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Juri
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Patates (Solanum tuberosum L.) Solanaceae familyasindan yumrulari yenen bir bitki tiiridiir.
Diinyanin ekonomik agidan en 6nemli gida {irinlerinden biridir ve gelecekteki gida giivenligi i¢in biiyiik
Oneme sahiptir. Yetistirilen patates tiirlerinin haploid kromozom sayist n = 12'dir, haploid genom
blyukligii 840 Mb’dir ve %73 diploid (2n = 2x = 24), %4 triploid (2n = 3x = 36), %15 tetraploid (2n = 4x
= 48) veya %?2 pentaploid (2n = 5x = 60) tiirlerini igerir. Patates genetigi ve 1slahi ¢alismalari, poliploid
genomu ve ylksek heterozigotluk seviyeleri sebebiyle yavas ilerlemektedir. Yiiksek verimli sekanslama
teknolojilerindeki son gelismeler ve biyoinformatik araglarin zenginligi, patates de dahil olmak {izere gesitli
tirlerin genomik bilgilerinin analizine bilylik 6l¢iide katkida bulunmustur. Ek olarak, gen ekspresyon veri
tabanlar1 gibi gesitli halka acik biyolojik veri tabanlari, aday genlerin icinde veya yakininda bulunan
fonksiyonel markor gelistirmeyi miimkiin kilmigtir. Temel enerji kaynagi tarim iiriinleri arasinda yer alan
patates bitkisinin transkripsiyon faktori kodlayan genlerin sistematik bicimde tanimlanip karakterize
edilmesi 6nemlidir. Bu tez kapsaminda Oncelikle patates turtine ait transkripsiyon faktori kodlayan
sekanslar tanimlanmis ve transkripsiyon faktorii aileleri bakimindan karakterize edilmistir. Bu genler
tzerinden regilator fonksiyona sahip olma potansiyeli yiksek DNA markorleri gelistirilmistir. Bu yeni
gelistirilen markor seti tezin temel ¢iktisi olmaktadir. Gelistirilen markor seti, tiir i¢i ve tiirler arasi
polimorfizm diizeyi ve ¢esitliligini arastirmak amaciyla hem patates kromozomlarinda hem de yakin akraba
tir olan Solanum lycopercium kromozomlarinda haritalanmistir. Polimorfik fonksiyonel markérlerin peptit
sekansi diizeyinde protein iglevleri icin homoloji temelli yapisal protein modelleri olusturulmustur. Bu veri
seti de tezin 6nemli bir ¢giktisidir.

Anahtar Kelimeler: Markér destekli secilim, Solanum tuberosum L., SSR markori,
Transkripsiyon faktori
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Potato (Solanum tuberosum L.) is an important member of the Solanaceae family cultivated for its
starch-rich tubers. It is one of the world's most economically important food crops and is of great importance
for future food security. The basic chromosome number of the cultivated potato species is n = 12, with a
length of about 840 Mb, and is 73% diploid (2n = 2x = 24), 4% triploid (2n = 3x = 36), 15% tetraploid (2n
= 4x = 48) or 2% pentaploid (2n = 5x = 60). Potato genetics and breeding studies are progressing slowly
due to the polyploid genome and high levels of heterozygosity. Recent advances in high-throughput
sequencing technologies and the wealth of bioinformatics tools have greatly contributed to the analysis of
genomic information of various species, including potato. In addition, several publicly available biological
databases, such as gene expression databases, have made it possible to develop functional markers located
in or near candidate genes. It is important that genes encoding transcription factors in potato, which is
among the main energy source agricultural products, are systematically identified and characterized. In this
thesis work, first of all, potato transcription factor coding genic sequences were identified and characterized
in terms of transcription factor families. DNA markers with high potential to have regulatory functions
have been developed over these genes. This newly developed marker set is an important output of the thesis.
The developed marker set was mapped both in potato chromosomes and in the chromosomes of the closely
related species, Solanum Lycopercium, in order to investigate the level and diversity of polymorphism
within and between species. Homology-based structural protein models have been constructed for protein
functions at the peptide sequence level of polymorphic functional markers. This data set is also an
important output of the thesis.

Keywords: Marker Assisted Selection, Solanum tuberosum L., SSR marker development,
Transcription Factor
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1. GIRIS

Patates (Solanum tuberosum L.) Solanaceac familyasindan yumrular1 yenen bir
bitki tiiridiir. Yer alt1 depo organi olan yumrular eseysiz iiremesini saglar. En onemli
yetistirilme sebebi nisastasidir ve yiiksek karbonhidrat igerigi nedeniyle enerji saglar
ayrica tiiketicilerin beslenmesine ve sagligina katkida bulunan polifenoller karotenoidler,
E ve C vitaminleri gibi mineraller, lifler, proteinler ve antioksidan bilesikler igerir
(Calliope ve ark.,2018). Patates (Solanum tuberosum L.), diinyanin ekonomik agidan en
onemli gida iriinlerinden biridir. Kiiresel 1sinmanin etkisini fazlaca gordiigiimiiz bu
cagda ve gelecekte gida giivenligi i¢in biiylik 6nem tagimaktadir. Patatesin genis tarimsal
ekosistem yelpazesi ve veriminin yiiksek olmasi, 06zellikle iiretim ve beslenme
seceneginin az ya da hi¢ bulunmadigi bolgelerde tiikketim igin patatesi en iyi secenek

haline getirmektedir.

Solanum tuberosum L. turd iginde taksonomik gruplardan olusan bir koleksiyon
bulunmaktadir. Bu gruplardan birkag¢i olan Andigena, Phureja ve Stenotomum, Giiney
Amerika'nin And bolgesinde kiiltiire alinmistir ve cogu, Kuzey Amerika ve Avrupa'daki
tipik yaz aylarmin uzun giin kosullar1 altinda yumrular olusturmaz. Buna karsilik,
Solanum tuberosum L. diinya c¢apinda yaygin olarak yetistirilmektedir ve uzun giin
kosullarinda yumru kokler olusturmak iizere islah edilmistir. Neredeyse tum patates
cesitleri, germplazm bakimi ve tarimsal liretim i¢in vejetatif olarak ¢ogaltilan heterozigot

ototetraploidlerdir (2n = 4x = 48) (Hirsch ve ark).

Patates 1slah1 ¢aligmalari, esas olarak poliploid genomu ve yiiksek heterozigosite
seviyeleri nedeniyle geride kalmistir. Geleneksel markdr ve genotipleme yaklagimlari,
patates genetik arastirmalarinin ilerlemesine destek olmustur, ancak ayni zamanda, gen
kesfi ve uygulamali arastirma uygulamalari i¢in bu ¢alismalardan elde edilen sonuglarin
kullanilmasinda sinirlamalara sahiptir. Patates genomunun sekanslanmasinin, ardindan
markdr ve genotipleme teknolojilerindeki geligsmeler, patates genetik caligmalarinin
yiiriitiilme islemlerinde yontem degisiklileri saglamistir. Onceden bilgi sahibi olmadan,
herhangi bir popilasyonda binlerce markér haritalama yeteneklerinin artmasiyla artik
modern dizi bazli markor ve genotipleme yontemlerine patates de uygun hale gelmistir.
Bu geligsme, daha once patateste miimkiin olmayan genetik caligmalarin kesinligini ve

¢Ozliniirliigiint artirmistir (Sharma ve ark., 2017).



Genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi, baglanti haritasinin olusturulmasi, genetik
saflik testi, kantitatif karakter lokuslarin1 (QTL) haritalama ve markor destekli secilim
(MAS) gibi ¢esitli genetik ve 1slah uygulamalarinda ¢alismalariin etkinligini artirmaya

yonelik, ilgili genlere bagli molekiiler markorler gelistirilebilmesi son derece dnemlidir.

Farkli iklim kosullarina dayanikli patates gesitlerinin 1slahin1 saglamak yeni ve
faydali 6zellik alellerini belirlemek, bu 6nemli mahsuliin mevcut genetik gesitliligini
taramak i¢in markor destekli 1slah (MAS) caligmalan yiiriitiilmektedir. Bir genomdaki
markor alellerindeki ¢esitlilik, kantitaf 6zelliklerin  genotipik  degiskenliginin

arastirilmasini saglar.

Molekiiler markorler bir popiilasyonu olusturan bireylerin, genetik materyalini
olusturan DNA’lariin baz dizilimindeki farkliliklar1 degisik yollarla ortaya koyan ve
nesiller boyu aktarilan niikleotid dizileridir. Hiperdegiskenlik, multialelik Ozellik,
kodominant kalitim, tekrarlanabilirlik, organel genomlar1 dahil genis genom kapsama
alan1 ve ylksek verimli genotipleme gibi genetik Ozellikler sebebiyle bitki 1slah
caligmalarinda en ¢ok tercih edilen molekiiler markdrler SSR (Basit dizi tekrari)

markorleridir (Kalia ve ark.,2011).

Yiiksek verimli sekanslama teknolojilerindeki son gelismeler ile biyoinformatik
araclarin zenginligi, patates de dahil olmak {izere cesitli tiirlerin genomik bilgilerinin
analizine biiyiik olclide katkida bulunmustur. Ek olarak, gen ekspresyon veri tabanlari
gibi ¢esitli halka agik veri tabanlari, aday genlerin i¢inde veya yakininda bulunan

fonksiyonel markor gelistirmeyi miimkiin kilmistir.

Gen ifadesinin diizenlenmesinde rol alan Transkripsiyon faktorleri (TF) sekansa
0zgl bir sekilde hedef genlerin promoterlerine dogrudan baglanan proteinler olarak
tanimlanir. Mikroarray analizi ve blyuik o6lgekli transkriptom analizi gibi molekiiler
tekniklerle, bitkilerde ¢cok sayida abiyotik strese yanit veren genler tanimlanmigtir. Bu
genler, énemli enzimlerin ve fonksiyonel proteinler Gretilmesiyle hicrelerin stresten
korunmasinda rol oynamakla kalmaz, ayn1 zamanda stres yanitinda sinyal iletimini ve

gen ifadesini diizenlemede de rol oynar (Guo ve ark., 2016).

Temel enerji kaynagi tarim iriinleri arasinda yer alan patates bitkisinin
transkripsiyon faktorii kodlayan genleri sistematik bi¢imde tanimlanip karakterize

edilmis degildir. Bu genleri tanimlamak, transkripsiyon faktorii aileleri bakimindan



karakterize etmek ve bu genler Uzerinden regulator fonksiyona sahip olma potansiyeli
yiksek DNA markorleri gelistirmek, patatesin polimorfizm seviyesi ve cesitliligi
hakkinda bilgiler saglamak, patates yetistirme programlarini hizlandirmak i¢in énemli ve

glivenilir bir kaynak olusturacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Patates (Solanum tuberosum L.)

Solanum tuberosum L., Sili'de ve yiiksek And daglarinda yetisen yerli ekili
popiilasyonlar i¢in geleneksel olarak kullanilan isimdir. Solanum tuberosum adi, Giiney
Amerika'nin disindaki on altinci ylizyilin sonundan bu yana yetistirilen patates ¢esitleri
icin de kullanilir. Modern c¢esitler, farkli kiiltiir gruplar1 ve yabani tiirler arasindaki
kapsamli 1slahin iiriinleridir. Hepsi Solanum olarak siniflandirilan yerli patatesleri ve
yabani patates tiirleri, patates 1slahi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Solanum Uyeleri
Amerika'nin glineybatisindan Giiney Amerika'nin Giiney Konisine kadar genis bir sekilde
dagilmistir (Spooner ve ark., 2014).

Patates; biber, patlican, domates, petunya ve tiitiin gibi ekonomik a¢idan 6nemli
bitkileri iceren Solanaceae ailesine aittir. Patates yumrulari, bu tiiriin depolama
organlaridir ve ayrica patatesler vejetatif olarak ¢cogalir (Monte ve ark., 2018).

Yaygin olarak yetistirilen patates ¢esitleri arasinda, diploid (2n = 2x = 24), triploid
(2n = 3x = 36), tetraploid (2n = 4x = 48) veya pentaploid (2n = 5x = 60) seviyelerinde
ekili tiirler varken, temel kromozom sayisi 12 olan tetraploid (2n = 4x = 48) ¢esidi
bulunmaktadir. Solanum tuberosum 12 haploid kromozom sayisi ile yaklasik 840Mb
genom boyutuna sahiptir. Yaklasik 8000 y1l 6nce ekiminin bagladig: bilinen patates And
bolgesinde kokeninden ve kiiltiire alinmasina ve diinyanin iiclincli en onemli gida
mahsuli haline gelene kadar izledigi yol, kitaplarda, makalelerde ve denemelerde

kapsamli bir sekilde belgelenmistir (Ortiz ve Mares, 2017).

2.1.1 Patatesin Besin Degeri ve Ekonomik Onemi

Patates yumrular1 yaklasik olarak %80 su ve %20 kuru maddeden olusmakta olup,
bu oran ceside bagl olarak degisebilir. 100 gramlik bir yumrudaki 20 gram Kuru
maddenin yaklagik 18 grami karbonhidrat ve 2 gram proteindir. Yumrulardaki birincil
depolama proteinleri, ¢oziiniir protein igeriginin %40'm1 olusturan patatinlerdir (Navarre
ve ark., 2009).

Patates Ozellikle yiksek kalitede proteinler, karbonhidratlar, C vitamini, B6

vitamini, B3 vitamini ve potasyum, fosfor ve magnezyum gibi bazi minerallerin kaynag:



olarak kabul edilmektedir. Bu temel besinlerin 6tesinde, patateslerin énemli miktarda
antioksidan fitokimyasallar i¢erdigi bulunmustur (Calliope ve ark.,2018).

Sebze ve meyveler arasinda, patateslerdeki C vitamini konsantrasyonu orta ila
diisiik arasinda degismektedir. Orta derecede igerigine ragmen, patatesler diinyanin
birgok yerindeki insanlarin beslenmelerinde C vitaminine ihtiyacini karsilayan 6nemli bir
gidadir. Tek bir 148 g’lik porsiyon pismis patates, Onerilen giinlilk C vitamini aliminin
yaklasik %45'ini saglayabilir (Love ve Pavek, 2008).

Patates, farkli diyet minerallerinin 6nemli bir kaynagidir. Potasyumun ginlik
ihtiyacinin %18'ini, demir, fosfor ve magnezyumun %6'sin1, kalsiyum ve ¢inkonun
%?2'sini saglayan besin olarak listelenmistir (Navarre ve ark., 2009).

Patatesin besin kalitesi, biiyiiyebildigi genis tarimsal ekosistem yelpazesi ve birim
arazi basina diisen yiiksek kuru madde ve besin ¢iktilari, bu mahsulii insanligin gida ve
beslenme giivenligi igin en iyi segenek haline getiriyor. Ozellikle ¢ok fazla iiretkenlik ve
beslenme segeneginin bulunmadig1 bolgelerde, diinyanin hem gelismekte olan hem de
gelismis bolgelerindeki yayla tarimi icin bu gegerlidir. Gelismekte olan bolgelerde artan
tilkketim egilimleri ve diinya ¢apinda temel gida olarak patatesin artan 6nemi nedeniyle,
besleyici degeri hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde insan sagligini
iyilestirmenin bir araci olarak dnemli bir potansiyele sahiptir.

Patates diinyanin ekonomik ac¢idan en onemli gida bitkilerinden biridir ve
gelecekteki gida giivenligi i¢in biiyiilk énem tasir. Onemli olmasina ragmen, patates
genetigi ve 1slah caligmasi, cogunlukla poliploid genomu ve yilksek diizeyde
heterozigotluk seviyesi nedeniyle geride kalmistir (Sharma ve Bryan, 2017).

Diinya ¢apinda en 6nemli tahil dis1 temel iirlindiir ve geleneksel olarak piring,
bakliyat ve tath patates gibi diger kok ve yumrulu mahsullerin yetistigi Asya ve
gelismekte olan iilkelerde giderek daha fazla yetistirilmektedir. Cin 91.881 ton ile patates
tretiminde diinyada ilk sirada her alirken Hindistan (50.190 ton), Ukrayna (20.269 ton),
Rusya (20.074 ton) ve ABD (19.181 ton) onu takip eden ulkelerdir (FAOSTAT,2019).

2.1.2.Patatesin Kiiltiire Alinmasi
Solanum tuberosum adi, Gliney Amerika'nin diginda, on altinci yiizyilin sonundan

bu yana dunyada yetistirilen patates gesitleri i¢in de kullanilir. Modern cesitler, farkli

kiiltiir gruplar1 ve yabani tiirler arasindaki kapsamli 1slahin tirtinleridir. Yerel patatesleri



ve yabani patates tiirleri, patates 1slahi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Spooner,
2014).

Yerel patates cesitleri iki genis cografi bolgede bulunur: bati Veneziiella'nin
guneyinden kuzey Arjantin'e kadar 3.000-4.000 m'de yiiksek And Daglarin’da bulunan
diploidler 2n = 24, triploidler 2n = 36 ve tetraploidler 2n = 48 ¢esitleri bulunan Solanum
tuberosum Andigenum Group, "Andigenum" ve gliney-orta Sili'de Chonos ve Guaitecas
takimadalar1 ve yakindaki anakarada, deniz seviyesinden 500 m yiikseklikte cogunlukla
tetraploidler iceren Solanum tuberosum Chilotanum Grubu, “Chilotanum” (Spooner
2012).

Solanum tuberosum, 8.000-10.000 y1l 6nce Giiney Peru'nun And Daglari'na 6zgii
yabani tiirlerden (2n = 2x = 24) kiiltiire alinmistir ve Peru, Bolivya ve Ekvador 'nun daglik
bolgelerinde yasayan eski toplumlar igin gida giivenligi ve kiiltiirel mirasin bir kaynagi
haline gelmistir (Hardigan, 2017).

Hawkes (1990) tarafindan yapilan kapsamli taksonomi ¢alismasi, 228 yabani ve 7
kiltire alinmig patates tiirii olmak {izere toplam 235 patates tiirii oldugunu bildirmistir. O
zamandan beri ¢ok g¢esitli tiirleri kapsayan ¢ok sayida ornekle gelismis molekiiler
tekniklerle yapilan taksonomik ¢aligsmalar taksonomik siniflandirmanin yeniden gozden
gecirilmesi gerektigini gostermistir (Spooner 2014; Machida Hirano 2017).

