina ait
NCBI veri tabanindan indirilmis olan 45.193 adet protein sekansi da Blast2GO

programinda kullanilmistir.

4.1. GMATA Program Kullamlarak SSR Bolgelerinin Kesfi ve Markor

Gelistirilmesi:

GMATA programi kullanilarak en diisiik tekrar sayis1 6 olan trinlikleotitli tekrar
motifleri arastirilmistir ve 11287 adet SSR bolgesi bulunmustur. Trinlkleotitli
SSR’larin kodlanan bolgelerde daha sik goriildiigii ve bunun sebebinin ekpresse edilmis
sekanslarda c¢ergeve kaymasi mutasyonunu Onlemek amaciyla oldugu diisiiniiliir
(Metzgar ve ark. 2000; Morgante ve ark. 2002; Li ve ark. 2004).

Incirin 247.09 MB genomu boyunca ortalama 21.28 kilobazda bir SSR bélgesi
bulunmaktadir. Bu SSR bdélgelerini 60 cesit triniikleotitli motifler olusturmaktadir ve en
cok tekrar eden motifler AAT, TTA ve ATT olmustur (Tablo 4.1). Bu motifler sirasiyla
tiim SSR’larin 19.5 %, 14.12 %, 8.9 % ’unu olusturmaktadir.

Tablo 4.1. Genomda bulunma sikligina gore ilk 10 SSR motifleri ve sayilar

Motif Genomda bulunma sayisi
1 AAT 2201
2 TTA 1594
3 ATT 1005
4 AAG 760
5 TTC 609
6 TAT 548
7 ATA 463
8 TAA 439
9 TCT 432
10 GAA 377
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Bu sonuglarla benzer sekilde, Uncu (2018) tarafindan C. chinense genomunda
yapilan calismada triniikleotitli SSR’larda en sik tekrar eden motif olarak AAT
bulunmustur ve tim motifler arasinda 14.3% oraninda temsil olmaktadir. Buna karsin Li
ve ark (2004) bitkilerde en sik goriilen tglii motifin AAG oldugunu belirtirken,
tahillarda en yaygin i¢li motif CCG’dir (Cordeiro ve ark. 2001; Varshney ve ark.
2002; Thiel ve ark. 2003).

En sik tekrar eden 5 motif icin 10’ar tane temsilen verilmis SSR bolgesinin

baslama ve bitis pozisyonlar1 ve motiflerin tekrar sayisi tablo 4.2°de bulunmaktadir.

Tablo 4.2. Tiim genom ¢apinda en ¢ok bulunan ilk bes SSR motiflerinin tekrar sayilari ve pozisyonlari

SSR Tekrar

ismi Motif sayisi Baglama | Bitis
1 SR7 AAT 7 232898 232918
2 SSR77 | AAT 8 95008 95031
3 SSR144 | AAT 6 199724 199741
A SSR205 | AaT 8 173432 173455
5 SSR257 | AAT 6 94145 94162
6 SSR298 | aAT 7 131988 132008
7 SSR353 | AAT |8 49619 49642
8 SSRALT | AAT 12 405745 405780
9 SSR453 | AAT 6 413885 413902
10 SSRS11 | AAT 7 609389 609409
11 SSR1 TTA 7 13837 13857
12 SSR519 | 17A 10 842715 842744
13 SSR583 | 17A 8 252701 252724
14 SSR605 | 1A 7 638349 638369
15 SSR631 | 17A 13 81165 81203
16 SSR644 | 1A 9 356325 356351
17 SSR71L | 17A 6 731689 731706
18 SSR761 | 17A 6 625953 625970
19 SSR947 | 17A 13 478358 478396
20 SSR1041 | 17A 7 291782 291802
21 SSR1057 | ATT 6 63332 63349
22 SSRILI8 | ATT 12 382287 382322
23 SSRI196 | ATT 8 130972 130995
24 SSR1208 | ATT 7 380608 380628
25 SSR1249 | ATT 7 503134 503154
26 SSR1292 | ATT 8 329601 329624
27 SSR1346 | ATT 6 280902 280919
28 SSR1427 | ATT 7 17285 17305
29 SSR1458 | ATT 7 258812 258832
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30 SSR1484 | ATT 6 187477 187494
31 SSR1483 | AAG 8 185780 185803
32 SSR1544 AAG 7 287306 287326
33 SSR1604 | AAG 7 71055 71075
34 SSR1659 | AAG 6 1799 1816
35 SSR1741 | AAG 8 139619 139642
36 SSR1764 | AAG 6 2564 2581
37 SSR1818 AAG 8 475208 475231
38 SSR1882 | AAG 6 426666 426683
39 SSR1979 | AnG 10 4233 4262
40 SSR2007 | anG 7 8924 8944
41 SSR2014 | 11¢ 7 224574 224594
42 SSR2077 | 17C 6 395646 395663
43 SSR2126 | 17C 9 366680 366706
14 SSR2169 | T7¢ 6 410250 410267
45 SSR2239 | 17¢ 6 434935 434952
46 SSR23%0 | 17¢C 9 192567 192593
47 SSR2445 | 17C 7 259158 259178
48 SSR2489 | 17C 7 284665 284685
49 SSR2553 | T7¢ i 256214 256234
50 SSR2645 | 17C 8 319053 319076