Spooner ve ark. (2007, 2014) ve Ovchinnikova ve ark. (2011), saha ¢aligmalari
ve entegre morfolojik ve molekiiler calismalardan elde edilen verileri kullanarak, Hawkes
(1990) tarafindan tanimlanan toksonomik siniflandirmayi, 107 yabani ve 4 Kkiiltiire
alinmis yerel tiire ait patates olarak tiirlerinin sayisim1 yaridan fazla azaltarak
siniflandirmustir.

Otopoliploidinin ortaya koydugu bir¢ok genetik karmagsiklik nedeniyle, patates
genetik calismalariin ¢ogu, iki ebeveynli popiilasyonlar kullanilarak diploid diizeyde
gerceklestirilmistir. Tetraploidi (2n = 4x = 48) ve inbreeding depresyonu ile karakterize
olan mevcut 1slah sistemi, iistiin alel kombinasyonlarinin homozigot halde sabitlenmesine
izin vermez (D’hoop ve ark., 2014).

Gelisen molekiiler biyoloji teknikleri, klasik 1slah yontemlerinin yani sira

molekiiler 1slah tekniklerinin de gelismesini saglamistir.

2.1.3. Bitki Islah



Bitki 1slahi, en genel tanimiyla istenilen 6zelliklere sahip yeni bitki ¢esitleri elde
etmek amaciyla yapilan melezleme ve seleksiyon c¢aligsmalarinin tamamidir. Bitki 1slaht
insanlara ve hayvanlara yoOnelik besinlerin kalitesini arttirmay1 ve cesitli tarimsal
uygulamalar i¢in benzersiz iistiin dzellikte mahsul iiretmeyi amaglar. Insan beslenmesi
icin kullanilan bitki tiirevi iriinlerin iyilestirilmesi, evcil hayvanlarin beslenmesi veya lif
tiretimi i¢in bitki 1slah1 binlerce yildir yapilmaktadir. Geleneksel 1slahta bu, 6rnegin daha
iiretken veya patojene direngli bitkiler elde etmek i¢in esas olarak {istiin bitkilerin diger
uyumlu bitkilerle ¢aprazlanmasiyla ¢ok uzun bir siiredir gergeklestirilir (Hartung., ve
Schiemann., 2014).

Islah programlar1 genellikle tohum kalitesi ve miktari, biyokiitle tiretimi ve hasere
ve hastalik direnci gibi temel tarimsal 6zellikleri optimize etmeye ¢alisir. En sik ele alinan
Ozellikler, biyotik ve abiyotik stres toleransi, tahil verimi, tat veya spesifik biyolojik
molekiillerin (proteinler, sekerler, lipidler, vitaminler, lifler) konsantrasyonlari gibi son
kullanim kalite 6zellikleri ve isleme kolayligi ile ilgili 6zelliklerdir.

Simdiye kadar, 1slah programlari, ¢esitleri segcmeye ve diger cesitlerle birlikte
yetistirildiginde ortalama bir performans gdsterme yetenegine dayali ¢esitler yaratmaya
calismustir. Iliskili olarak gerceklestirmeye yonelik bu ortalama yetenegi tahmin etmek
icin, kullanilan yaklagim, hatlarin hibritlesme yeteneginin belirlenmesi i¢in misir (Zea
mays) ile yapilan dialel testlerinden tiiretilmistir. Ozellikle bu, ¢ok hatli ve ¢ok tiirlii
karisgimlar dahil olmak {izere ¢ok genotipli karisimlar1 gelistirmek icin kullanilmistir.
Ancak, bu yaklagimin belirli test materyalinin &tesinde ve belirli bir ¢alisma baglaminda
sinirlt taginabilirligi vardir. Bir dereceye kadar bu sinirlamalar, biiylik numune boyutlari
ve genis bir genotip yelpazesi kullanilarak dengelenebilir (Litrico., 2015).

Klasik 1slah yontemlerine ek olarak daha kisa zamanda sonu¢ veren ve daha
ekonomik olan molekiiler 1slah yontemleri gelistirilmistir. Molekiiler markorler bu
yontemlerin temelidir ve son 50 yilda bitki biyoteknolojisinin gelismesine 6nemli katkilar
saglamistir. Molekiiler 1slah yontemleri bitki 1slahinda, genotipe dayanarak fenotipi
tahmin etmek ve gelistirilmis ¢esitleri segmek icin kullanilabilir. Kalitsal genetik
faktorler ve ortaya ¢ikan fenotipler arasindaki baglantiya dair anlayisimizi ilerletmek,
azalan ekilebilir arazi ve iklim degisikligi karsisinda kiiresel gida kaynaklarini artirmak
icin gereken Olgekte genomik destekli 1slahin var olmasini saglayacaktir. Bitki 1slahi
programlarinda ilizerinde ¢alisilan karakterler, bircok gen tarafindan ve ¢evre faktorlerinin
etkisiyle kontrol edilen biiyiik kism1 kantitatif olan karakterlerdir. Gozlenen fenotip

tizerine bu genlerin etkisi kalitatif karakterlere kiyasla kiigiiktiir. Ornegin bitkilerde verim



ve tohum iriligi kantitatif karakterlerin tipik ornegidir. Klasik 1slah programlarinda
seleksiyon, gozlemlenebilen aday fenotiplerin secilmesi seklinde yapilmakta ancak
gercekte hangi genlerin se¢ildigi bilinmemektedir. Molekiiler markorlerin gelistirilmesi
bu smirlandirmay1 ortadan kaldiran 6nemli bir kesif olmustur.

Patates 1slahinda molekiiler markdrlerin kullanilmasi, genotiplerin se¢imi igin
yeni firsatlar sunmaktadir. Bugiine kadar, faydali 6zelliklerle baglantili bir¢ok markor
bulunmustur. Patates haritasinda, ¢ogu hasere direncli genler olan 25'ten fazla dominant
gen, verim ve yumru kalitesi 6zelliklerini kontrol eden bazi kantitatif karakter lokuslar
(QTL) ile birlikte lokalize edilmistir. Bu genlere bagli molekiiler markorler artik hizli,
pozitif yardimli se¢im i¢in mevcuttur. Ayrica, yararl genleri transfer etmek i¢in, vahsi ve
ekili genotipler arasinda spesifik olmayan caprazlamalar siklikla gerceklestirilir ve bu
durumda tiire 6zgli molekiiler markdrlerin kullanimi, vahsi genomik igerigin birkag geri
capraz nesilde azaltilmasina yani negatif destekli segime izin verir (Barone., 2004).

Bitki genom analizi icin gelistirilen c¢ok sayida molekiiller markoriin
gelistirilmesinden bu yana, fenotip yerine genotipi segme olasilig1 yakindan incelenmis
ve molekiiler markor destekli se¢im (MAS) kavrami ortaya ¢ikmistir. Restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (RFLP), rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD), cogaltilmis
par¢a uzunluk polimorfizmi (AFLP) ve basit dizi tekrart (SSR), MAS igin kullanilan
markorler arasindadir. Markor lokuslarin alelleri, evrim slrecinde hayatta kalma
basarisint olumsuz etkilemeden biriken nokta mutasyonu veya kromozom yeniden
dizenlemeleridir.

MAS i¢in en uygun markdrlerin se¢imi farklilik gosterebilir ve bunlarin tespiti
gereken is giiciine, tek veya ¢oklu lokuslarin ortaya ¢ikma olasiligina, kodominant veya
dominant dogaya ve maliyetlere baghdir. MAS, farkli genotiplerin ¢aprazlanmasindan
sonra meydana gelen dogal DNA varyasyonlarinin analizinde yer aldigi igin,

biyoteknolojinin bitki 1slahinda en verimli uygulamalarindan biridir (Barone., 2004).

2.1.4. Patates Islahinda Molekiiler Markorler

Patates 1slahinda molekiiler markorlerin kullanimi, ¢esit tanimlamasi (Gebhardt
ve ark. 1989a), filogenetik calismalar (Kardolns ve ark., 1998), genomlar arasi
rekombinasyon analizi (Williams ve ark. 1993), 6zellikleri kontrol eden genler tanimlama

(Gebhardt 1994)) gibi bir¢ok amag i¢in rapor edilmistir.



Molekiiler markorler ile farkli tiirler arasinda faydali genlerin transferini
amaglayan 1slah programlarinda ilk adim, transferi yapilacak genlere bagli bir veya daha
fazla markoriin  tanimlanmast  ve molekiiler harita iizerinde lokalizasyonun
belirlenmesidir.

Patates genom haritasi, farkli molekiiler markdrlere sahip zengin haritalardan
biridir ve bu nedenle, MAS i¢in kapsamli firsatlar sunar. Baslangicta, farkli genetik arka
planlar tizerinde RFLP markor lokuslar takip edilerek eszamanli olarak olusturulmus iki
patates haritasi olusturulmustur (Bonierbale ve ark., 1988; Gebhardt ve ark., 1989b).

Bu haritalar daha sonra birbirleriyle karsilastirilmis ve ayrica domates RFLP
haritasi ile hizalanmistir (Gebhardt ve ark., 1991; Tanksley ve ark., 1992).

Yeni molekiiler markdrlerin  gelistirilmesiyle patates haritas1 oldukga
zenginlestirilmis ve patates genomunun yaklasik %90'im1 kapsayan 350'den fazla markore
sahip, faydali 6zelliklerin ifadesini kontrol eden genleri lokalize etmek i¢in degerli bir
arag haline getirilmistir (Gebhardt ve ark., 2001).

Son yillarda bitki genetik koleksiyonlarindaki genetik degiskenligi 6lgmek i¢in
cesitli molekiiler teknikler gelistirilmistir. Molekiiler markorler, cesitliligi belirlemek ve
biyolojik ¢esitliligi tahmin etmek igin bir¢ok fayda saglayabilir. Bu teknikler,
arastirmacilarin, taksonomik diizeyde girisleri belirlemelerine, tiirler igindeki ve tiirler
arasindaki nispi ¢esitliligi degerlendirmelerine ve 1slah amaciyla cesitli girisleri

belirlemelerine olanak tanir.

2.2. Molekiler Markorler/DNA Markorleri

Genetik markdr, belirli bir geni veya 6zelligi kontrol eden, bilinen bir kromozom
konumuna sahip bir gen veya DNA dizisidir. Genetik markor kavrami yeni bir kavram
degildir, Gregor Mendel, 19. yiizyilda yaptig1 deneyde fenotip tabanli genetik markdrleri
kullanmistir. Daha sonra, Drosophila i¢in fenotip tabanli genetik markdrler genetik
baglant1 teorisinin kurulmasma yol a¢mustir. Fenotip temelli genetik markorlerin
eksiklikleri, molekiiler markdr olarak bilinen daha genel ve kullanighh dogrudan DNA
temelli markorlerin gelistirilmesini saglamistir. Genetik markorler genel olarak iki
kategoriye ayrilir: klasik markorler ve DNA / molekiiler markdrler. Morfolojik, sitolojik
ve biyokimyasal markdrler klasik markor tipleridir (Agarwal ve ark., 2008; Nadeem ve
ark., 2018).
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Molekiiler bir markor, genom diizeyindeki farkliliklar: temsil eden belirli bir DNA
segmenti olarak tanimlanir. Molekiiller markorler niikleotit sekanslaridir ve farkli
bireylerin  niikleotit  sekanslar1  arasinda  bulunan  polimorfizm  yoluyla
arastirilabilir. Insersiyon, delesyon, nokta mutasyonlar1 duplikasyon ve translokasyon bu
polimorfizmlerin temelidir, ancak mutasyonlar genlerin aktivitesini etkilemeyebilir
(Nadeem ve ark., 2018).

Molekuler markorler, bir 6zelligin fenotipik ekspresyonu ile iliskili olabilir veya
olmayabilir, hiicrenin biiylimesi, farklilagsmasi, gelisimi veya savunma durumundan
bagimsiz olarak tiim dokularda kararli ve saptanabilir olduklarindan, geleneksel fenotip
bazli alternatiflere gore ¢cok sayida avantaj sunarlar. Temel molekiiler markor teknikleri
hibridizasyon temelli markérler ve PCR temelli markdrler olarak iki kategoriye

ayrilabilir.

2.2.1 PCR Temelli DNA Markorleri

PCR teknigi, herhangi bir canli organizmanin az miktarda DNA ’sin1 amplifiye
edebilen bir teknik olarak 1983 yilinda Cary Mullis tarafindan gelistirilmistir (Mullis ve
ark., 1986). Genel olarak PCR, DNA’nin in vitro kosullarda enzimatik olarak
sentezletilmesi islemidir. PCR’da kullanilan temel bilesenler; ¢ogaltilmasi istenen kalip
DNA veya RNA, tag DNA polimeraz enzimi, primerler, dintkleotidtrifosfat (dNTP),
tampon sivi, tamponlar ve Mg iyonlaridir. PCR tekniginde {i¢ ana adim vardir: DNA
ipliklerinin  birbirinden ayrilarak ag¢ilmasi (Denatiirasyon), primerin baglanmasi
(Annealing) ve uzama (Extension).

DNA dizilisi her genotipte farkli oldugu i¢in, ayn1 primerler kullanilsa bile her
genotipte farkli DNA {iriinleri elde edilir ve bu farkli Urunler genetik markor olarak
kullanilabilir. Giiniimiizde PCR’a dayali olarak gelistirilen PCR-RFLP, Kkesilip
cogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi (CAPS), RAPD, SSR, AFLP, basit tekrarli diziler
aras1 polimorfizm ISSR gibi belli basli markor teknikleri kullanilmaktadir.

2.2.2. SSR/Mikrosatellit (Basit Dizi Tekrari)
Mevcut molekiiler markorler arasinda, 1-6 niikleotit uzunlugunda DNA

motifinin ardigik tekrarlart olan SSR’lar veya basit dizi tekrarlari hiperdegiskenlik,

multialelik doga, kodominant kalitim, tekrarlanabilirlik, organel genomlar1 dahil genis
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genom kapsama alani, ve yiiksek verimli genotipleme gibi genetik 6zellikler sebebiyle
bitki genetiginde ve 1slahinda 6nem kazanmistir (Kalia ve ark., 2011; Zhao ve ark, 2014).

(CA) n ve (GA) n gibi diniikleotid tekrarlar1 en bol tekrarlardir. insanlarda (CA)
n tekrar1 her 30 kb'de bir meydana gelir. PCR primer ¢iftleri, SSR’larin yan bolgelerinin
baglanir ve PCR amplifikasyonundan sonra agaroz veya poliakrilamid jellerde gdzlenir.

Sekil 2.1 de SSR’larin temsili bir goriintiisti verilmistir.

Aleller (CA)n Diniikleotid tekrar

#1 — ____  CACACACACACACACACACACA —_—

"2 =P ___  CACACACACACACACACACACACACA

-

#3 = ____  CACACACACACACACACACACACACACACACA —

. Genotipler
Ileri primer
—
Geri primer 1/1 2/2 3/3 1/2 1/3 2/3
—— Komsusekans — — —
B = T
Eaaanl S =

Sekil 2. 1. (CA)n diniikleotid tekrarlardan olusan SSR markérlerinin temsili goriintiisii
(Alzohairy., 2015).

SSR markoérleri tarafindan ortaya konan yiiksek dereceli alelik varyasyon, mayoz
sirasinda replikasyon kaymasi veya esit olmayan kronsingoverin neden oldugu bir lokusta
tekrar motif sayisindaki degisiklikten kaynaklanir. Bitki genleri igindeki SSR motiflerinin
fonksiyonlarmin anlagilmasi kisith olmasina ragmen, SSR'lar bitki genom analizinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Kodlama bélgelerindeki SSR'lerin varligi, aminoasit
sekanslarinda tekrarlayan modellerin ortaya ¢ikmasina neden olur ve bu nedenle gen
ifadelenmesinin veya molekiiler fonksiyonlarin diizenlenmesini hakkinda bilgi verir
(Senan, ve ark., 2014).

SSR’lar dogrudan genomik DNA kiitiiphanelerinden veya spesifik SSR’lar i¢in
zenginlestirilmis kiitliphanelerden gelistirilebilir. Alternatif olarak, SSR’lar, GenBank ve
EMBL gibi halka agik veritabanlari arastirilarak veya tiirler arasi aktarilabilirlik yoluyla
da bulunabilir.

Gilinlimiizde, EST veritabanlar1 6nemli bir aday gen kaynagidir, ¢linkii bunlar
dogrudan ilgilenilen bir 6zellikle iligkili markorler gelistirilebilir ve yakin akraba tiirlerine

aktarilabilir. Cok sayida SSR tabanli teknik gelistirilmistir (Kalia ve ark., 2011).
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Ayn1 zamanda son yillarda yapilan bazi ¢alismalar Transkripsiyon faktorii (TF)
genlerine dayanan kodominant SSR markorlerinin, QTL haritalamasi ve markor destekli
seleksiyon i¢in yararl araglar olarak hizmet edebilecegini gostermistir.

1980'lerde molekiler markor teknolojisinin gelismesiyle, bitki 1slahinin kaderi
degismistir. Farkli tipte molekiiler markorler gelistirilmis ve  sekanslama
teknolojilerindeki ilerlemeler iirlin gelisimini hizlandirmistir. Molekiiler bitki 1slah,
genetik, genomik seleksiyon ve genom diizenlemesinde kaydedilen ilerleme, molekdler
markdrlerin daha kapsamli bir sekilde anlasilmasina katkida bulunmus, bitkiler i¢in
cesitlilik ve biiyiik 6lclide tamamlanmis yetistirme stratejileri hakkinda daha derin bilgiler
saglamigtir.

Sanger sekanslama teknolojisinden sonra, birinci nesil sekanslamanin diistik is
hacmi ve yiiksek maliyeti, metodolojide temel bir degisime yol agarak 2. nesil ve 3. nesil
olarakta bilinen yeni nesil sekanslama teknolojilerinin gelismesini saglamistir. Yeni nesil
sekanslama teknolojileri ile birim zamanda elde edilen sekanslama verileri artarken
sekanslama maliyeti de azalmistir. Sekil 2.2. de zaman igerisinde degisen sekanlama
maliyeti gosterilmistir. Yeni nesil sekanslama teknikleri ile, ayn1 anda milyonlarca farkl
dizinin elde edilmesi mimkin olmustur. Bugiin yiiksek miktarda sekans verisinin
erisilebilir olmasi smirsiz markor gelistirme kapasitesini kazandirmistir. Sekanslama

yontemlerinin gelismesi ile biyoinformatik analizlerde 6nem kazanmustir.