Arama parametreleri triniikleotitli en az 6 tekrardan olusan motifler olarak
ayarlandig1 i¢in en kiiglik SSR boyu 6X3=18 niikleotit olarak bulunmustur ve bu boyda
4761 SSR bolgesi bulunmustur. Diger SSR bdlgelerinin boyu ligiin katlar1 seklinde
18x3=54 ‘e kadar Tablo 4.3’ verilmistir.

Tablo 4.3. Bulunan SSR bélgelerinin boylari ve genomda toplam bulunma sayilar

SSR bélgelerinin boyu Toplam bélge
18 4761
21 2777
24 1591
27 945
30 573
33 318
36 171
39 78
42 43
45 19
48 4
51 3
57 2
54 2
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Bulunan mikrosatellit bolgelerinden GMATA programinin bir fonksiyonu olan

marker gelistirme aracit kullanilarak 9223 adet essiz SSR markorii gelistirilmistir

(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9264515). Yani tum SSR bolgelerinin 81,71 % ‘i

i¢in markor seti olusturulmustur.

Daha o6nce ki ¢alismalarda Ficus carica L.’de mikrosatellit markori gelistirmek
icin genomik DNA kutlphanelerinin zenginlestirilmesi yapilmistir (Khadari ve ark.
2001; Giraldo ve ark.. 2005; Bandelj ve ark. 2007; Garcia ve ark. 2012; Knap ve ark.
2016). Bu calismanin farki ilk defa incirin referans genomu (Mori ve ark. 2017)
kullanilarak biyoinformatik analizler ile tiim genom c¢apinda SSR markdrii gelistirilmis
olmasidir.

GMATA programininin bir diger araci olan ‘e-Mapping’ kullanilarak yapilan

amplifikasyon sonucu %99 oraninda tek allelli PCR (rlinleri olusmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. e-Mapping sonucu elde edilen sonuglara gore markéorlerin allel sayilarina gére bulunma

oranlari
Alleller Toplam markorler Oran
1 9138 % 99.078
2 70 % 0.759
3 12 % 0.130
4 3 % 0.033

4.2. Blast2GO Program Kullanilarak Gen Fonksiyonlarimin Belirlenmesi:

GMATA programi kullanilarak bulunan SSR markérleri Ficus carica L.’nin de
icinde bulundugu Moraceae familyasina ait NCBI veri tabanindan indirilmis olan
45.193 adet protein sekansi ile E-degeri 1E-15 kullanilarak Blast2GO programinda
blast  edilmistir ve 3333  markdér protein  sekanslariyla  Ortlismustur

(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9264515). Toplamda 9223 markorden 36%’ smin

gen fonksiyonlar1 atanmistir (Sekil 4.1).


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.9264515
https://en.wikipedia.org/wiki/Moraceae
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Blast olan sekanslar: (3,333 | 36%)

Blast clmayan sekanslar: (5,890 [ 64%)

Sekil 4.1. Ficus carica L.’de gelistirilen SSR markérlerinin Moraceae ailesinin protein sekanslariyla
blast sonucu elde edilen dagilimi

Ayrica Blast2GO yazilimi kullanilarak gen anotasyonu yapildi ve 1824 markor
anotasyonu bulundu (Sekil 4.2).

Miktar
S00 1,000 1,500 2,000 2500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000 5,300 6,000

-0

BLAST
ANOTASYON |
BLAST OLMAYAN,

HARITALAMA |

Sekil 4.2. Blast, anotasyon ve haritalanan markdr sayilarinin grafiksel gosterimi

Anotasyon sonucunda bir¢ok markor Moraceae ailesinden gelen ¢esitli sayida
protein ile 100% blast olmustur. Bu sonu¢ Ficus carica’nin olasi protein ¢aligmalari i¢in
bir veri kaynag olusturabilir. Ornegin Markér 26, Morus notabilis’ten gelen ‘etilene
duyarl transkripsiyon faktorii SHINE 2’ proteini ile tam Ortiismiistii. Bu Markor
kullanilarak etilen biyosentezi veya transkripsiyon faktorlerinin arastirilmasi ¢aligsmalari
Ficus carica’da da yapilabilir. Ayrica etilen iliskili transkripsiyon faktor proteinleri ile
ortisen 28 markor vardir. Bunlardan 70% oraninin Gzerinde 20 tane markdr tespit
edilmistir (sekil 4.5).

Bitkiler, tirtin gelisimini, fizyolojisini, iiretkenligini etkileyen ¢ok ¢esitli streslere
maruz kalirlar. Bitkiler hareketsiz oldugundan, kuraklik, soguk, sicak, tuzluluk, besin

kithigi ve degisken 151k kosullari bitkinin biiylimesini ve gelisimini etkiler. Bitkiler
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tarafindan strese karsi tolerast arttirmak i¢in farkli mekanizmalara adaptasyon
saglanmistir ve hayatta kalmak i¢in hizli savunma tepkisi olarak bir dizi sinyal iletim
yolagi gelistirilmistir (Zhu ve ark. 2013). Bircok hiicresel proteinlerden gecen hiicredisi
sinyaller i¢in cevap olarak, cesitli transkripsiyon faktorleri stres iliskili genlerin
transkripsiyonel aktivitesini modile eder. Transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu
(ifadelenmesi) dokuya ya da gelisim evresine 6zel bir olaydir (Thirugnanasambantham
ve ark. 2014). AP2/etilen duyarl faktor (ERF), biyotik ve abiyotik strese cevapta ifade
edilen transkripsiyon faktorlerinin en genis gruplarindan biridir
(Thirugnanasambantham ve ark. 2014).

Etilen meyve olgunlagmasinda rol oynayan en 6nemli hormondur. Ve etilen
tiretimini indiiklemek i¢in zeytinyagi, oksin ve etilen ( sentetik halleri:ethrel/ethephon)
kullanilir. Linolenik asit de etileni indiiklemektedir ve hizli bir sekilde etilenin iiretimini
saglamaktadir. Bu uygulamalar incir meyvesinin gelisme ve olgunlagsmasinin son
asamasinda yapilmaktadir( Owino ve ark. 2006). Hasat 6ncesi etilen uygulamasi meyve
geisiminin hangi asamada (periyod I, I, III) bulunduguna bagl olarak farkli etkiler
gosterir (Crane ve ark. 1970b; Marei ve Crane, 1971)

Tablo 4.5. 70% ve lizeri blast olan markorlerin etilenle iligkili proteinlerle benzerlik yiizdesi

Sekans ismi Sekans tanimlamasi Benzerlik ylzdesi
MK26 Etilene duyarli transkripsiyon faktorii SHINE 2 100.00%
MK27 Etilene duyarli transkripsiyon faktdrii SHINE 2 77.08%
MK77 Etilene duyarli transkripsiyon faktorii 1B 82.20%
MK366 Etilene duyarl: transkripsiyon faktorii 77.66%
MK528 Etilene duyarl: transkripsiyon faktorii ERFO03 81.61%
MK615 AP2-benzeri etilene duyarli transkripsiyon faktorii AIL1 73.91%
MK909 Etilene duyarl transkripsiyon faktérit ERF061 88.78%
MK927 Etilene duyarl: transkripsiyon faktorii ERF034 75.00%
MK1616 Etilene duyarli transkripsiyon faktorii TINY 87.50%
MK2274 AP2-benzeri etilene duyarl transkripsiyon faktoérii BBM1 76.47%
MK?2473 Etilene duyarl transkripsiyon faktorii ERF022 80.81%
MK3190 AP2-benzeri etilene duyarl transkripsiyon faktorii At1g16060 100.00%
MK3355 Etilene duyarl transkripsiyon faktorii RAP2-7 izoform X2 90.48%
MK3408 Etilene duyarl transkripsiyon faktorii ERFO10 85.71%
MK4038 AP2-benzeri etilene duyarli transkripsiyon faktorii ANT 71.61%
MK5382 Etilene duyarl: transkripsiyon faktorii RAP2-10 90.58%
MK5433 Etilene duyarl transkripsiyon faktorii ABI4 100.00%
MK5989 Etilene duyarl: transkripsiyon faktorii 84.31%
MK6020 AP2-benzeri etilene duyarli transkripsiyon faktorii Atlg79700 77.50%