LANA SE )

Moore's Law

——

[ i Ny eyt

Sekil 2. 2. Sekanslama maliyetinin, teknolojideki gelismelerle zaman igerisinde degisimi Ulusal insan
Genom Aragtirma Entitiisii
(Wetterstrand, 2020).
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2001° den 2007’ye kadar olan veriler kimyasallar ve kapiler tabanli araglarin
kullanildig1 Sanger sekanslama yani 1. Nesil sekanslama platformlarindan elde edilen
verilerdir. 2008’den baslayip giiniimilize kadar olan veriler ise 'ikinci nesil' (veya 'yeni
nesil") sekanslama platformlarini kullanarak DNA dizisi olusturma maliyetlerini temsil

eder.

2.3. Markor Gelistirme

DNA polimorfizminin tespiti ve kullanimi i¢in molekiiler markorlerin
gelistirilmesi ve kullanilmasi, molekiiler genetik alanindaki en 6nemli gelismelerden
biridir. Cesitli tipte molekiiler markdorlerin varligi ve bunlarm ilkeleri, metodolojileri ve
uygulamalarindaki farkliliklar, bu tiir yontemlerden bir veya daha fazlasini segerken
dikkatli bir degerlendirme gerektirir. Genetik cesitliligin degerlendirilmesi, baglanti
haritasinin olusturulmasi, genetik saflik testi, kantitatif karakter lokuslarinmi (QTL)
haritalama ve markor destekli segcim (MAS) gibi gesitli genetik ve 1slah uygulamalarinda
calismalarinin etkinligini artirmaya yonelik, ilgili genlere bagli molekiiler markdrler
gelistirilebilmesi son derece onemlidir.

Son otuz yilda, Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Rastgele
Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA (RAPD), Basit Dizi Tekrar1 (SSR), Cesitlilik Dizileri
Teknolojisi (DArT), Cogaltilmis Parga Uzunlugu Polimorfizmi (AFLP), gibi bir dizi
DNA markdr sistemi molekiiler bitki 1slahi igin markor gelistirmede kullanilmistir. Bu
yontemler etkilidir, ancak yogun emek gerektirir ve zaman alicidir.

Yeni nesil sekanlama teknolojilerinin ortaya c¢ikisi ile piring, sorgum, misir,
kavak, Uzlim, papaya, patates, medicago, hint fasulyesi ve soya fasulyesi gibi 6nemli iriin
tiirlerinin bazi tam genomlarinin sekanslanmasi ile sonuglanmistir. Buna ek olarak, bircok
transkripsiyon projesi, neredeyse ekonomik agidan 6nemli tiim tiirler i¢in ifade edilen dizi
etiketleri (ESTs) veya cDNA dizi koleksiyonlarinin artmasini saglamistir. Bu diziler esas
olarak, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) 'daki GenBank, Avrupa Molekiler
Biyoloji Laboratuvart (EMBL) niikleotit dizi veritabani ve Japonya DNA Veritabani
Bankas1 (DDBJ) gibi genel veritabanlarinda depolanmaktadir. Farkli iiriin tiirlerinin
sekans verilerinin fazla miktarda depolanmasi nedeniyle, bir¢ok iiriine 6zgii veritabanlari
kurulmustur. NCBI veritabani, tiim niikleer genomun yani sira bitkilerinin organel

genomlarina, niikleotit dizilerine, genom arastirma sekanslar1 (GSS) ve EST dizilerinden
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olusmaktadir. DNA sekanslarinin varligi, hedef sekansin tanimlanmasi igin dnemli bir

kaynak olusturur.
2.3.1. Molekiiler Markor Gelisimi I¢in Biyoinformatik

Biyoinformatik, in silico analiz yoluyla ise yarar sekans verilerini elde etmeye
yardimct olur, boylece molekiler arastirmacilar, 6zellikle hizli ve ucuz bir sekilde
molekdiler markorlerin gelistirilmesinde ve Uriin gelistirmek icin bu verileri kullanabilir.

Biyoinformatik araglar, Web tabanli araglar, verihatlari, Perl komut dosyalari,
Java komut dosyalari, vb. seklindedir. DNA dizisi polimorfizmleri bu biyoinformatik
araclar tarafindan tanimlandiktan sonra, bu tiir sekans varyasyonlari GeneTool, Primer3,
FastPCR, gibi ¢esitli primer dizayn yazilimlar1 araciligiyla uygun primerler dizayn
edilerek, PCR tabanli markorlere déniistiiriilebilmektedir Sekil 2.3°de in Silico
yaklasimlarinla DNA markorlerinin gelistirilmesi genel bir sema ile gosterilmistir.
Genom arastima Sekanslar1 (GSS), ifade edilen dizi etiketleri (ESTs), tam uzunlukta
cDNA’lar, tum nikleer ve organel genom dizileri, genom ek ag¢iklamalarindan kodlama
sekanslar1, Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Insersiyon-Delesyonlar (inDel) ve Tek Niikleotid
Polimorfizmleri (SNP' ler), DNA dizisi polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in hedef olarak

hizmet vermektedir (Rajendrakumar., 2015).

Hedef Sekans :>

clar

v

Bivoinformatik Ara

DNA Marker :>

Sekil 2. 3. In Silico yaklagimlarla DNA markérlerinin gelistirilmesi
(Rajendrakumar, 2015).
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Hedef Sekans: Genom aragtirma sekanslar1 (GSS) ve ifade edilen sekans etiketleri
(ESTs), tam uzunlukta cDNA’lar ve herhangi bir PCR amplicon sekanslar1 gibi tiim
niikleer /organel genom sekanslari veya kisa niikleotit dizileri olabilir.

Biyoinformatik Araglar: DNA markorii gelisimi i¢in yararli biyoinformatik
araglar, SSR, SNP, InDel, vb. gibi DNA dizisi varyasyonlarinin tespiti icin gerekli
araclart ve GeneTool, Primer3, FastPCR GMATA gibi primerlerin dizayni igin gerekli
araclar1 igerir. DNA varyasyonunu hedefleyen primerlerin dizayni, PCR tabanlh

markdrlere doniistliriilmesi i¢in gereklidir.

2.3.2. SSR Markorii Gelistirme

Basit dizi tekrarlar1 hiperpolimorfik yapisi nedeniyle, PCR tabanli molekiiler
markorlerin gelisimi i¢in uygun hedefler olarak kabul edilirler. SSR markorleri, yuksek
polimorfizm oranina sahip olmasi lokus spesifik ve kodominant dogasi, genomda bol
bulunmasi ve tekrarlanabilirlik diizeyleri nedeniyle molekiiler 1slah¢ilarin tercihi haline
gelmistir. SSR'lar, kodlama bdlgesinde bulunan ve transkripsiyonlu RNA dizilerinden
tanimlanan kaynaklarina, yani genomik SSR'lar (g-SSR) ve ifade edilen dizi etiketleri
SSR'lara (EST-SSR) gore ¢esitlendirilir.

Yeni nesil sekanslama teknolojilerinden 6nce, SSR'larin gelisim siirecini, DNA
parcalanmasi1 i¢in restriksiyon enzimleri kullanarak rekombinant DNA molekiilleri
olustururken, hedeflenen SSR motifleri i¢in genomik kiitliphaneler olusturma
zorunlulugu nedeniyle yogun emek isteyen, ekonomik ag¢idan maliyetli ve zaman alici
stireglerdi. Giiglii, hizli, uygun maliyetli ve giivenilir bir teknoloji olan yiiksek verimli
Yeni Nesil Sekanslama teknolojileri, ¢ok miktarda sekans verisi olusturarak molekiiler
markorlerin kesfi ve gelistirilmesi alanin1 degistirmistir.

SSR markorlerinin gelistirilmesi asagidaki temel agsamalara ayrilabilir
a. SSR markorlerin meydana geldigi niikleotid dizileri hakkinda 6n bilgi elde
edilmesi;
b. SSR markoériiniin ¢evreleyen bolgeleri tamamlayici oligontkleotidlerin (veya
primerlerin) tasarimu;
C. PCR ve reaksiyon iirlinliniin elektroforezi ile primerlerin dogrulanmast;
d. Bireyler arasinda polimorfizmlerin tespiti (Vieira ve ark, 2016).

Sekil 2.4’ de SSR markorlerinin gelistirilmesini gésteren bir sema verilmistir.
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Niikletid Kaynag
(DNA, RNA, mtDNA, cpDNA )

Rekombinant
Vektir
Kiitiiphanesi

SSE
Zenginlestirme

Sekans Veri Tabham
(Niikleotid, Aminoasit)

Transfer
Edilebilidik

- . . Dogrulama ve e
S5R Tammlama Primer Dizaym Polimorfizm Testi S5R Marker

Sekil 2. 4. SSR markérlerinin gelistirilmesini gosteren bir sema
(Vieira ve ark., 2016).

Olusum ve gelistirme kaynagina gére SSR markdrleri:

a. Genomik veya nikleer SSR (gSSR'ler)- nukleer genomdan izole edilen SSR
(genomik DNA kiitiiphanesi olan veya olmayan bir organizmanin genomik DNA's1).

b. EST veya genik SSR (EST-SSR'ler)- Kamuya agik veritabanlarinda depolanan
EST dizilerinden yararlanilarak gelistirilen SSR’lar.

c. Organel SSR-kloroplast SSR'lar (cpSSR'lar) ve mitokondriyal SSR'lar
(mtSSR'lar) - bir organizmanin kloroplastindan veya mitokondriyal genomundan
gelistirilen SSR’lar (Taheri ve ark., 2018).

SSR tanimlanmasi igin MISA (MlIcroSAtellite) ve SSR Locator gibi araclar
gelistirilmistir ancak, bu araclar biiyiik genomlar1 verimli bir sekilde isleyememektedir
ve Uretilen istatistikler yeterince giivenli degildir. Son zamanlarda, yeni bir yazilim olan
genom genelinde mikrosatellit arama araci (GMATA), blyik genomlarda SSR analizi ve
primer tasarimui i¢in yeni stratejiler uygular, bu da GMATA'nin mevcut araglardan daha
hizli hesaplama yapmasini1 ve daha dogru sonuglar vermesini saglar. Ayrica, bu yazilim
yilksek kaliteli istatistiksel grafikler verir. Ozellikle, GMATA bir genom tarayicisinda
diger genom Ozellikleri ile birlikte SSR lokus ve SSR markor bilgileri goriintiilemeyi
saglayan sonuglar tireten ilk aragtir (X. Wang ve Wang, 2016).
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Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda Transkripsiyon faktorii (TF) genlerine
dayanan kodominant SSR markorlerinin, QTL haritalamasi ve markdr destekli seleksiyon
igin yararl araglar olarak hizmet edebilecegi ve monokot, dikot turlerinin islahinda 6zel
bir 6neme sahip olacag: diistintilmiistiir. Bitkilerin stres tepkileri dahil olmak tizere farkli
hiicresel stirecleri kontrol eden ana diizenleyiciler olarak islev goren TF'lerdeki
fonksiyonel alanlarin rolii hakkinda Onemli miktarda kanit mevcuttur. Dizileme
teknolojilerindeki gelismeler artik, TF gen tabanli molekiiler markorler gibi aday gen
tabanli genomik kaynaklar1 gelistirmek icin transkriptom dizilerini kolayca ve maliyet
etkin bir sekilde olusturmamiz i¢in yeterli bilgi sagliyor.

Sharma ve ark. (2020) yaptiklar1 calismada bugdayda 370 ¢cDNA dizisinden
toplam 846 SSR tanimlamis ve daha sonra bugdayda yiiksek polimorfizm ve ¢apraz tiirler
aras1 aktarilabilirlik gosteren toplam 35 yeni bZIP tirevi SSR tanimlamislardir,
tanimlanan SSR’lar 92 Hint bugday cesidinin ve ilgili tiirlerin ¢esitlilik ve genetik yap1
analizi i¢in kullanilmgtir.

Zhang ve ark. (2015) yaptig1 ¢alismada, M. truncatula genomunda 75 bZIP
transkripsiyon faktorii kodlayan gen belirlenmistir. Bu bZIP protein dizilerinin
filogenetik analizi, bunlarin 12 gruba siniflandirilmasina izin vermistir. Ek olarak, 53
MtbZIP genine 6zgii 104 SSR tespit edilmis ve 97 primer ¢ifti gelistirilmistir. 20 yonca
cesidinde rastgele segilmis 30 primer ¢iftinin dogrulanmasi, bunlarin 17'sinin SSR lokusu
icin dogru oldugunu ve yonca cesitleri arasinda oldukg¢a aktarilabilir oldugunu
gostermistir.

Biswas ve ark. (2018) yaptig1 ¢alismada, Zambak (Lilium sp.), genomunda
transkripsiyon faktorii (TF) ile iliskili SSR markorleri (TFSSR'ler) gelistirmek igin
Lilium sp. transkriptomunda biiyiik 6l¢ekli veri analizi yapilmis ve sekans verilerinden
¢ikarilan 216.768 unigen arasinda 6966 unigende SSR bulundurdugu tespit edilmistir. 71
SSR, TF genleriyle iliskilendirilmis ve bunlar, primerleri tasarlamak ve markor olarak
potansiyellerini dogrulamak i¢in kullanilmistir. Bu 71 SSR, bHLH, MYB, C2H2, ERF,
C3H, NAC, bZIP ve benzeri dahil 31 transkripsiyon faktor ailesi ile analiz edilmistir.

Parmar ve ark. (2020) yaptig1 calismada TF'lerini kodladig1 varsayilan 2776
transkriptde 3687 SSR lokusu tanimlanmistir. ORF'de (% 44.37), UTR'lerde (5'UTR:%
32.57; 3'UTR:% 23.0) yiiksek tekrar bollugu, yeni SSR lokuslarinin anlamli fonksiyonel
ve dlzenleyici etkisini gostermistir. 589 polimorfik yeni deneysel olarak dogrulanmig
SSR markorleri (ORF: 297; 5°UTR: 211; 3'UTR: 81), lokus basina 2 ila 17 alel sayist ile
2864 alel varyanti tespit edilmistir.
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Kujur ve ark. (2013) yaptigt calismada Nohutun 707 TF'sinden 1108
transkripsiyon faktor geninden tiiretilmis SSR (TFGMS) ve 161 transkripsiyon faktor(
fonksiyonel alanla iligkili SSR (TFFDMS) markorii gelistirmisler ve markorler tarafindan
tespit edilen amplifikasyon verimliligi (% 96,5) ve yiiksek intra-spesifik polimorfik
potansiyel (% 34) olarak hesplanmistir. Hem fiziksel hem de fonksiyonel transkript
haritalarinin olusturulmasi ve popiilasyon yapisinin anlasilmasi dahil olmak iizere verimli

bliyiik 6lgekli genotipleme uygulamalarindaki 6nemli faydalarini géstermistir.

2.4. Okaryot Organizmalarda Transkripsiyon

Transkripsiyon, bir DNA sablonundan RNA sentezi olarak tanimlanir. Kalip DNA
sekansina baglanip baslama, uzama ve sonlanma asamalarindan olusur. Bakterilerde, tim
genlerin transkripsiyonu tek bir RNA polimeraz tarafindan katalize edilirken, 6karyotik
hicre cekirdeginde, {i¢ farkli RNA polimeraz Pol I, Pol II ve Pol III farkli RNA
smiflarinin sentezini gerceklestirir. Pol I ve Pol 111, ribozomal RNA'lari, tRNA'larini ve
kiigiik niikleer RNA'lar1 kodlayan siirli sayida geni kopyalar. Buna karsilik Pol II,
protein kodlayan binlerce genin transkripsiyonundan sorumludur ve bunu, 3 milyon
daltondan (MDa) fazla birlesik molekiiler kiitleye sahip yaklasik 60 polipeptit iceren
protein makinesi kullanarak yapar (Krishnamurthy ve Hampsey, 2009).

Niikleer olarak kodlanmis genler, core promotor elemanlarinda (CPE'ler)
transkripsiyon baslangic kompleksinin basarili olusumunda rol oynayan bir¢gok protein
ile karmagik etkilesimler gerektiren RNA polimeraz II (RNAPII) tarafindan kopyalanir.
Hedef genlerin promoter bolgelerindeki cis-acting elementlere spesifik olarak baglanarak
gen ekspresyonunu dizenleyen proteinlere, transkripsiyon faktorleri (TF) adi verilir.
CPE'lere baglanan ve bazal transkripsiyonda yer alan TF'ler genel transkripsiyon
faktorleri (GTF) olarak adlandirilir. GTF'ler, kromatografik eliisyon profilleri ve kesif
sirasina gore TIIA, TIIB, TIID, TSIIE, TfIIf ve TfIIH olarak adlandirilmistir (Sekil 2.5.)
(Hong., 2016).

Okaryotik transkripsiyon, bir aktivatoriin enhancer DNA elemanlarina sekansa
0zgl baglanmasi ile baslar, daha sonra genel transkripsiyon faktorlerinin (GTF'ler) ve
RNA polimeraz [I'nin (RNAPII) hedef gen promoterlerine sirali olarak gérevlendirilmesi
ile devam eder (Shandilya ve Roberts, 2012).

Transkripsiyon sidreci dinamik bir kromatin yapist gerektirdiginden, histon

degistirici enzimler, adenozin trifosfat (ATP) bagimli kromatin yeniden modelleyicileri
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ve histon saperonlar1 gibi ¢esitli hiicresel faktorler yer alir. Ek olarak, aktive edici veya
inhibe edici olarak hareket eden DNA'ya bagh TF'ler, hedef aktive edici medyator (Med)
kompleksi ve promotor inhibe edici gibi kofaktorlerle etkilesime girer. Transkripsiyon
aktivatorlerinin  down streamden uzak duzenleyici elemanlara sekansa 06zgl
baglanmasiyla baslar daha sonra GTF’lerin ve RNAPII'nin hedef gen promoterine sirali
olarak gorevlendirilmesini tegvik eder. Transkripsiyon baslangi¢ bolgesine (Ts) en yakin
bolgelerde bulunan ve transkripsiyonun dogru sekilde baslatilmasini yonlendiren spesifik
DNA elemanlarina CPE'ler denir. CPE'ler, hedef gen baslangi¢ bdlgesinin up veya down

stream bolgesine yerlestirilir, bazi durumlarda CPE'ler kodlama boélgesinde de bulunur.

CPE'ler TATA igeren ve TATA's1z promoterler olarak siniflandirilir (Krishnamurthy ve
Hampsey, 2009).

) TATA
= INR DPE downstream
BRE TFIIB Kutusu baszlatica ' temel promotar
tamima TBP’_\'i element
element baglar

Sekil 2. 5. Pol II transkripsiyon 6n baglatma kompleksinin sematik 6zet
(Krishnamurthy ve Hampsey, 2009)

Cekirdek promoter elemanlar1, —35, —25, +1 (transkripsiyonun baslangic bolgesi)
ve +30 pozisyonlarinda gosterilmektedir. On baslatma kompleksi, TFIID'nin TATA
baglayict protein (TBP) alt biriminin TATA kutusuna baglanmasiyla baslar, ardindan
genel transkripsiyon faktorleri, TFIIB, Pol II / TFIIF, TFIIE ve TFIIH'nin asamali

baglanmasi ile gergeklestirilir.
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Transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 25 baz ¢ifti ortalanmis olan TATA kutusu,
tanimlanmis ilk RNA Pol 1l promoter elementiydi. Daha sonra, +1 de transkripsiyonun
baslangi¢ bolgesini kapsayan baslatict (Inr) ve +30'da ortalanmig down stream
destekleyici eleman (DPE) dahil olmak tizere diger yapisal ve diizenleyici olarak farkli
promoter elementleri tanimland1 (Krishnamurthy ve Hampsey, 2009).

TATA dizisi, birkag TBP ile iligkili faktor (TAF) ile birlikte TfIID kompleksini
olusturan TATA baglayici protein (TBP) ile baglanir. Daha sonra TFIIB, DNA-TBP
kompleksi ile birleserek, TATA'nin hem up stream alaninda hem de down stream
alanindan DNA'y1 baglar. Daha sonra, TfIlIf, RNAPII'nin baslama 6ncesi kompleksinin
olusumunu daha da stabilize eden TfIIE ve TfIIH baglanmasimi izleyen c¢ekirdek
promotere RNAPII baglanmasini kolaylastirir.

2.4.1. Okaryotlarda Korunmus Bashica TF Aileleri

Gen ekspresyonu, hiicrelerdeki en karmasik aktivitelerden biridir ¢linkii sinyal
iletim yollarinin bir araya gelmesi, proteinlerin hiicreler arasinda hareketini, kromozom
yapisindaki degisiklikleri, RNA sentezini ve RNA islemeyi igerir. Bitki buytimesini ve
gelisimini molekiiler diizeyde anlamak igin, transkripsiyon mekanizmalar1 hakkinda
ayrintili bilgi gereklidir. Bunu basarmak i¢in kapsamli bir dizi teknik ve yaklasim bir
araya getirilmeli ve tamamlayict bir sekilde kullanilmalidir (Schwechheimer ve ark.,
1998).

TF’ler genel olarak hedef genlerinin ekspresyonunu (ifadelenmesini) diizenlemek
i¢in sekansa 6zgii bir sekilde hedef genlerin promoterlerine dogrudan baglanan proteinler
olarak tanimlanir. TF’ler promoterlerde spesifik DNA sekanslarini taniyan DNA’ya
baglanma domainleri (DBD) igerir. Bununla birlikte, transkripsiyonel kompleksler
olusturmak i¢in DNA baglayici TF’ler ile dogrudan etkilesime giren bir DBD'siz
diizenleyici proteinler vardir ve bunlar da ayn1 zamanda TF’ler olarak kategorize edilir

(Hong, 2016).
2.4.1.1. bZIP TF Ailesi
Temel bolge / 10sin zipper (bZIP) TF'ler, DNA'y1 baglayan temel bir bolgeye ve

bir 16sin zipper dimerizasyon motifine sahiptir (Sekil 2.6). bZIP domainlerine sahip

proteinler, bu giine kadar analiz edilen tim Okaryotlarda mevcuttur. Jun / Fos veya CRE
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baglayici protein (CREB) gibi bazilari, hayvanlarda kapsamli bir sekilde ¢alisiimistir ve
TF-DNA etkilesimlerini, t¢li kompleks olusumunu ve TF post-translasyonel
modifikasyonlar1 anlamak i¢in modeldir (Jakoby ve ark., 2002).

B-ZIP motif
DNA

major
roove
g "\

minor
groove

Leucine
zipper

Sekil 2. 6. Cift sarmalli DNA'ya bagli GCN4 B-ZIP dimerinin X-1gmn1 yapisi.

B-ZIP o-helixleri mavi renktedir ve lésinler gri ile gosterilen "d" pozisyonundadir. Proteinin N-
terminali, temel bolge ve I6sin zipper etiketlenmistir. Losin zipperiin ilk {igti numaralandirilmistir.
(Vinson, ve ark., 2006).

Arabidopsis'te, proteinleri bZIP imza motifiyle kodlayan 75 varsayilan gen
(AtbZIP1 — AtbZIP75) mevcuttur. AtbZIP proteinleri, temel bolgelerinin sekans
benzerliklerine, korunmus motiflere ve boyutlara gére 10 grupta (A — | ve s) kiimelenir.
Grup-A bZIP proteinleri arasinda ABA yanit elementi (ABRE), baglanma faktorleri
(ABfs) ve ABA'ya duyarli element baglama proteinleri (AREB'ler) bulunur (Hong,
2016).

Arabidopsis, maya, solucan ve insandan yaklasik dort kat fazla bZIP genine
sahiptir (Riechmann ve ark., 2000).

Bu Arabidopsis thaliana bZIP (AtbZIP) faktorlerinden birkaginin genetik ve
molekiiler caligmalari, bunlarin patojen savunmasi, 151k ve stres sinyali, tohum
olgunlagsmasi ve ¢igek gelisimi gibi ¢esitli biyolojik siirecleri diizenledigini gostermistir
(Jakoby ve ark., 2002).

2008’de yapilan bir ¢alismada, 4 bZIP geninin tiim bitkilerin en son ortak atasinin

genomu tarafindan kodlandigini ortaya ¢ikarmistir (Guedes Corréa ve ark., 2008).

2.4.1.2. bHLH TF Ailesi
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1989'da Murre, McCaw ve Baltimore, 6nemli sayida ayni amino asidi paylasan
hayvanlardan on DNA baglayici proteinde bulunan bir bolge tanimlamistir (Murre ve
ark., 1989).

Bu bdlge, basic helix-loop-helix (bHLH) alani olarak bilinir. Bu alani igeren
proteinler, hiicre proliferasyonunu ve hiicresel farklilasma yollarini diizenlemede genis
islevlere sahiptir ve insan c-Myc, miyoblast belirleme faktérii (MyoD) ve ayrica noral
gelisimdeki ilk adimlar1 tanimlayan Drosophila melanogaster'dan Achaete ve Scute'u
icerir (Heim ve ark., 2003).

Basic helix-loop-helix (bHLH) TF okaryotlarda yaygin olarak bulunur ve en
biiyiik TF ailelerinden birini olusturur (Riechmann ve ark., 2000).

bHLH transkripsiyon faktorleri, dimerizasyona aracilik eden iki alfa sarmalindan
ve DNA'daki E-box dizilerini baglayan temel bir alandan olusur (Sekil 2.7). bHLH TF'ler,
yuksek oranda korunmus bir bHLH alaninin varligi nedeniyle bu sekilde adlandirilir ve
50-60 amino asitlik bHLH alani, bir temel bolge ve bir HLH bolgesi igerir.

15 amino asitlik temel bolge, bHLH alaninin N-terminalinde bulunurken, 40-50
amino asitlik bHLH bolgesi, bHLH alaninin iki alfa heliks ve degisken uzunluklara sahip
daha az korunmus C terminalindedir (Hong, 2016; Y. Wang ve Liu, 2020). Baz1t bHLH
proteinleri, en yaygin form olan G-box (5° CACGTG-3’) ile E-box (5’-CANNTG-3’)
olarak adlandirilan bir konsensiis cis elemani igeren dizilere spesifik olarak taniyip
baglanabilir (Hong, 2016).

Ayni1 bHLH TF'den veya farkli bHLH TF'lerden gelen iki sarmal, bir homodimer
veya bir heterodimer olusturmak icin etkilesime girebilir ve bu daha sonra, hedef
genlerinin ekspresyonunu diizenlemek i¢in promoterdeki farkli bolgeleri baglar. Diger
bHLH TF dizileri degiskendir ve daha az korunur (Y. Wang ve Liu, 2020).
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[E-box| C-A-N-N-T-G |

Sekil 2. 7. bHLH transkripsiyon faktorlerinin yapisi
(Dennis ve ark., 2019).

bHLH transkripsiyon faktorleri, ifade kaliplarina gore sinif I veya sinif II olarak
genis bir sekilde siiflandirilabilir. Siif I bHLH proteinleri her yerde ifade edilir ve
Tcfe2a (E12, E47), Tct4 ve Tcfl12 tarafindan kodlanir. Stnif Il bHLH faktorlerinin dokuya
0zgl ifade profilleri vardir ve miyogenez dahil c¢esitli gelisim siireglerinde yer alirlar

(Dennis ve ark., 2019).

2.4.1.3 MYB TF Ailesi

MYB (miyeloblastoz) transkripsiyon faktor ailesi tim 6karyotlarda mevcuttur.
"Onkogen" v-MY B, kus myeloblastoz viriisiinde tanimlanan ilk MYB genidir (Ambawat
ve ark., 2013; Cao ve ark., 2020; Li ve ark., 2015). Daha sonra bir¢ok omurgalida v-MYB
ile ilgili Uc gen, yani c-MYB, A-MYB ve B-MYB tanimlanmis Ve hicre proliferasyonu,
farklilagmasi ve apoptozunun diizenlenmesinde rol oynamigtir (Ambawat ve ark., 2013;
Katiyar ve ark., 2012).

Hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda ve balgik kiiflerinde birgok MYB geni
taninmustir. Bitkilerdeki MYB transkripsiyon faktorlerinin yapilar1 ve fonksiyonlari,
hayvanlar ve mayalardakine kiyasla daha fazla korundugu tespit edilmistir (Li ve ark.,
2015).

Bitkilerde transkripsiyon faktoriinii kodlayan ilk gen, musir (Zea mays)
cekirdeklerinin aleuronundaki antosiyaninlerin sentezi icin gerekli bir MYB alan
proteinini kodlayan COLOREDL (C1) lokusudur (Paz-Ares ve ark., 1987).
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MYB ailesi, Arabidopsis'teki toplam TF'lerin yaklasik % 9'unu temsil eden
bitkilerdeki en biylk TF ailelerinden biridir (Riechmann ve ark., 2000).

Genel olarak, MYB alan1 genellikle bitkilerde 1-4 tekrardan olusur (Cao ve ark.,
2020; Hong, 2016; Li ve ark., 2015).

Her bir tekrar, ¢ alfa helix kodlar ve yaklasik 50-53 amino asit icerir. Bu ¢ helix
arasinda, ikinci ve {igiincti helixler bir helix- turn- helix (HTH) yap1 olusturur (Katiyar
ve ark., 2012).

MYB ailesi, tekrarlarin sayisina ve konumuna gore dort alt aileye ayrilir; 4R-
MYB, R1R2R3-MYB, R2R3-MYB ve 1R-MYB (Sekil 2.8), (Cao ve ark., 2020; Li ve
ark., 2015).

MYB proteini ilk olarak c-Myb'nin ii¢ tekrari, R1, R2 ve R3 olarak
adlandirilmistir ve diger MYB proteinlerinden gelen tekrarlar, c-Myb'nin R1, R2 veya
R3'e benzerliklerine gore adlandirilir (Hong, 2016; Katiyar ve ark., 2012).

IR-MYB e — —{ R12 =
R-MYB ]

Sekil 2. 8. Bitkilerdeki MYB TF'lerin smiflandirilmast ve yapisinin gosterimi. Bitkilerde tanimlanan bir
ila d5rt MYB alan tekrarina sahip MYB TF'ler
(Cao ve ark., 2020).

Bitki MYB proteinleri U¢ ana grup olarak siniflandirilmistir, iki bitisik tekrar ile
R2R3-MYB; Ug bitisik tekrar ile RIR2R3-MYB; ve toplu olarak MYB ile iligkili
proteinler olarak adlandirilan ve genellikle tek bir MYB tekrar1 igeren heterojen bir
gruptur. Bitkilerde MYB ailesi, o6zellikle genis R2R3-MYB ailesi araciligiyla segici
olarak genislemistir. Arabidopsis genomunda 138'i R2R3-MYB, 5'i RIR2R3-MYB, 52'si
MYB ile ilgili ve 2'si atipik MYB genleri olarak smiflandirilmistir. R2R3-MYB
proteinleri bitkilere 6zgiidiir ve ayrica dikotlarin ve monokotlarin genomlarinda 100'den
fazla R2R3-MYB (yesiyle bitkilerde en bol bulunan tirdir (Hong, 2016).

Dort sinifin tiimii bitkilerde bulunur ve MYB proteinlerinin en yiiksek ¢esitliligine

sahip taksonu temsil eder. En kii¢lik sinif, iiyeleri dort R1 / R2 benzeri tekrar igeren 4R-
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MYB grubudur. ikinci sinif, R1IR2 benzeri tekrarlar igerir. Tek bir 4R-MYB proteini,
birkac bitki genomunda kodlanmustir. ikinci smif, tipik olarak daha yiiksek bitki
genomlarinda bes gen tarafindan kodlanan R1R2R3 tipi MYB (3R-MYB) proteinlerini
icerir. Ylksek oranda korunmus MYB alaninin aksine, R2R3-MYB proteinlerinin diger
bolgeleri oldukca degiskendir. Gegtigimiz on yilda, R2R3-MYB genleri kapsamli bir
sekilde incelenmis ve MYB ailesinin iiyelerinin fenilpropanoid metabolizma, biyotik ve
abiyotik stres, hiicre sekli farklilagsmasi, bitki savunmasi sirasinda hormon tepkileri gibi
cesitli biyolojik islevlerde rol oynadiklar1 bulunmustur Sekil 2.9.’da MYB proteinlerinin

islevlerini gosteren bir sema verilmistir (Ambawat ve ark., 2013).

MYB
P_rntei.nleri
(IkFarkh

H_',.'-" Bilge “-\.\x\‘
N -Terminal Kornmug C- Terminal Modiilatér
MYBDNABaglanma Bilgesi
Domaini
v
MYE
Proteinlerinin
Smiflanduilma
4 2 -
1R (Rl dp MYE) R-f]?{i;g? JR‘I‘I;BI‘ER.]}}R-RJ 4EMYB 4R1/R2
L] I I ]
Hiicrezel Morfogenez L . .. PR Bilinmivor
Sekonder Matabolizma E:i:':ﬂlafellla}:uma E::::j:;:ingugu "
l:lrganlﬁ.:ulrf.c:gi Ener Sekonder Metabolizma
E:::;)it?}lg?];gimj Gelizimzel Siirecler
- e Biyotikve Abiyvotik
Sirkadyen Diizenleme Strezlere Cevap
Olasturma

Sekil 2. 9. MYB protein siiflarinin sematik gosterimi ve bitisik MYB tekrarlarinin (R) sayisina baglh
olarak islevleri
(Ambawat ve ark., 2013).

2.4.1.4. HSF TF Ailesi

Is1 stresi yanitinin (HSR) temel diizenleyicileri, 1s1 soku transkripsiyon faktorleri
(HSF'ler) olarak adlandirilan transkripsiyon faktorleridir. HSF'ler, dkaryotlar arasinda

evrimsel olarak korunur ve HSR'min ana diizenleyicileridir. Hiicreler 1s1 stresi tespit
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ettiginde, HSF'ler hizla aktive olur ve 1s1 soku proteinlerini (HSP'ler) kodlayan birgok
genin ifadesini artirir (Guo ve ark., 2016; Ohama ve ark., 2016; Ohama ve ark., 2017).

Is1 stresi, tiim organizmalarin karsilastig1 evrensel streslerden biridir. Is1 stresi,
protein denatiirasyonuna, reaktif oksijen tlrlerinin olusumuna ve membran
destabilizasyonuna neden olarak hiicresel bilesenlere zarar verir. Bu nedenle,
organizmalarin, 1s1 stresine maruz kaldiktan sonra hiicresel homeostazi siirdiirmek igin
koruma mekanizmalarini hizla aktive etmesi 6nemlidir (Ohama ve ark., 2016).

Bitki HSF'leri, ¢esitli abiyotik streslere yanit veren genlerin ifadelenmesine
aracilik eden bir sinyal transdiiksiyon zincirinin terminal bilesenleridir. Bir¢ok calisma,
sicaklik stresi (HS) dahil olmak iizere c¢esitli abiyotik streslerde HSF'lerin merkezi
rollerini bildirmistir ancak, stres yanitlarindaki ¢ogu HSF analizi, abiyotik stres
faktorlerinin  bir kombinasyonunu degil, bireysel stresleri incelemektedir. Dogal
kosullarda bitkiler rutin olarak kuraklik, 1s1 ve tuzluluk streslerinin kombinasyonu gibi
farkl1 abiyotik streslerin bir kombinasyonuna maruz kalirlar (Guo ve ark., 2016).

HSF’ler, bir DBD ve bir oligomerizasyon alan1 (OD) ile modiiler bir yapiya
sahiptir. Ek olarak, alt aileye bagh olarak, bir niikleer lokalizasyon sinyali (NLS), bir
nukleer export sinyali (NES) ve bir aktivator motifi (AHA motifi) igerirler (Sekil 2.10).
OD veya HR-A / B bolgesi, degisken uzunluktaki (15-80 amino asit) esnek bir
baglayiciyla N-terminal DBD'ye baglanir. HR-A / B bdlgesindeki hidrofobik amino
asitlerin yedili bir modeli, 16sin zipper tipi protein etkilesimlerine izin veren sarmal bir
yapiin olusumuna yol agar (Hong, 2016).

DNA’ya baglanma domaini (DBD), tiim HSF’nin N-terminaline yakin
konumdadir. Sicaklik stres element (HSE)'ler, ¢karyotik HS indiklenebilir genlerin
TATA kutusunun yukarisindaki palindromik baglanma motiflerinin (5'-AGAAnNnTTCT-
3 ") tekrarlayan modellerinden olusur. DNA sarmalinin zit bolgelerinde bulunan ana
olukta bulunan G ve C niikleotidleri HSE islevi i¢in gereklidir. Genellikle ikiden fazla
HSE motifi gereklidir ve ek olarak, HSE ince yapisinin ayrintilar1 ve promotor veya
kromatin baglami, HSF oligomerlerinin verimli baglanmasi i¢in ¢ok 6nemlidir (Guo ve
ark., 2016; Scharf ve ark., 2012).

Bitki HSF'lerinin C-terminal aktivasyon bolgeleri, birgok durumda aktivator islevi
i¢in ¢ok onemli olan kisa peptid motifleri (AHA motifleri) ile karakterize edilir (Guo ve
ark., 2016).