MK7207 Etilene duyarl: transkripsiyon faktorii ERFO14 84.71%
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Oksin bir bitkinin gelisimi boyunca en baglica biiylime tepkilerinde 6nemli bir
rol oynar. Oksinlerin, tropizmalar, apikal baskinlik ve kok baslatma gibi tiim bitki
seviyesinde farkli cevaplari ve hiicre biiyliimesi, boliinmesi ve farklilagsmasi gibi
hiicresel seviyede yanitlar1 diizenledigi ya da etkiledigi diisiiniilmektedir. Temel oksin
yanit genleri {i¢ ana siniftir( Aux/IAA’lar, SAUR’ler ve GH3 ler) (Hagen ve Guilfoyle,
2002). Bu ii¢ sinifda ki genler oksin uygulamasindan sonra hizli bir sekilde aktive olur
ve genlerin aktivasyonu icin protein sentezine ihtiya¢ duyulmaz( Tiwari ve ark., 2003).

Gen anotasyonlar1 sonucunda oksinle ilgili 27 protein bulunmustur ancak

70%’nin iizerinde 16 tane protein vardir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Markérler ve oksinle ilgili proteinlerle benzerlik yiizdesi

Sekansismi  Sekans tamimlamasi Benzerlik ytzdesi
MK1486 Oksin duyarli protein IAA1 84.21%
MK1787 Oksin duyarli protein SAUR21 89.47%
MK2769 Muhtemel Oksin akisi tagiyici bileseni 1c¢ 100.00%
MK2909 Oksin duyarli protein SAUR32 93.39%
MK3234 Oksin duyarl: protein SAUR19 78.49%
MK3235 Oksin duyarli protein SAUR50 83.78%
MK3464 Oksin akist1 tastyict bileseni 3 92.09%
MK3995 Oksin yanit faktorii 6 92.31%
MK3996 Oksin yanit faktorii 6 96.95%
MK4885 Oksin akis1 tastyici bileseni 2 76.44%
MK5729 Oksin yanit faktorii 6 96.10%
MK5785 Muhtemel Oksin akisi tagiyici bileseni 1¢ 93.10%
MK6372 Oksin yanit faktorii 4 izoform X1 90.62%
MK6443 Oksinle indiiklenmig protein SNG4 95.16%
MK7509 Oksin tastyict benzeri protein 2 100.00%

100% sekilde benzer blast olan markor sayisi1 189’dur. Bu blast sonuglarindan
bazilar1 soyledir; ubiquitin benzeri protein 5, vezikiil ile iliskili zar proteini 711, ras ile
ilgili protein Rab11D, Serin / treonin-protein kinaz SAPK2, beta-galaktosidaz 1, ginko
tasiyict 2, c¢inko parmak proteini ZAT9, kalsiyum bagimli protein kinaz 1, 40S
ribozomal protein S20-2, mitokondriyal i¢ membran proteaz ATP23, GTP baglayici
protein SARIA, etilene duyarli transkripsiyon faktorii ABI4, peroksizom biyogenezi
proteini 22, RNA polimeraz sigma faktori sigB, potasyum kanali KOR1 izoformu X3,
splicing (ekleme) faktori 3B alt Unite 2, transkripsiyon faktori LHW vs.
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Incir icin tanimlanmig 207 adet protein grubu vardir

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ipg/?term=Ficus%20carica) ve bu c¢alismada bulunan
anotasyon verileri, incirde yapilacak olan olas1 protein tanimlama ¢alismalaria biiyiik
katki saglayacaktir.