Hidrofobik amino asit kalintilarinin (HR-A / B bolgesi) cift tarafli bir heptad

modeline sahip oligomerizasyon alani1 (OD), DBD'ye esnek bir baglayiciyla baglanir ve,
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I6sin zipper tipi protein etkilesim alanlarmin karakteristigine sahip kivrimli bir alan
olusumuna yol agar (Scharf ve ark., 2012).

DBD ve HR A / B bélgeleri arasindaki esnek baglayici bolgenin uzunluguna ve
HR-A / B bolgelerine eklenen amino asit kalintilarinin sayisina bagli olarak, bitki
HSF'leri HSFA, B ve C olmak {izere {i¢ sinifa ayrilir. Aromatik, biiylik hidrofobik ve
asidik amino asit kalintilarindan olusan AHA motifleri, HSFA'ya 6zgii motiflerdir, ancak
HSFB veya C siniflarinda bulunmazlar (Guo ve ark., 2016).

Bitkiler, diger Okaryotlardan c¢ok daha fazla HSF kodlayan genlere sahiptir
(Arabidopsis'te 21, omurgalilarda 4 ve Drosophila'da 1). Arabidopsis'teki 21 HSF nin 15'i
Sinif A'ya, 5'i Smif B'ye ve 1'i Siif C'ye aittir (Guo ve ark., 2016; Hong, 2016).

Hsf RNAPII
oligomerization machinery
DBD HR-A/B NLS AHA1  AHA2 NES

AtHisfA2 : —— [ E 0 ¥

DNA (HSE) Importin Exportin

Sekil 2. 10. Arabidopsis HsfA2'nin fonksiyonel moduilleri
(Déring, 2007).

Diger bir¢ok gen diizenleyici proteine benzer sekilde, HSF’ler modiiler bir yapiya
sahiptir N-terminal DNA’ya baglanma domaini (DBD), bir helix-turn-helix motifi ile
karakterize edilir ve HSF'ye yanit veren genlerin hizlandiric1 bolgesindeki 1s1 gerilimi
elemanlarma (HSE) baglanir. HSF’nin homo- veya hetero oligomerizasyonu igin
hidrofobik amino asit kalintilarinin (HR-A / B bdlgesi) bir heptad tekrar modeline sahip
bitisik alan gereklidir. Niikleer lokalizasyon (NLS; importin ile etkilesim) i¢in bir bazik
amino asit kiimesi gereklidir ve C-terminalindeki 16sin bakimindan zengin bir bolge
niikleer ihrag¢ sinyali (NES; exportin ile etkilesim) olarak iglev goriir. Asidik bir ¢cevreye
(AHA motifleri) gOmiilii aromatik ve biiylik hidrofobik amino asit bakimindan
zenginlestirilmis kisa peptit motifleri, RNA polimeraz II (RNAPII) mekanizmasinin
bilesenlerini toplayarak A sinift HSF’nin transkripsiyonel aktivitesi i¢in gereklidir.

HSFA2, stresli bitkilerde en yilksek dizeyde indiklenen HSF’dir ve 1s1

toleransinda bir rol oynar ve APX2 (Ascorbate Peroxidase2) gibi genel stresle iliskili
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saperon kodlayict olmayan genlerin ekspresyonunda daha genis bir rol oynar. B Simifi
HSF’ler, HS ile indiiklenebilir genlerin transkripsiyonunun aktif baskilayicilar1 olarak
islev goriir. Sinif B HSF’lerin (IKIfGVW]I) baskilayici alaninda bulunan 1fGV-tetrapeptid
motifinin, diger bitki TFs'lerinde baskilayici islevlere sahip oldugu bilinmektedir (Hong,
2016).

2.4.2. Bitki Spesifik TF Aileleri

Bitkiler, ¢esitli biyotik ve abiyotik streslere yanit vermek ve degisen bir ortamda
optimum buyUmeyi siirdiirmek i¢in ayrintili mekanizmalar gelistirmislerdir. Mesajci
RNA (mRNA) transkripsiyonu, hiicresel aktivitenin degisen bir ortama gore
diizenlenmesini saglayan 6nemli kontrol noktas1 olmustur.

Abiyotik stres kosullari altinda iretilen fitohormon absisik asit (ABA), yaprak
stomalarinin kapanmasina neden olur ve stresle iliskili bircok genin aktivasyonunu
tetikleyerek, abiyotik stres faktorlerine verilen yanitlarda anahtar rol oynar. Mikroarray
analizi ve blylk o6lcekli transkriptom analizi gibi molekiler tekniklerle, bitkilerde ¢ok
sayida abiyotik strese yanit veren genler tanimlanmistir. Bu genler, 6nemli enzimlerin ve
fonksiyonel proteinler iiretilmesiyle hiicrelerin stresten korunmasiyla birlikte aymn
zamanda stres yanitinda sinyal iletimini ve gen ifadesini diizenlemede de rol oynar (Guo
ve ark, 2016).

TF'lerin farkli ailelere smiflandirilmas: genellikle karakteristik DBD'lerine
dayanir. Arabidopsis genom dizisinin tamamlanmasindan sonra, baslangi¢ta yaklasik 30
farkli TF ailesine ait yaklagik 1500 TF tanimlanmistir (Riechmann ve ark., 2000).

Diger bitki tiirlerinde siniflandirmanin temeli olarak Arabidopsis TF veri tabanlari
kullanilmaktadir. Arabidopsis TF aileleri i¢cin RARTF, AGRIs, DATF, PInTFDB olmak
tizere dort temsili veri tabani vardir (Mitsuda ve Takagi, 2009).

Bugiine kadar karakterize edilen bitkiye 6zgll TF ailesi tiyelerinin ¢ogu, bitkiye
Ozgili organlarin gelistirilmesi ve uyum saglamak icin yanit sistemi ile ilgili gen
diizenlemelerinde yer almaktadir.

Bitkiler, farkli biyotik ve abiyotik stres tiirleri ile ve ayrica yaralanma ile basa
cikmak i¢in birgok farkli strateji gelistirmislerdir. Bu stratejiler muhtemelen hareketsiz
yasam tarzlar1 nedeniyle gelistirilmistir. Ozellikle kok, siirgiin ve yapraklari cigekler ve
meyveleri birbirine bagladigindan, besinlerin ve suyun taginmasi igin kullanilan damar

dokusunu tutan gévdede meydana gelirse, yaralar bitkinin hayatta kalmasin tehdit eder.
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Ek olarak, yaralar patojenler igin olasi girig bolgelerini temsil eder. Hiicresel diizeyde
bitkiler, savunma sistemlerinin aktivasyonu ile yaralanmalara yanit verirler. Fizyolojik
tepkiler, hiicre duvarmin onarimi ve giliclendirilmesini ve yara sinyal yollarinin
aktivasyonunu icerir. Bu hem lokal hem de sistemik savunma ile ilgili proteinlerin
indiiksiyonu ve etilen ve jasmonik asit (JA) gibi yarayla ilgili hormonlarin aktivasyonu
yoluyla gerceklesir. Buna paralel olarak, bitki yara iyilesme mekanizmalarini baglatir ve
bu da genellikle hiicre boliinmesinin yerel olarak yeniden etkinlestirilmesini gerektirir.
Bitkiler tarafindan yaralanmanin ardindan enfeksiyonu o©nlemek i¢in kullanilan
sinyalleme basamaklar1 iyi belgelenmis olsa da, bu yollarin hiicre onarim
mekanizmalariyla nasil iletisim kurdugu agik degildir (Heyman ve ark., 2018; Mizoi ve
ark., 2012).

2.4.2.1. AP2/ERF TF Ailesi

AP2 / ERF ailesi, yaklasik 60-70 amino asitten olusan ve DNA baglanmasinda rol
oynayan AP2 / ERF tipi DBD'ler iceren bitkiye 6zgu buyuk bir TF grubudur (Hong, 2016;
Mizoi ve ark., 2012; Yamasaki, ve ark., 2013).

Farkli ERF alt ailesi liyeleri, patojen ataklari, abiyotik stres sinyalleri (soguk gibi),
jasmonik asit (JA), reaktif oksijen tirleri (ROS), absisik asit (ABA), etilen, salisilik asit
(SA) ve doku hasar gibi kaynakli ¢esitli uyaranlara yanit verir Up streamde bir ROS
aktivasyonu, su basmasi ve kurakliga direng, vaskiiler kalinlagsmanin aktivasyonu, siirgiin
dallanmasi, lateral kok primordiasi baglangici, yaralanmay1 takiben doku rejenerasyonu,
spontan kallus olusumu ve kok kok hiicre proliferasyonu yer alir (Heyman ve ark., 2018).

AP2 alan ilk olarak gicek gelisiminde rol oynayan Arabidopsis homeotik gen
APETALA 2'de bulunmustur ve benzer bir alan tuttinde (Nicotiana tabacum) etilene
duyarli element baglayici proteinlerde (EREBP'ler) bulunmustur. AP2 / ERF ailesi
proteinleri, bitkiye 6zel transkripsiyon faktorleridir ve bulundugu en diisiik bitki, yesil alg
Chlamydomonas reinhardtii‘dir (Mizoi ve ark., 2012).

AP2 alan1 olarak adlandirilan en az bir DNA baglanma alan1 iceren AP2 / ERF
proteinleri, ERF, AP2 ve RAV ve dehidrasyona duyarli element baglayici protein
(DREB) alt aileleri aileleri olmak (izere 4 ayri aileye boliinmistiir (Sekil 2.11) (Licausi
ve ark., 2013; Mizoi ve ark., 2012).

Tek bir AP2 alanina sahip ve genomik sekansi az miktarda intron igeren ¢ogu

protein, ERF ailesine atanir. AP2 ailesi, iki AP2 alaninin art arda tekrarlanmasi ve ERF
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proteinlerinin AP2 alanina gore daha yiiksek benzerlik gosteren tek bir AP2 alanina sahip
az sayida proteinin art arda tekrarlanmasiyla karakterize edilen iiyelerden olusur. Uglinc
bir protein sinifi, bir B3 DNA’ya baglanma domaini ile iliskili bir ERF alanina sahiptir
ve RAV ailesini olustururlar(Licausi ve ark., 2013).

ERF ailesi alt iiyeleri, etilene yanit veren gen transkripsiyonunda yer alan bir DNA
dizisi olan GCC kutusunun (5’AGCCGCC3’) taninmasiyla biyotik streslere verilen
yanitlarda yer alir. CBf / DREB alt ailesi tiyeleri, bir ¢ekirdek motif 5°A / GCCGAC3’
ile dehidrasyona duyarli bir 6geyi taniyarak abiyotik streslerde énemli roller oynarlar.
DREBL1 / CBf alt grubunun uyeleri (DREB1A / CBf3, DREB1B / CBfl ve DREB1C /
CBf2) sogukla indiiklenebilir ve soguk stres tepkilerinin baslica diizenleyicileridir,
DREB?2 alt grubu (DREB2A ve DREB2B) ise dehidrasyon ve 1s1 stresi yanitlarinda
onemli roller oynamaktadir (Hong, 2016).
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Sekil 2. 11. Farkli ERF alt ailelerinin sematik gosterimi
(Heyman ve ark., 2018).

2.4.2.2. WRKY TF Ailesi

WRKY TF ailesi, ilizerinde en 1iyi ¢alisilmis bitkiye 6zgii TF ailelerinden biridir
ve Arabidopsis'te 74 tiyeden olugur. WRKY protein ailesi adini, N terminalinde korunmus
bir amino asit sekans motifi WRKYGQK ve C terminalinde yeni bir zing- finger benzeri

motif igeren yiiksek oranda korunmus 60 amino asit uzunlugundaki WRKY alanindan
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almigtir. Bu iki motif, W-kutusu (TTGACT / C) olarak adlandirilan konsensiis cis-acting
ogesine baglanmak icin hayati 6neme sahiptir (Hong, 2016; Yamasaki ve ark., 2013).

Hem WRKY alanlarinin sayisina hem de zing finger motifinin 6zelliklerine bagl
olarak, WRKY proteinleri (g alt ailede kategorize edilmistir: birinci Grup | iki WRKY
alanina sahiptir, grup Il ayn1 Cys2 — His2 zing finger motifine sahip bir WRKY alanina
sahiptir ve Grup III farkli bir Cys2 — His2 zing finger motifi i¢eren bir WRKY alanina
sahiptir. Grup II WRKY'ler ayrica WRKY alan1 disindaki ek korunmus motiflere dayali
olarak a — e'ye ayrilir (Chen ve ark., 2017; Hong, 2016).

Bitki WRKY alt gruplari, DNA tanima sekanslarinda farklilik gosterir ve 5°-
TTGAC (C/T) -3’ un up stream G bazi, sirasiyla IIb ve I1d gruplarina ait olan AtWRKY6
ve AtWRKY11 icin en ¢ok tercih edilir, ancak sirasiyla grup I, Ill ve lic'ye ait olan
AtWRKY26, AtWRKY38 ve AtWRKY43 icin tercih edilmez. Protistler, balgik kiifleri
ve yesil alglerde tanimlanan WRKY proteinleri grup I'e aittir ve iki WRKY alanina
sahiptir. ki WRKY alanmin, eski bir WRKY proteinindeki tek bir WRKY alanindan
cogaltma yoluyla olusturuldugunu diisiiniilmektedir. Spesifik DNA baglanmasindan
sadece C-terminal WRKY alaninin sorumlu oldugu disiiniilmesine ragmen, DNA'ya
dogrudan baglanan proteinlerin N-terminal WRKY alaninda da korundugu bulunmustur
(Yamasaki ve ark., 2013).

WRKY proteinlerinin boyut olarak biiyiik 6l¢iide degisebilmesine ragmen,
bunlarin timii, iki kisimdan, DNA baglayic1 heptapeptit WRKYGQK ve zing finger
baglama motifinden olusan korunmus bir WRKY alanmni barmdirir. ki motif birlikte
yaklasik 60 amino asit uzunlugunda N-terminalini ve WRKY alanlarindaki C-terminalini
kapsar. Bazt WRKY genleri, bazilarinin ZF-SBP, CBS, kinaz, PAH, ULP_PROTEASE,
TIR, NAC, LRR, ATP_GRASP, B3 gibi yeni alanlar1 kodlayan birlesik genler oldugu
ucli veya dortli WRKY alanlarini kodlar (Sekil 2.12.) (Chen ve ark., 2017; Mohanta,
Park ve ark., 2016).

WRKY TF'lerin, tohum ¢imlenmesi, kok gelisimi, bitki bliylimesi, tohum gelisimi
ve yaslanma, dahil olmak iizere hiicresel ve fizyolojik siire¢lerde 6nemli roller oynadig:
bildirilmisti. Ayrica, bocek otcullar, bakteriyel patojenler, mantarlar ve viriislerin neden
oldugu biyotik strese ¢esitli tepkiler verirler. indol-3-asetik asit, jasmonik asit, salisilik
asit, absisik asit ve gibberellik asit gibi farkli sinyal molekiillerine de yanit verirler. Bu
nedenle, bitkilerdeki WRKY TF'lerin temel biyolojisi ve genomiklerini anlamak ¢ok
onemlidir (Mohanta ve ark., 2016).
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WRKY TF’ler embriyogenez, tohum kabugu ve trikom gelisimi, antosiyanin
biyosentezi ve hormon sinyallemesi gibi ¢esitli gelisimsel ve fizyolojik siireglerde de yer
alir. AtWRKY52 ayrica mantar ve bakteriyel patojenlere karsi ikili direng saglamak i¢in
R protein RPs4 ile etkilesime girer. Bu, TNI-WRKY'lerin, efektorle tetiklenen bagisiklik
(ETI) yoluna bir kisayol saglayarak savunma geni aktivasyonuna yol acabilecegini
gostermektedir. Grup lla WRKY proteinlerini (AtWRKY18, 40 ve 60) igeren lgsin

zipper1, homo veya heterodimerik kompleksler olusturur (Hong, 2016).

A Zinc Finger (CzH2/C2HC moti
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WRKY WRKY

ULP PROTEASE

Sekil 2. 12. WRKY ailesinin alan yapis1 ve proteinlerinin temsili alan organizasyonlari
(Chen ve ark., 2017).

WRKY transkripsiyon faktorlerinin diizenleyici mekanizmasi, sinyalleme yolu,
dogrudan transkripsiyon faktorii aktivasyonunu igeren ABA sinyali yoluyla veya trans-
regililasyon yoluyla bir ¢evresel uyari ile baslar. Trans diizenleme, bir WRKY (yesi ile,
bir W-box olmasi durumunda veya farkli ailelerden diger TF'ler ile gerceklesebilir. Bir
otomatik diizenleme mekanizmas1 meydana gelebilir veya farkli bir WRKY {iyesinin
promoter baglanmasiyla diizenleme olabilir. Baz1 durumlarda, bir mitojenle aktive olan
protein kinazlar (MAPK) ile fosforilasyon, dogru WRKY protein fonksiyonu i¢in
belirleyici bir islemdir. MAPK'lar, strese yanit dahil olmak tizere bir¢ok bitki sinyal
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yanitint modiile ederek, uyarici algisi ile molekiiler hiicre yanitlar1 arasinda bir baglanti
kurar. Aktive edildiklerinde, WRKY TF'ler, W-box dizisini baglayarak farkli bir
WRKY'yi diizenleyebilir veya ¢evresel uyaranlara karsi tolerans, direng veya duyarlilik

kazandiran bagka bir yanit veren geni diizenleyebilir (Sekil 2.13) (Finatto ve ark., 2018).

Stimuli — biotic or abiotic factor

- /\

WRKYl Gther WRKY Other TF

BdLh it d

WRKY PROMOTER WRKY coding sequence

WRKY PROMOTER WRKY coding sequence " WRKY PROMOTER  Responsive gene coding sequence

|

MAPK ‘(‘

V)

Response to stress o % %
) -

Wi

[resistance/tolerance/sensibility]

Sekil 2. 13. WRKY transkripsiyon faktorlerinin diizenleyici mekanizmasi
(Finatto ve ark., 2018).

2.4.2.3. NAC TF Ailesi

Bir NAC proteinini kodlayan cDNA, ilk olarak Arabidopsis'te dehidrasyona
duyarli (RD26) geni olarak tanimlanmistir (Nakashima ve ark., 2012).