Ayrica markorlerin molekiiler fonksiyon, hiicresel bilesim, biyolojik proses

bakimindan fonksiyonlari saptanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Blast2GO anotasyon sonucu sekanslarin biyolojik proses, molekiiler fonksiyon ve hiicresel
bilesim dagilimlar1

Bulunan markérleri PCR amlifikasyonu ile dogrulamak icin rastgele 10 adet
markdr seti se¢ilmistir. Segilen bu markorlerin sadece 4 tanesi protein sekanslariyla
Ortigmiistiir ve Moraceae ailesine ait Morus notabilis (dut) ‘den gelen bu proteinlerle
72.09% - 96.55% arasinda benzer bulunmustur (Tablo 4.4).

Tablo 4.7. PCR amlifikasyonu i¢in secilen markdorlerin anotasyon sonuglari ve yiizdeleri

Markor Anotasyon edilen protein | Benzeme YUlzdesi | Geldigi kaynak

Markor 2021 | metilesteraz 17 79.31% Morus notabilis

Markor 3858 | sialidaz 72.09% Morus notabilis

Markor 4820 | WD tekrar iceren protein | 96.55% Morus notabilis

Markor 5723 Sglaktolipaz DONGLE, | 82.47% Morus notabilis
kloroplastik
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4.3. Gelistirilen SSR Markorlerinin Incir Genotiplerinde Test Edilmesi

Gelistirilen markorlerin  laboratuvar ortaminda test edilmesi i¢in PCR
yapilmigtir. PCR {irlinleri kapiler elektroforezde yiiriitiilerek her bir markdr icin
polimorfik alel sayis1 ve PIC degerleri hesaplanmistir. 7 adet markor polimorfik bant
tiretirken 3 tanesi monomorfik bant iiretmistir. Polimorfik markdrler i¢in ortama alel
sayis1 3.71 ve ortama PIC degeri 0.47 bulunmustur. En yiiksek alel sayisina sahip olan
markor, FicuscaricaSSRMK?2021°dir. Benzer bir ¢alismada Boudchicha ve ark. (2018),
Cezayir yerel incir kaynaklarini kullanarak 34 incir genotipi ile daha 6nceden
gelistirilmis 24 SSR markoriinii genetik gesitlilik icin test etmislerdir. Test sonucunda
toplamda 79 adet polimorfik bant olusmustur. Her bir lokus icin ortalama alel sayisi

3.59 olarak bulunmustur ve ortalama PIC degeri 0.46° dur.

Tablo 4.8. Markérlerin polimorfik alel sayist ve PIC degerleri

Markor Adi PIC Polimorfik Alel sayisi
FicuscaricaSSRMK162* N 0
FicuscaricaSSRMK 323 0.52 4
FicuscaricaSSRMK 671 0.46 2
FicuscaricaSSRMK 2021 0.55 6
FicuscaricaSSRMK 3858* N 0
FicuscaricaSSRMK 4820 0.36 5
FicuscaricaSSRMK 5156 0.48 3
FicuscaricaSSRMK 5723 0.44 4
FicuscaricaSSRMK 7647 0.52 3
FicuscaricaSSRMK 9101* N 0

Polimorfik Toplam alel 26

polimorfik markér ortalama PIC/alel 0.47 3.71

*= monomorfik alele sahip olan markdorler,
koyu renkle yazilanlar = en yiksek polimorfizm gdsteren markérler

Yapilan kapiler eletroforez sonucunda tablo da koyu renkle yazili markdrler en
cok alel Ureten markorlerdir ve bu markdérlerin bant goriintiileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’

de verilmistir.
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Markor 323 Markor 4820 Markor 5723

Bardacik
Sar1 Zeybek
Bursa Siyahi
Kara Incir
Sarilop
Bardacik
Sar1 Zeybek
Bursa Siyah1
Kara Incir
Bardacik
Sar1 Zeybek
Bursa Siyah
Kara Incir

Sekil 4.4. Markor 323, 4820, 5723%iin PCR sonucu incir genotiplerinde olusturdugu polimorfik bantlar

Markér 2021 ile yapilan PCR sonucunda elde edilen (drlnler kapiler
elektroforezde yiiriitiilmiis ve en ¢ok polimorfik alel bu markor tarafindan tiretilmistir.
Bu lokus agisindan ‘Sarilop’, ‘Delice’ ve ‘Bursa siyaht’ genotipleri homozigot boy
olustururken, ‘Bardacik’, ‘Sarizeybek’ ve ‘Kara incir’ heterozigot boy vermislerdir.
Markor 2012 kullanilarak ‘Bardacik’, ‘Sarizeybek’, ‘Kara incir’ ‘Sarilop’ polimorfik
boy olusturduklar i¢in ayirt edilebilir ancak ‘Delice’ ve ‘Bursa siyahi’ genotiplerini

ayirt etmek icin ek bir polimorfik markdre ihtiyag vardir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Markdr 2021 ile incir genotiplerinde yapilan PCR iiriinlerinin Kapiler eletroforezde yuritilmesi
sonucu olusan polimorfik pikler

Polimorfik bantlar 6 adet incir genotipini U¢ ana gruba ayrilmistir. 1. grup,
‘Bardacik’ , ‘Sarilop’ ve ‘Sar1 Zeybek’ genotiplerinden olusmustur. Ayrica I. grup kendi
icinde ‘Bardacik’ genotipini diger ikisinden ayirmustir. II. grupta ‘Bursa siyahi’ ve
‘Kara incir’ bulunmaktadir. ‘Delice’ genotipi yabani tiir oldugu i¢in diger bes
genotipten ayrilarak tek basma III. grubu olusturmustur (Sekil 4.6). Incir genotiplerinin
renk fenotiplerine bakildiginda sar1 olanlar I. grupta, siyah olanlarin ise II. grupta

toplanmistir.



39

Sarilop

Bardacik

Bursa Siyahi

Kara Incir

Delice

Sar1 Zeybek I

Sekil 4.6. DARwin programinda Neigbor joining yontemi ile SSR markérleri kullanilarak ¢izilen incir

cesitlilik agact
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Incir, ¢ogunlugu Akdeniz bolgesinde yetisen besin degeri ve ekonomik getirisi
yiiksek bir tarim triiniidiir. Besin degeri agisindan zengin ve faydali bir igerige sahip
oldugundan taze ve kuru olarak sik¢a tercih edilen bir meyvedir. Ulkemiz incir
cesitlerinin ana kaynagini olusturan en 6nemli yerlerden biridir. Ayrica diinyada en ¢ok
incir Uretimi yapan Ulke Turkiyedir. Ulkemiz bu agidan énemli bir kaynak oldugu icin
¢esit ve genotiplerin saptanmasi son derece dnemlidir. Diinya c¢apinda incir ¢esit ve
genotiplerinin belirlenmesi i¢in molekiiler markdrler kullanilarak ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. bu ¢alismalarin biiyiik bir kismint SSR markérleri olusturmaktadir. Ancak
genomik DNA kiitiiphaneleri kullanilarak gelistirilmis SSR markorle sinirlt sayidadir.

Yapilan bu ¢alismanin 6nemi incir referans genomu kullanilarak yapilan ilk
SSR markor g¢alismasi olmasidir. Bu ¢alismada Ficus carica L. igin 11287 adet (¢
tekrarli SSR bolgeleri tespit edilmistir. Bu bolgeler i¢in 9223 SSR markoérii gelistirildi.
Bu markor setleri kullanilarak ilk olarak e-PCR ve daha sonra ise gercek PCR
yapilmistir. PCR {rlinleri kapiler elektroforez kullanilarak test edilmistir. 10 adet
markorden 7 tanesi polimorfik bant olusturmustur. Ortalama PIC degeri 0.47 olarak
hesaplanmis ve polimorfik markér basina diisen ortalama alel sayist 3.71 olarak
bulunmustur.

Elde edilen markor setleri ile Moracea ailesinin protein sekanslar1 blast edilmis
ve gen fonksiyonlar: tanimlanmistir. Markorlerin 100% ortiistiigii birgok protein sekansi
bulunmustur.

Ayrica bulunan fonksiyonlar kullanilarak incir igin protein verilerinin
cogaltilacagi ve gelistirecegi diigiiniilmektedir.

Incir genomuna &6zel tanimlanan markorler incir 1slah programlari dahilinde
secilim ve haritalama calismalarinda kullanilacak molekiiler araglari olusturacaktir.
Genom-spesifik markor seti, markor destekli 1slah uygulamalari i¢in 6nemli bir
molekiiler ara¢ olmakla birlikte {lkemiz incir g¢esitlerinin  korunmasi, fidan
sertifikasyonu , incir ve incirden Gretilen Griinlerin izlenme ve takibi ¢alismalarinda da

kullanilabilecektir.
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