NAC genlerinin bitki alemindeki dikkate deger cesitliligi ve amplifikasyonu,
bunlarin sayisiz iglevini yansitir. Bunlar, bitki gelisimi, yaslanma, besin dagilimi, hiicre
duvari biyosentezi ve abiyotik ve biyotik stres tepkilerini igerir (Nakashima ve ark., 2012;
Puranik ve ark., 2012; Welner ve ark., 2016). Ozellikle stres tepkileri ve duvar
biyosentezindeki merkezi roller, gida, yem ve biyoyakit {iiretimi i¢in mahsul
optimizasyonu igerisindeki uygulamalar i¢cin NAC proteini igin blyuk bir potansiyel
gostermektedir (Welner ve ark., 2016).

NAM / ATAF1l / CUC2 (NAC) proteinleri, 6nemli model organizmalar
Arabidopsis thaliana da dahil olmak {izere bir¢ok bitkide 100'den fazla temsilci ile genis
ve yaygin bir transkripsiyon faktorii (TF) ailesi olusturur (Nakashima ve ark., 2012;
Welner ve ark., 2016).

NAC ailesi proteinleri, N-terminal bolgesinde bulunan ve bes alt alana (A'dan

E'ye) bolinmiistir (Ooka ve ark., 2003). NAC proteinleri moduler bir organizasyona
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sahiptir. Cogunlukla, NAC alan1 olarak adlandirilan bir N-terminali -150-amino asit
korunmus DNA-baglanma alan1 (DBD), transkripsiyonel diizenleyici aktiviteye sahip
daha uzun bir C-terminal alanina (CTD) baglidir (Sekil 2.14) (Ooka ve ark., 2003;
Puranik ve ark., 2012; Welner ve ark., 2016). Bununla birlikte, yapidaki birkag varyasyon
da tespit edilmistir. Bu atipik NAC proteinleri, yalnizca NAC alanini, art arda tekrarlanan
iki NAC alanini kodlayabilir (Puranik ve ark., 2012).

) _ i Transkripsivoen
DNAS protein baglama/ aktivasyonu, basarma,
dimerizasyon proteinbaglama

I I
N-Terminal I,ﬂ ‘BI ( lD IE C-Terminal

+— NAC — f— TR

Domain Domain

Sekil 2. 14. NAC proteinlerinin yapisi
(Puranik ve ark., 2012).

NAC alani, Petunia NAM ve Arabidopsis ATAF1 / 2 ve CUC2 proteinlerinden
alman konsensiis sekanslarima gore tanimlandi (alan, genlerin ilk harflerinden
adlandirildi) Arabidopsis CUC2 dahil birgok NAC proteini, bitki gelisiminde dnemli
islevlere sahiptir. Baz1 NAC genleri, yaralanma ve bakteriyel enfeksiyon sirasinda up
stream regiile edilirken, digerleri viral dirence aracilik eder (Hong, 2016; Nakashima ve
ark., 2012).

Birkag¢ tam bitki genomik sekansinin yardimiyla yapilan kapsamli arastirmalar,
Arabidopsis'te 117, piringte 151, Gzimde 79, kavakta 163 ve soya fasulyesi ve tltiinde
152 NAC geni tanmimlamistir. Genom c¢apinda transkriptom analizi ile saglanan
biyoinformatik destek,% 20-25 NAC genlerinin en az bir veya diger streste islev

gordiigiinii 6ngormiistiir (Puranik ve ark, 2012).

2.4.2.4. TCP TF Ailesi

Bitkiye 6zgii TCP transkripsiyon faktorii ailesi genleri, dallanma, yaprak gelisimi,
hormon yollari, tohum ¢imlenmesi ve sirkadiyen saat gibi birgok bitki buylmesi ve

gelisim siirecine dahil olur (Aggarwal ve ark., 2010; Danisman, 2016; Hong, 2016).
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Hiicresel diizeyde, ¢ogu TCP geni, ya siklin transkripsiyonunu dogrudan kontrol
ederek ya da hiicrelerin farklilasmasini indiikleyerek bitkilerin organlarindaki hiicre
¢ogalmasii modiile eder (Aggarwal ve ark., 2010).

TCP proteinleri baslangigcta tanimlanmis ve karakterize edilen ilk ¢ aile
tiyesinden sonra adlandirilmistir: Misirdan (Zea mays) Teosinte Branched 1 (TB1),
aslanagzindan (Antirrhinum majus) Cycloidea (CYC), ve piringten (Oryza sativa)
Proliferating Hiicre Faktorleri 1 ve 2 (PCF1 ve PCF2) (Hong, 2016; Liu ve ark., 2019).

TCP proteinleri, TCP alanlarinin sekans homolojisine gére Smif I ve Simif II
olmak iizere iki sinifa ayrilir. Bu siniflar, ilgili NLS'lerin bilesimi, bHLH alanindaki ikinci
helix uzunlugu ve bHLH alan1 disinda bilinmeyen islevsellige sahip arginin agisindan
zengin bir alanin varligi bakimindan farklilik gosterir (Danisman, 2016).

Sinif I, TCP alaninda korunmus bir dort amino asit delesyonuna sahiptir ve bazi
Sinif II genleri, bir glutamik asit-sistein-glutamik asit ve / veya TCP alan1 disinda arginin
acisindan zengin bir R alan1 gibi ek motifler sergiler (Liu ve ark., 2019).

Bu s6zde R alani, sinif I TCP'lerde bulunmaz ve protein-protein etkilesimlerine
aracilik eden hidrofilik bir a-helix veya coiled-coil yap1 olusturdugu tahmin edilmistir
(Danisman, 2016).

Sinif II'nin iyeleri, TCP alanlarindaki dizi farkliliklarina gére CIN ve CYC
siiflarinavayrilabilir. CIN alt sinift Antirrhinum CINCINNATA (CIN) ile temsil edilir
ve CYC alt siifit CYC ve TB1 ile temsil edilir. Smif II TCP proteinlerinin, digerlerinin
yani sira gelisim Ornegin, yaprak farklilasmasi, aksiller meristem gelisimi, silirgiin
dallanmas1 hormon sinyallemesi ve savunma dahil olmak tizere bircok bitki islemini
diizenledigi bilinmektedir (Liu ve ark., 2019).

Cesitli deneysel yaklagimlarda, sinif I ve sinif II TCP proteinlerinin hedef gen
promoterlerindeki GC agisindan zengin dizileri tanidigi gosterilmistir. Arabidopsis
thaliana genomu, sekans benzerliklerine gore Sinif I ve Smif II TCP'lere boliinen 24 TCP
TF’y1 kodlar. Tim TCPTF’ler, niikleer hedefleme, DNA baglama ve aracilik eden
protein-protein etkilesimlerinden sorumlu 59 amino asit uzunlugunda, kanonik olmayan
bir bHIH alani olan TCP alanini paylasir (Hong, 2016).

TCP genlerinin gesitli biyolojik siire¢lerdeki kritik rolleri géz 6niine alindiginda,
cesitli bitkilerde TCP homolog genleri analiz edilmis ve bu gen ailesinin analizleri tiir
genomlart arasinda gerceklestirilmistir. Ornegin Physcomitrella patens'de 6 TCP geni,
misirda 29 bugdayda (Triticum aestivum) 66 A. thaliana'da 24, Populus euphratica'da 33

ve Gossypium raimondii'de 74 TCP geni tanimlanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Patates (Solanum tuberosum) Genomunda Transkripsiyon Faktort Kodlayan

Genlerin Tanimlanmasi ve Karakterizasyonu

Patates (Solanum tuberosum) (Ensembl Plant Erigim:
PGSC0003DMG400029744) cDNA sekans koleksiyonu transkripsiyon faktori kodlayan
genlerin tanimlanmasinda kullanilmak {izere Ensembl Plant Genom Veritabanin’dan

(https://plants.ensembl.org/index.html ) FASTA formatinda indirilmistir. Gen tanimlama

analizleri, homoloji temelli metodoloji ile gergeklestirilmistir.

Plant Trancription Factor Database (PlantTFDB)’den (http://planttfdb.gao-

lab.org/) alinan karakterize edilmis Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ve piring (Oryza
sativa) transkripsiyon faktorii gen setlerinin homologlar1 patates cDNA sekanslarinda
konumlandirilmistir. Bu amagcla erisilebilir bir analiz sunucusu olan Galaxy’de

(https://usegalaxy.eu/) bulunan NCBI BLAST+ blastx araci kullanilmustir.

Galaxy, erisilebilir, tekrarlanabilir, agik kaynakli, web tabanli bir platformdur.
Genomik arastirmalar icin gelistirilmis bir¢cok araci i¢inde bulunduran ve kalic1 olarak
veri depolama imkani sunan bu platform yillar iginde gen expresyonu, genom montaji,
proteomik, epigenomik, transkriptomik gibi bir¢cok disiplin i¢in kullanilmaya devam

etmistir (Afgan ve ark., 2018).

BLAST (Temel Yerel Hizalama Arama Araci) bir web araylizii araciligiyla ya da
bagimsiz olarak kullanilabilen bir, dizi benzerligi arama programidir (Altschul ve ark.,
1990). Blast programlar belirli bir sorgu dizisinin homologlarini belirlemek amaciyla
dizi benzerligi aramasi i¢in uyarlanmistir. Niikleotit veya protein sorgularinin tiim
kombinasyonlarini niikleotit veya protein veritabanlariyla karsilastirmak i¢in ¢esitli Blast
tirleri vardir. Blastx analizi BLAST analizinin 6nemli algoritmalarindan biridir, bir
nlkleotid sorgu dizisi, altt okuma gergevesinin tamamina gevrilerek, protein dizisi

veritabaniyla karsilastirilir (McGinnis ve Madden 2004; Pirooznia ve ark., 2008).

56.210 sekans iceren Solanum tuberosum cDNA koleksiyonu, transkripsiyon
faktorii kodlayan genlerin tanimlanmasi i¢in Blastx analizinde niikleotid sorgu sekansi

olarak kullanilmistir. Blastx analizi “e degeri” esik degeri “le-10”, maximum hits degeri


https://plants.ensembl.org/index.html
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“5“olarak yapilmistir. Hem Arabidopsis hem de piring transkripsiyon faktori gen
setlerinin patates homologlar1 belirlenmistir. Blastx analizi sonucunda ¢cDNA sekans
erisim numaralari, cDNA’ ya denk diisen TF erisim numarasi, 6zdes esleme yiizdesi,
mismatch, gaps, e-degeri gibi verileri i¢ceren dosyalar ¢ikti olarak alinmistir. Galaxy ‘ye
yuklenen S. tuberosum cDNA sekans koleksiyonundan, tahmin edilen cDNA sekanslari

Phyton programa dili kullanilarak filtrelenip secilmistir.
3.2. Markor Gelistirme

Transkripsiyon faktorii kodladigi tespit edilen Solanum tuberosum cDNA
sekanslarinda, SSR'larin tanimlanmasi amaciyla genom genelinde SSR arayan, yan
dizilerden primerlerin tasarlanmasini saglayan, e-map islemlerini ger¢eklestiren GMATA
(Genome-wide Microsatellite Analyzing Tool Package) (X.Wang ve Wang, 2016)
yazilimi kullanilmistir. GMATA yazilimi ile birlikte Perl, R ve Java yazilimlarinin da

arka planda ¢aligsmasi gerekli programlar olduklarindan kurulumu yapilmastir.

GMATA, tiim genom diizeyinde SSR tanimlayabilen, buldugu tim lokuslara
primer dizayn eden, elektronik harita olusturan, polimorfizm taramasi ve markor
aktarilabilirliginin tespitini yapabilen bir yazilimdir. DNA 6n isleme, SSR arama, SSR
gorilintiileme, SSR istatistikleri, markor dizayn1 ve markor e-haritalanmasini igeren alti
modiilden olusur. GMATA, DNA dizisindeki SSR'leri verimli bir sekilde tespit etmek ve
SSR arama hizlarini artirmak igin uzun bir DNA dizisini (varsayilan> 2 Mb'dir) uygun
bir uzunluga bolme stratejisi uygular. Her parganin sonundaki kisa oOrtiigen bolgeler
(varsayilan 20 bp), dizinin sonunda dogru SSR’larin tespit edilmesini saglar (X.Wang ve
Wang, 2016). Sekil 3.1 ‘de GMATA’nin SSR arama stratejisi verilmistir.
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Sekil 3. 1. Uzun bir DNA dizisi i¢cin GMATA'daki SSR arama stratejisini gosteren sematik diyagram
(Wang ve Wang, 2016).

3.2.1. Patates ¢cDNA sekanslarinda SSR Tanimlama

Solanum tuberosum cDNA sckanslarinda SSR tanimlamak i¢in GMATA nin
“SSR Arama” modiilii kullanilmistir. FASTA formatinda indirilen cDNA sekans
dosyalar1 GMATA’ya aktarilmis ve motifler tanimlanmistir. Uygulanan SSR arama
parametreleri; en az 5 tekrarli, en kisa 2 niikleotid ve en uzun 6 niikleotid olacak sekilde

belirlenmistir.

SSR tanimlama agamasinin sonuncunda cDNA dizileri iizerindeki SSR baglangi¢
ve bitig konumlarini, SSR motiflerini ve tekrar birimlerinin sayisini, SSR lokus bilgilerini
iceren (.ssr), girig dizilerinin toplam say1 ve uzunlugunu igeren (.satl) uzantili dosyalar

¢ikt1 olarak alinmistir.

3.2.2. Markor dizayni

Tanimlaman SSR lokuslarin1 kapsayan sekans parcalarinin, primer dizayninda
kullanilmast icin GMATA nin “Markor Dizayni” modiilii kullanilmigtir. Se¢ilmis cDNA
sekanslar1 iceren FASTA formatindaki dosya ve “SSR Arama” modiilii tarafindan ¢ikti
olarak alinan .ssr uzantili SSR lokus dosyalari, sirasiyla “sekans dosyas1” ve “SSR lokus
dosyas1” olarak “Markdr Dizayn1” modiiliine aktarilmistir. Markor dizayni i¢in minumum
amplikon boyutu 100 baz ¢ifti, maksimum amplikon boyutu 250 baz ¢ifti olarak, optimum

tavlama (annealing) sicakligi 60 °C, yan dizi uzunlugu 400 baz ¢ifti olarak tanimlanmistir.
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Markor dizayni sonucunda her iki tarafta 400 baz komsu sekansi i¢inde ortalanmig
tekrar lokuslarini igeren (.seq) uzantili ¢ikt1 dosyasi, ileri ve geri primer dizilerini, tavlama
sicakliklarini, sekanslar tizerindeki primer konumlarini ve beklenen amplikon boyutlarini

iceren (.mKk) ve (.sts) uzantili ¢ikt1 dosyalar1 alinmastir.
3.2.3. Tiir ici ve Tiirleraras1 Genomik Markor Lokus Haritalamasi

GMATA’ nin “e-Map” modiilii calistirilarak e-PCR islemi gerceklestirilmistir. E-
PCR algoritmas1 amplikonlar olusturmak ve onlar1 patates CONA ve genom sekanslari

tizerindeki markor konumlarina atamak amaciyla kullanilmistir.

E-PCR igin, secilmis patates cDNA sekanslari igeren FASTA formatindaki dosya
ve “Markor Dizayn” modiilii sonucu elde edilen .sts uzantili ¢ikti dosyasi sirasiyla

“sekans dosyas1” ve “markor dosyas1” olarak ““ e- mapping” modiiliine aktarilmistir.

Maksimum “mismatch” ve maksimum “indel” parametreleri ‘0’ olarak
ayarlanmigtir. (.emap), (.amp), (.frg) dosyalar1 ¢ikt1 olarak alinmistir. cDNA {izerinde
hesaplanan amplikon boyutlar1 ve hedef konumlari ile markoérlerin ayrintili amplifikasyon

modellerini iceren (.emap) ¢ikt1 dosyas1 alinmustir.

Markorlerin polimorfizm potansiyeli, GMATA programinin “e-Map” modiiliine,
hem patates (Solanum tuberosum) hem de yakin akraba tir domates (Solanum
lycopersicum) kromozom sekanslari yiiklenerek belirlenmistir. E-Map modull ile
Solanum tuberosum ve Solanum lycopersicum kromozomlar1 iizerinde primer

sekanslariin amplifikasyon profilleri elde edilmistir.

3.3. Polimorfik Fonksiyonel Markdrlerin Protein Anotasyonu ve 3D Modellemeleri

Solanum tuberosum kromozomlarinda haritalanan ve polimorfizm potansiyelini
tiirler arasi ‘mapping’ analizi ile gosteren markdrlerin peptit sekansi diizeyinde
anotasyonlar1 ve 3D (ii¢ boyutlu) modelleme analizleri Swiss Prot server’1 kullanilarak
gerceklestirilmistir, proteinin islevi, post-translasyonel modifikasyonlar, domainler
(kalsiyum baglama bolgeleri, ATP baglama bolgeleri, zing finger, homebox, SH2 ve SH3

alanlar1 vb.) ve 3D yapida polimorfizme dayali olas1 degisimler belirlenmistir. 3D yap1
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olusturma analizleri, polimorfik bulunan markor lokuslarinin alel alternatiflerinin tamami

icin gergeklestirilmistir.

3.4. DNA Izolasyonu

DNA izolasyonunda bitki materyali olarak yerel ¢eside ait yaprak doku ornegi
kullanilmastir. izolasyonlar CTAB (cetyltrimethylammoniumbromide) protokoliine gore
gergeklestirilmistir. Bu amagla 100 mg yaprak doku 6rnegi 800 ul CTAB ekstraksiyon
tamponu [L00mmol/LTris-HCI (pH 8.0), 20mmol/L EDTA
(ethylenediaminetetraaceticacid, pH 8.0), 1.4mol/L NaCl, 2% (w/v) CTAB,1% PVP
(polyvinylpyrrolidone)]. I¢inde pargalanarak, 65°C sicaklikta 1 saat sre ile inkibe
edilmistir. Lizis isleminin ardindan 6rneklere 600 pl kloroform:izoamil alkol (24:1)
eklenmis, 6rnekler 10 dakika sure ile 14,000 rpm hizda santrifiijlenmis, Ust faz temiz bir
tipe aktarilip, izopropanol ile izole edilen DNA’nin ¢oktiiriilmesi islemi
gerceklestirilmistir. Izopropanolde ¢oktiiriilen DNA, pelet haline getirilmek {izere 10
dakika siire ile 14,000 rpm hizda santrifiijleme islemi yapilmis, DNA peletleri %70’lik
etanolde yikanmig, izole edilen DNA, TE tamponunda elie edilerek, -20°C’de

saklanmistir.

3.5. PCR Amlifikasyonu

PCR amplifikasyonlar1 1X Q5 reaksiyon tamponu, 0.2 mmol/L dNTP, 0.5 U
Q5High-Fidelity DNA Polimeraz, 0.50 umol/L ileri ve geri primer ve 5 ng kalip DNA
icerecek sekilde 25 pL hacimde hazirlanmistir. TUm markorler igin standart dongi
kosullar1 su sekilde uygulanmistir: Baslangi¢ denatiirasyonu 98°C/30 saniye, 35 dongii
98°C/10 saniye, 60°C/20 saniye, 72°C 30 saniye, son uzama icin 72°C 10 dakika. PCR
urinleri Qiaxcel Advanced Kapiler elektroforez sistemi (Qiagen, Hilden, Almanya)

kullanilarak goriintiilenmistir.
3.6. Kapiler Elektroforez ve Markor Dogrulama Analizi
Markor fragmanlari, PCR amplifikasyonunun ardindan bir Qiaxcel Advanced

Kapiler elektroforez sistemi’nde yiiriitiilerek ayrilmistir. Qiaxcel DNA High Resolution

Kit (Qiagen) kapiler kartusu kapiler elektroforez analizleri i¢in kullanilmistir. Fragman
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boyutlandirma ve boyut standart1 hizalama i¢in sirastyla QX DNA Size Markor 25-500
bp v2.0 (Qiagen) ve QX Alignment Markor 15 bp-600 bp (Qiagen) kullanilmistir. OM800
yuksek c¢ozinurlikli yontemi, kapiler elektroforez analizlerinde 10 s'lik bir numune

enjeksiyon siiresi ile kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Transkripsiyon Faktorii Kodlayan Genlerin Tanimlanmasi ve

Karakterizasyonu

Solanum tuberosum transkriptomunu kullanarak transkripsiyon faktort kodlayan
sekanslar1 belirlemek amaciyla, Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) ve piring (Oryza
sativa) transkripsiyon faktorii gen setlerinin homologlar1 patates cDNA sekanslarinda
konumlandirilmigtir. Pirincin monokot tirler icin Arabidopsisin dikot tirler igin model
organizma olmasi ve ¢ok fazla calisilmalarindan dolayi transkripsiyon faktorleri igin en
givenilir  verileri elde edebilecegimiz turlerdir. c¢DNA sckanslari  genomik
kiitiiphanelerden daha kiiciik oldugu icin calismalar daha hizli ilerler. Aym1 zamanda
genom Uzerinde tahmin edilen gen bolgesini iceren sekanslar Uzerinde markor
gelistirmede, gen olarak tahmin ettigimiz lokusun transkripsiyonel olarak aktif oldugunu
garanti edemeyiz, yalnizca ilgili gen konumunun“aday gen” oldugunu sdyleyebiliriz.
cDNA koleksiyonu ise transriptom oldugu i¢in transkript edildigi kesindir.

Bu dogrultuda Blastx analizine “niikleotid query” sekans olarak 56.210 sekans
iceren Solanum. tuberosum cDNA sekanslar1 kullanilmistir. Sirasiyla 2296 sekans igeren
Arabidopsis ve 2408 sekans iceren piring peptit sekanslari ile Blastx analizi yapilmistir.
Blastx analizinde kullanilan sekans bilgileri Cizelge 4.1° de verilmistir. Blastx analizi
sonucunda elde edilen ¢ikti hizalamanin eslesme yiizdesi, mismatch -gap degerleri, e-
value ve bit skor degerleri elde edilmistir bu verilerle ile ilgili 6zet bilgi Cizelge 4.2. ve
Cizelge 4.3.°de verilmistir. Solanum tuberosum cDNA koleksiyonu ve Arabidopsis
transkripsiyon faktorii sekanslar1 ile yapilan Blastx analizi ile ilgili veriye

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19607067 linkinden, Solanum tuberosum cDNA

koleksiyonu ve Oryza sativa Japonica transkripsiyon faktorii peptit sekanslar1 arasinda
yapilan Blastx analizi ile ilgili veriye https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19615719

linkinden erisilebilir.


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19607067
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19615719

Cizelge 4. 1. Blastx analizinde kullanilan sekans bilgileri.
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Tir Adi

Blastx Analizi

Sekans Sayisi

Patates (S. tuberosum)
Arabidopsis (A. thaliana)
Piring (O. sativa Japonica)

Nukleotid Query
Protein veritabani
Protein veritabani

Cizelge 4. 2. Patates cDNA sekanslari ile Arabidopsis TF gen setleri arasinda yapilan Blastx analizi

sonucunda elde edilen e- Degeri ve Bit skor 6zet tablosu.

Patates cDNA 1D Arabidopsis TF ID e-Degeri Bit Skor
PGSC0003DMT400006735 AT1G52150.1 0 1438
PGSC0003DMT400036765 AT5G62000.4 0 944
PGSC0003DMT400035592 AT5G20730.1 0 602
PGSC0003DMT400056951 AT5G56270.1 1,07E-180 536
PGSC0003DMT400060864 AT5G06839.2 1,43E-148 424
PGSC0003DMT400062861 AT3G48160.1 3,25E-107 321
PGSC0003DMT400079507 AT4G39070.1 2,19E-69 210
PGSC0003DMT400076759 AT2G41240.2 1,76E-32 113
PGSC0003DMT400011891 AT4G12020.1 2,64E-13 70,9
PGSC0003DMT400047302 AT1G64100.2 1,00E-10 61,2

Cizelge 4. 3. Patates cDNA sekanslari ile Piring TF gen setleri arasinda yapilan Blastx analizi sonucunda

elde edilen e- Degeri ve Bit skor 6zet tablosu.

Patates cDNA 1D Piring TF ID e-Degeri Bit Skor
PGSC0003DMT400030829 LOC_0s03g43930.1 0 1362
PGSC0003DMT400068039 LOC_0s10g33960.1 0 914
PGSC0003DMT400062050 LOC_0s02903690.1 0 653
PGSC0003DMT400022996 LOC_0s01962460.3 4,33E-180 536
PGSC0003DMT400020839 LOC_0s05948870.1 7,92E-134 419
PGSC0003DMT400063315 LOC_0s08941950.1 1,23E-72 226
PGSC0003DMT400017414 LOC_0s01910504.1 1,82E-41 140
PGSC0003DMT400084206 LOC_0s12913170.1 2,22E-26 108
PGSC0003DMT400092871 LOC_0s05923780.1 4,22E-14 63,5
PGSC0003DMT400018557 LOC_0s02902424.1 9,91E-11 60,5

e-Degeri belli bir sorgu sekansinin, belli bir veri tabaninda tirettigi hizalamalarin

rastgele olma olasiligini gosterir. Sorgu sekansi veri tabaninda aratildiginda e-degerinin

“1” olmasi neredeyse tamamen rastgele olma olasiliginin yiiksek oldugunu gosterir. E-

Degerinin “0” oldugu hizalamalar en iyi degerlerdir ve hizalamanin rastgele olma

olasiliginin ¢ok diisiik oldugunu gosterir. Aymi sekilde bit skor yiikseldikge de

hizalamanin rastgele olma olasilig1 diiser. Yapmis oldugumuz her iki Blastx hizalmasinda

elde ettigimiz e-degerler “0” veya 0’a olduk¢a yakin degerlerdir bu da Blastx analiz
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sonuglarinin ¢ok yiiksek giivenilirlikte oldugunu ve ger¢cek homolojileri bildirdigini
gostermistir.

Blastx analizi sonucunda; Arabidopsis transkripsiyon faktorii peptit sekanslari,
patates cDNA sekanslarinda konumlandirilmis 22.274 pozitif blast hits (eslesme) sayisi
elde edilmistir. Eslesmeler arasinda 17.185 yinelenen 5089 benzersiz cDNA tahmin
edilmistir. Arabidopsis gen seti icin patates cDNA koleksiyonunda 20.290 yinelenen
transkripsiyon faktori eslesmesi, 1984 benzersiz transkripsiyon faktori tahmin
edilmistir.

Piring transkripsiyon faktorii peptit sekanslarin, patates cDNA sekanslarinda
konumlandirilmast sonucunda 17.893 pozitif blast hits sayist elde edilmistir. 13.227
yinelenen, 4379 benzersiz cDNA tahmin edilmistir. cDNA kodlayan piring gen seti i¢inde
15.815 yinelenen transkripsiyon faktori 1791 benzersiz transkripsiyon faktort tahmin

edilmistir. Blastx analizi sonuglart ile ilgili veriler Cizelge 4.4’de verilmistir.

Arabidopsis ve piringte tahmin edilen toplam 9468 benzersiz cDNA sekanslari
Excel ile filtrelenerek eslesen ve eslesmeyen sekanslar belirlenmis ve her cDNA
sekansindan 1 tane olmak {izere markor gelistirilecek 6052 ¢cDNA sekansi tahmin
edilmistir. Tahmin edilen sekanslar, Ensembl plant veri tabanindan Galaxy platformuna
aktarilan 56.210 c¢DNA sekans iceren Solanum tuberosum cDNA sekans

koleksiyonundan, Pyhton programa dili kullanilarak filtrelenmistir.

Cizelge 4. 4. Blastx Analizi sonuglar1

Blastx (S. tuberosum ve Blastx (S. tuberosum ve
A. thaliana) O. sativa)
Pozitif Blast Hit Sayisi 22.274 17.606
TF kodlayan benzersiz cDNA 5089 4379
sekansi
cDNA sekansina denk diisen TF
kodlayan benzersiz peptit 1984 1791

sekansi

Blastx analizi ile elde edilen hem arabidopsis hem de piring transkripsiyon faktoru
gen setlerinin, patates homologlar tespit edilmistir. Her cDNA’ya denk diisen TF erigim
numaralarinin hangi transkripsiyon faktorii ailesinin tiyesi oldugu plantTFDB’den alinan
peptit dosyalari ile belirlenmistir. Transkripsiyon faktorlerinin gen ailelerine gore

dagilimi Grafik 4.1°de verilmistir.
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Transkripsiyon Faktorlerinin Dagilimi
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Grafik 4.1. Patates cDNA sekanslarinda tespit edilen TF kodlayan gen ailelerinin dagilima.

Transkripsiyon faktorlerinin  gen ailelerine goére siniflandirma dagilimina

baktigimizda en fazla bulunan TF’nin 1392 ile WRKY TF ailesi oldugu tespit edilmistir.

4.2. SSR Markdorlerinin Tespiti

Transkripsiyon faktorii kodladigini tespit ettigimiz sekanslarda SSR lokuslarini
belirlemek amaciyla GMATA yazilimmin “SSR Arama” modiilii kullanilmistir. Secilen
6052 cDNA sekansinda 2-6 niikleotid i¢eren en az 5 tekrarli SSR motifleri tanimlanmustir.
Uygulanan parametreler dogrultusunda toplam 1435 SSR lokusu tespit edilmistir. En
yiiksek siklikta bulunan SSR tipi 773 ile trinukleotid tekrar motifi oldugu, toplam
tanimlanan SSR’larin %51 ’ini olusturdugu belirlenmistir. Trinukleotid SSR’larin en ¢ok
bulunan motif olmasi, mononiikleotid tekrarlarindan sonra Solanaceae genomlarinda en
bol bulunan ikinci SSR tipini temsil ettiginden ve kodlayan sekanslarda mononukleotit
tekrarlar1 genellikle tolere edilmediginden (Chen ve ark., 2016), literatlr ile uyumlu bir
sonugtur. Genomlardaki SSR dagiliminin rastgele olmadigi ve trinlikleotid SSR'larin
kodlayan sekanslarda genellikle sik gortildiigii bilinmektedir (Uncu, 2018; Metzgar ve
ark., 2002).

Trintikleotidler hari¢ tiim SSR tipileri, kodlamayan bolgelerle karsilastirildiginda
Ongoriilen protein kodlama dizilerinde 6nemli 6lgiide daha az siklikta bulunmaktadir. Bu
durum, kodlama bdlgesinde cerceve kaymasi mutasyonuna karsi negatif secime

atfedilebilir. Mutasyon baskisinin ve spesifik tek amino asit uzantilari i¢in muhtemelen
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pozitif se¢cimin bir sonucu olarak triniikleotid tekrar sayisinin kodlama bdlgesindeki

frekansi ikiye katlanir (Morgante ve ark., 2002).

Triniikleotid olmayan SSR tiirlerini etkileyen uzunluk mutasyonlari, DNA'y1
kodlamada meydana geldiklerinde ¢ergeve kaymasit mutasyonlarina yol agacaktir ve bu
mutasyonlara karsi se¢cim, bunlarin sabitlenme sanslarini azaltacaktir. Sabitleme hizina
baglh olan zenginlestirme, kodlama boélgelerinde de ayni sekilde azalacaktir. Buna
karsilik, tice boliinebilen tekrar uzunluguna sahip SSR’lar (trintikleotid ve hekzaniikleotid
tekrarlar1) cer¢eve kaymast mutasyonlari olusturmayacagi diisiiniilmektedir. Kodlayan
bolgelerde triniikleotid olmayan SSR’larin tek motifleri igeren uzunluk mutasyonlarina
maruz kaldiklarinda negatif olarak se¢ilmis ¢erceve kaymalar1 olusturmas: ve bu tiir
mutasyonlarin, SSR uzunlugundaki degisikliklere katkida bulunan en yaygin ¢esitlilik
oldugudur. Buna karsilik, triniikleotid SSR’lar, tek motifli uzunluk mutasyonlar1 yoluyla
cergeve kaymalari iiretmez. Triniikleotid SSR’larin {iretim hizinin kodlama durumundan
onemli olglde etkilenmez. Bu durum hem kodlayan hem de kodlamayan triniikleotid
SSR’larin benzer tekrar genigleme oranlarina tabi oldugunu gostermektedir. Daha
spesifik olarak, Trinlikleotid SSR’larin genislemesi kodlama yapan ve kodlamayan
bolgelerde diferansiyel segici basinglara tabi degildir, oysa triniikleotid olmayan SSR’lar

kodlama bolgelerinde daha fazla saflastirma se¢imine tabidir (Metzgar ve ark., 2000)

Calisma kapsaminda elde edilen sonuclara gore patates transkripsiyon faktorii
kodlayan sekanslarinda en sik goriilen ikinci SSR motifi 667 ile dinlkleotid tekrarlari
olmus ve toplam SSR’larin %46,4 ‘linii olusturdugu belirlenmistir. Veri kiimesindeki en
az bulunan SSR motifinin tetrantkleotid oldugu belirlenmistir. SSR motiflerinin tekrar

eden niikleotid sayisina gore dagilimi ve bulunma frekansi Cizelge 4.5’te ve Gratik 4.2°de

verilmistir.
Cizelge 4. 5. SSR motiflerinin cDNA sekanslarinda bulunma sayisi ve frekansi.
Motif (-mer) Toplam Frekans
Trintkleotid 773 51.0
Dinukleotid 667 46.4
Hekzanukleotid 19 1.3
Tetranikleotid 16 1.1

Toplam 1435 100
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Grafik 4.2 Patates cDNA sekanslarinda tanimlanan SSR motiflerinin grafik iizerinde dagilima.

Solanum tuberosum cDNA sekans koleksiyonunda tanimlanan tekrar lokuslari
incelendiginde “TA” niikleotid tekrarlar1 145, “AT” niikleotit tekrarlar1 131 kere olmak
Uzere en cok tekrar eden motifler olarak bulunmustur ve tanimlanan tim SSR'lerin
%19.22 'ini temsil etmektedir. En ¢ok tekrar eden triniikleotid tekrar “CAA”,
tetraniikleotid tekrar “CCCA”, hekzaniikleotid tekrar “GCAGGT” olarak tespit
edilmistir. Genel olarak bakildiginda da AT/TA motifleri bakimdan zengin oldugu
gozlenmistir. Bitki genomlarin AT tekrar motifleri bakimindan zengin iken insanlarda
AC veya TG tekrari en yaygin olanidir. Bunlar, tiim bitki ve hayvan genomlarini ayiran
genel 0Ozelliklerdendir. Ayrica bitkilerde en bol bulunan SSR tipi olan AT
dindkleotidlerini palindromik olduklart igin kiitiiphanelerden izole etmek zordur
(Powell., 1996).

Biber genomunda yapilan bir ¢alismada farkli motiflerin dagilimi agisindan “AT”
motifi biberdeki toplam motiflerin yaklasik %95'ini olusturmus ayni1 zamanda incelenen
tiim genomlar arasinda en sik goriilen motif oldugu bulunmustur. Ek olarak, AT/AT
motifi, en baskin dinlkleotid olarak biber, domates ve patatesteki toplam motifinin
%70'inden fazlasini olusturdugu tespit edilmistir (Cheng., 2016).

1435 lokus i¢in toplam 53 farkli motif tespit edilmistir. Diniikleotid tekrarlar tiim
SSR motiflerinin yaklasik %40’ 1 olusturmustur. SSR motifleri icinde toplam 158 olmak
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tizere en fazla bulunan diniikleotid tekrar “CT/AG” olarak tespit edilmistir. En fazla
bulunan trintikleotid tekrar sayisi ise 70 ile “CAA/TTG” olarak tespit edilmistir. SSR
motifleri ile bilgiler Cizelge 4.6’te ve Grafik 4.3’te verilmistir.

Cizelge 4. 6. Secilen Solanum Tuberosum cDNA sekanlarinda bulunan SSR motifleri, bulunma sayilari
ve frekanslar1 verilmistir.

Motif Toplam Frekansi (%)  Motif Toplam Frekansi (%)
CT/AG 158 11,0 TGC/GCA 16 1,1
GA/TC 145 10,1 GTG/CAC 10 0,7
TA/TA 145 10,1 CCG/CGG 6 0,4
AT/AT 131 9,1 CCCA/TGGG 6 0,4
CAA/TTG 70 4,9 AGT/ACT 5 0,3
TCT/AGA 54 3,8 TGAG/CTCA 3 0,2
CA/TG 50 3,5 GCAGGT/ACCTGC 3 0,2
GTT/AAC 50 3,5 AAAT/ATTT 2 0,1
TAT/ATA 45 3,1 TCAC/GTGA 2 0,1
ACA/TGT 44 31 GCC/GGC 2 0,1
ATT/AAT 43 3,0 GATGAG/CTCATC 2 0,1
TCA/TGA 43 3,0 CAAAAT/ATTTTG 2 0,1
GAT/ATC 40 2,8 TCG/CGA 2 0,1
CCA/TGG 36 2,5 GC/GC 2 0,1
AC/GT 36 2,5 ACTTGA/TCAAGT 2 0,1
GAA/TTC 34 2,4 ACCAAA/TTTGGT 2 0,1
CAT/ATG 28 2,0 TGTA/TACA 2 0,1
TAA/TTA 25 1,7 TCTGGT/ACCAGA 1 0,1
CTT/AAG 24 1,7 TAGT/ACTA 1 0,1
GGA/TCC 23 1,6 CTCCCA/TGGGAG 1 0,1
CTG/CAG 22 1,5 CTGATG/CATCAG 1 0,1
AGG/CCT 19 1,3 TAGTAA/TTACTA 1 0,1
GAG/CTC 19 1,3 GAAGTT/AACTTC 1 0,1
CTA/TAG 19 1,3 TGATTT/AAATCA 1 0,1
GCT/AGC 18 1,3 CCAACA/TGTTGG 1 0,1
ACC/GGT 18 1,3 CCCTCG/CGAGGG 1 0,1

GTA/TAC 18 1,3
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Grafik 4.3. SSR motiflerinin dagilimu.
4.3 Primer Dizaym

Toplam tespit edilen 2-6 niikleotid tekrarli 1435 SSR lokusun amplifikasyonu igin
PCR primerleri dizayn edilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda GMATA’nin “Markéor
Dizayn1” modiilii kullanilmistir. Markor dizaynit modiilii sonucunda (.seq) uzantili ¢ikti
dosyasi, her iki tarafta 400 baz komsu sekansi ig¢inde ortalanmis tekrar lokuslarini
icermektedir. Tlgili veriye https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19607178 linkinden

erigilebilir.

Ileri ve geri primer dizilerini, tavlama sicakliklarini, sekanslar iizerindeki primer
konumlarini ve beklenen amplikon boyutlarini igeren (ssr.mk) ve (.sts) uzantili ¢ikti

dosyalar1 almmustir. Tlgili veriye https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19607085 linkinden

erigilebilir. Cizelge 4.7°de markor dizayn istatistikleri verilmistir.

Cizelge 4. 7. Markor dizayni istatistikleri.

Markor dizayni istatistikleri
Toplam SSR lokusu sayist 1435
Dizayn edilen toplam primer sayisi 1210
Pimerlerin ¢ogaltig1 SSR lokusu sayis1 845



https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19607178
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19607085
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4.4 Markor Haritalama

Amplikonlar olusturmak ve onlar1 patates cDNA sekanslar1 lizerindeki markor
konumlarina atamak i¢in e-PCR algoritmasi kullanilmistir. Bunun i¢cin GMATA nin “e-
Mapping” modiilii kullanilmistir. (.emap) (.amp), ve (.frg) dosyalar1 ¢ikti olarak
alinmistir. Markdrlerin tiir ici ve tiirler arasi polimorfizm potansiyeli, GMATA programi
“Mapping” modiiline hem Patates (Solanum tuberosum) hem de yakin akraba tiir
domates (Solanum lycopersicum) kromozom sekanslari yiiklenerek belirlenmistir.
Mapping modilt S. lycopersicum kromozomlar: {izerinde primer sekanslarinin
amplifikasyon profillerinin elde edilmesinde kullanilmistir. Solanum tuberosum cDNA
sekanslarinda gelistirilen 845 SSR markoriiniin Solanum tuberosum 'un 12 kromozomu
tizerinde haritalanmasi1 sonucunda 535, Solanum lycopersicum’nin 12 kromozomu
tizerinde haritalanmasi sonucunda 99 SSR markorii listelenmistir. Bu sonuglar gelistirilen
yeni markérlerin polimorfik oldugunu ve tiirler arasi aktarilabilir oldugunu gostermistir.

Solanum tuberosum icin ilgili veriye https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19640712

linkinden, Solanum lycopersicum icin ilgili veriye
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19640751 linkinden erisebilir. Cizelge 4.8’de patates

ve domates kromozomlarinda haritalanan markor sayilari verilmistir.

Cizelge 4. 8. Patates ve Domates kromozomlarinda haritalanan markor sayilar

Kromozom  Solanum tuberosum Solanum lycopersicum

1 54 17
2 65 12
3 56 6
4 60 14
5 64 10
6 47 7
7 24 3
8 32 5
9 37 8
10 16 6
11 40 2
12 40 9
Toplam 535 99

Bununla birlikte amplikonlarin baglangi¢ ve bitis konumlar1 ve beklenen amplikon
boylar1 elde edilmistir. Amplikon boylarina baktigimiz zaman exon-intron baglanti
noktalarina diisen ve diismeyen markérler tespit edilebilmektedir. Ornegin, >MK587 ve

>MK431 markdorlerinin ¢cDNA ve genomdan elde edilen amplikon bulyuklikleri


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19640712
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19640751

o1

karsilagtirilarak intron bolgelerine denk diistiikleri dngorilmektedir. Cizelge 4.9” da E-

map sonuglarmin bir alt kiimesini gosteren 6zet bir tablo verilmistir.

Cizelge 4. 9. Patates kromozomlarinda yapilan E-map sonucu

Kromozom Markér ID Kromozom ID Amplikon Boyu
1 >MK123 CM034976.1 886/240
>MK409 CM034976.1 194/208
2 >MK587 CM034977.1 1188/215
>MK805 CM034977.1 234/234
3 >MK266 CM034978.1 140/155
>MK296 CM034978.1 186/186
4 >MK139 CM034979.1 120/134
>MK187 CM034979.1 147/147
5 >MK431 CMO034980.1 1329/200
>MK441 CMO034980.1 103/103
6 >MK3 CM035017.1 242/245
>MK30 CM035017.1 249/247
7 >MK252 CM035018.1 462/196
>MK272 CM035018.1 228/228
8 >MK258 CM035019.1 153/156
>MK276 CM035019.1 178/182
9 >MK579 CM035020.1 1649/210
>MK585 CM035020.1 124/124
10 >MK246 CM035021.1 1165/242
>MK259 CM035021.1 152/152
11 >MK827 CM035022.1 131/131
>MK829 CM035022.1 214/217
12 >MK199 CM035023.1 3044/239
>MK504 CM035023.1 153/159

Markér haritalama sonucunda alinan ¢ikti dosyasi (.emap), cDNA iizerinde
hesaplanan amplikon boyutlar1 ve hedef konumlari ile markdorlerin ayrintili amplifikasyon
modellerini igermektedir. E-mapping sonuncunda 1210 adet primer ¢iftinin toplam 845
SSR lokusunu ¢ogalttig1 bazt SSR lokuslari i¢in birden fazla alternatif primer dizayn
edildigi tespit edilmistir. Cizelge 4.10’da dizayn edilen primerlerin listesi ve sekans

bilgileri verilmektedir.



Cizelge 4. 10. Dizayn edilen Primer dizileri.
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MK 1D fleri Primer (5°>3°) Geri Primer (5°>3") MK'ID fleri Primer (5°>3) Geri Primer (5°>3")

>MK1 GTCACGAAGAAAGGCGGTAG TGATCCCATGAATGCAAGAA >MK423  TGGGTGCTTTCCAAAACCTA TTGAGTAACCCCATTTGATGC
>MK2 CACCCCACAACCAAGAAAAC GCCTTCCCAAATTCCTCATA >MK424  GGACAAGGATTCAGAAGCACA GGAAAATTGCCCTGATGATG
>MK3 GCTTAGAGGCAGCAAAGCAA CTTTTCCATCCCAAATCGTC >MK425  TGAGAACCCGACTTTCCAAC GGTCAACATACGTGGCATCA
>MK4 GCCTAATAAGCGCCATGCTA CTCCATTCCCATGCATTTCT >MK426  CTCTGTTCCACAGCACCTCA GGTGGTGAGCACTAGGAGGA
>MK5S CGAGGTAGTGCTGGAAAAGG CGCACTGCATGTTTCTGAGT >MK427  ACGTATATAAGGCGCTAAGGAG CAACGAGCTAGGAATTGAGTGA
>MK6 TCACCCTTAATTCTAGGAGGAC ACGAGTTGCTTCCAGATGCT >MK428 -IC—SGCAAGTTCCAGACTTCGAG GTGGCATGGACTAAGGGGTA
>MK7 QTTTGGTGGTCCGACTTTTG CGAGGTGACACTGGTCTACG >MK429  GCACGACAAATCATCCTGAA TCTGGTTTCCCTCAGTCCTC
>MK8 GGTTCAAAGGCTCAGCTCAA CATATTGCACGGCAGGATAA >MK430 AAGCTTACACGGTGGACTCG AGAGCATCAGCCAAACCAAG
>MK9 GGATGAAGAAGAGGGATTAGT  TTCATCTCTTGACAACCCTGA >MK431  CCACAGATCTCATACTCAAAGC  GCAGCAGTCTTAGGGACACC
>MK10 'IA'\((I;('?\CTTGTGTTGAAGAAAATCC GCATCTTCATGAGGTCTCCAA >MK432 éGCATCATGAGCAAGGAAAT ATGTTGCTGCTTCTGGAGGT
>MK11 ATTTGCCTCTTCCTCCTCCT TTGTGCCTCATGCAACATTT >MK433  GTGGGAGGTGGATGTAGGAG GGAGGAGGAAAATGGCTAGG
>MK12 ATTTTCCGAAGGGCAAAACT AACTTGAACGACCGCATCTT >MK434  CCAGTGCAGGCTACTGATGA CACCCCAATGTTGGAACTCT
>MK13 CTGGATTCACATGGCTGTTT GCATCGTTCCCATCCATAAC >MK435 CCCAAAACACTTTCGGTTTC GTTTCCCCATTTCCGTTACA
>MK14 ACACATTGACGCGCAAATTA GCGGGTGTCCATGTATTCTT >MK436  TGCTCAGCTCCGTCTAGTCA CATGACGCATCAAGAATAGTCC
>MK15 CCAGAAGTAAACCGGTCGAA ATCCTTAATCCGGCGAAGAT >MK437  GAGCTGGAGAAAATGCATGA AGGGAAAATCTGAACCTGACC
>MK16 ACTGCCAGCCGATTAAATGT GTGCTGCTTTGAAACTTGGA >MK438 TCACAAGATGCCTCCTCCAG TTGAGCAGGTTGATGTGGAC
>MK17 TCGATCTTACTGCACCGAAA GTGCTGCTTTGAAACTTGGA >MK439  GGGGACTCTCCATCATCAAA TCCAGAGGATGAATCGTTGTT
>MK18 ACTTGGGAACCAACCATGTC GCTTGAGGAAGAGGGAAGGT >MK440  AACGACAACGACGATGACAA GACTCCGATCCTGAGTGCTG
>MK19 ACCTTCCCTCTTCCTCAAGC TTCATGGCTCCTAGCTCCTC >MK441  TGCCAGTCCGATACTCTTCC GCTTCGTCAGTGCTGTGGTA
>MK20 AGTGGCAAGGTCTGCGTACT ACCCCTCTTTCCAGGTTTTG >MK442  AACACAATTGCAGCCAATCA AGTCCTCAGGGATTTCTTGGT
>MK21 AGTGGCAAGGTCTGCGTACT TTGTAAGCCTGCAGTTGACC >MK443  CCCTTGACACAGGCTTCTTC TTTGGAAAGTACGAGCAACA
>MK22 CGCGAGTCACACATCATTTT TCATTTCCAACCAAACCACA >MK444  CAATGGGATTGCAACAACAA GGCTAATGCCAATGAAGGAG
>MK23 CATTGGAACCTCAGCCAGAT CTTGGCTGCAACAACTACCA >MK445  TCCCCATTCAACCCAAGATA CAACAAACCAAACACAGATCG
>MK24 CCACGAGTCCAACCTTTGTT CAGACCTGTCGGAGATAGCC >MK446  TTATGGCGATGCTTCATTCA AGCTCTTCCAATGCCAGAAA



>MK25
>MK26
>MK27
>MK?28
>MK29
>MK30

>MK31
>MK32
>MK33
>MK34
>MK35
>MK36
>MK37
>MK38
>MK39
>MK40

>MK41
>MK42
>MK43
>MK44
>MK45

>MK46
>MK47
>MK48
>MK49
>MKS50

TCTTCCACGAGTCCAACCTT
TGGCCTAAATGGTTCCTCAA
GGTAATTGCAGGAAGGGTGA
CCCCTCTCTCTCTCCCTCTC
TGGCTCCTAAGGCAGAAAAG

TCTCAATAGCCCTCTTATGTAG
ATG
ATCGTCATTCATTGGGAAGC

CCTTCAAGAATCAACGACGA
CAGATCATGTTTCGGATGGA
CCAACATGCCTAATGCTGAA
ATGGTGGGGAAGCTGAAGAT
ATGGTGGGGAAGCTGAAGAT
AATCCGTGCTTCGAGTCTGT
CATCAACACGGCCATTACAG
ATTTGAGGGCTCGATGAAGA

GGGTTTCTGTCATCTCTCTCTCT
C
TCATGACAACAACCTCATAGGG

GGAGGTGGATCACATGAAGG
GGAGTTCTCTCGCCACAATC
CAAATGATGATGCCACAAGC
GCAAAACCCAAGAAACCAAA

GGAAGAATACGCCAAAGTCG
CAGCTTGGGCTAGTTTCAGG
CCATTTCCATGGCTTCAACT
ACGACGAGGATGAAGTGTCC
TGCCTTTCTCAATGTGTGGA

CAGCGCAGGTACAACAGAAA
TCACCCTTCCTGCAATTACC
TGACAACAAAGCAAGGCAAT
GGCATCTGGTCAAGGTCAAT
AGGATGCACTTGTTTCAGCA
GGCCAATACCTTTACTGCTAGTC

TTTGGACTTGCTTGTGCTGA
GGATCCATCCGAAACATGA
TGTAGGAACGCGCATGTAAG
GCTTAGTGCCTGAAGCTCGT
CAAAGACTTGTCGCTGATGC
CCACAAAGACTTGTCGCTGA
GCAGTCAGTAAGGCTTTCCA
ACGCTTTGGCTAATGGATTG
CGTAGGACGATGCAATGAGA
TCCGTCGTCATCCATCAGTA

GATGATCACCCAAAATTCCA
TGGATTTGGTTTCTCTCTGGA
AGGGCTGGCAGTTGTTTAGA
ACGATGACGATGTTGAAACG
TGGTGCAACAACATCAGTAACA

TCCAACAACACCCCAAGAAT
CAACGTTTGATCAGATGGGTAA
GGAAGAGGAACGGAAGAAGG
TCCATTTCCTTCACCATTCC

AAAATAGTCCGATATGTAGCTAG
GG

>MK447
>MK448
>MK449
>MK450
>MK451
>MK452

>MK453
>MK454
>MK455
>MK456
>MK457
>MK458
>MK459
>MK460
>MK461
>MK462

>MK463
>MK464
>MK465
>MK466
>MK467

>MK468
>MK469
>MK470
>MK471
>MK472

GGCGATTTAGAACGTTTGGA
GGCACCACTATGTGCTCCTT
CTGATTTGCACCAGTCCTCA
GCAAGGTACCCGCAAATGTA
GCATTTAGCCACAAGTGCAA
CGTTCAGCTCACTCAGTTTCC

GATGCAGCTGATGTCCAAGA
CCCAAGCCCAAATACAAGAA
CACACTGAGGCTTTGAGCAG
CATTTGCAGCGTTATGGAGA
GAATCTAGCCCCACGAACAA
CAAAATCGTTGGGTGGTTTC
CTCACAAGCCCAATTTACACC
TAGGAGGAGGAGGTGGTGGT
TCGACAGCAACTCTGTTCAAA
TCAACAACAACCGCCTGATA

CATAGGACTGGCATGGGAAT
TATTGGACCCATTGCCCTTT
TCTTCACCTGTTGCAGCACT
AGCGACACGGATAGTGAGGA

TGCACTACTTTCACTATGTGGTC
A
CCCAAACACACTGCACTCAC

CTCCGAAGAGGATTCTGCTG
CCCTTTGAACGGTGCTATGT
CGGATGCAGTGAGCAGTTTA
CCATTCGAAACACTCAAAACC

53

TCCTTCTCAACGCAAGAACA
ACATTGGCAACGACAGCTC
CAGCAGGTTGTGACATGGAC
TCAACAATTCCATCTCCATCC
TAACCAATGTGCTTGGCATC
GGGGTTGAGATTTGGGTTTT

TCACTGCTGCTAATGCTGCT
GGAGAAGCATGAGCACCATT
ACTGACCTGACGAGCCCTTA
TCCTTCCTTCAATTCATACCC
TCCTACATTTGCTGCTGTCG
CCGGAGTCGGTGTTGTTATT
GCTCCACCATTATTCTCTTTGC
CCGCGGATTATATGTTGCTG
CCGCGTAAAATATGATGAGGA
GCCTCTTCTGCTGCTACCTC

GTTGATCCCCTCTCTCGATG
CCCATGTTGGGGCTTACATA
TTACGTGCATCACCATCACC
CTCCCACCAGAAACATCAGC
TGCAAAATTATACCACCAGCAG

TTTGCGGAATAGACTGAGACA
GCTTTTATTCACGCCGGTTA
AGGAGAAGGAAATGGGTTCG
GATTATCTGGTGTCATGGGAAA
TCAGATGCATTCCTGATCTCC



>MK51

>MK52
>MKS53
>MK54
>MKS55
>MK56
>MK57
>MK?58
>MK59

>MK®60
>MK®61
>MK62
>MK63
>MK64
>MK65
>MK66
>MK67
>MK68
>MKG69
>MK70
>MK71
>MK72

>MK73
>MK74

>MK75
>MK76

CTGTTGGAGGTGGATGTAGGA

GAGGAATTGCAAATGTCAAGG
TTTGAAGGATCCGAACAACA
AACACGCACACACAGAGAGC
TAGGAGAAGAACCCGTTCCA
ATCCCCAAAACCCAACTTCT
CCCTTTGCAAGTTCTTCTTCA
CTCTTCAAACCGGGTCATGT

GAAGCCAGTGAGATTATCAGAT
GT
CAAGCTCACAAGCAACTACCA

TTATGGTCCCGATGTTAAGGA
GGGTCTGTTGACCCCTCAT
ATCTTTCCAAGCAAGGACGA
TGCAGCTAGGATGCAAAGAA
GGATCCTCATCTTCATCACCA
TTGAAAGAAGCCCTCCCTCT
CTAGCACCATGAAAGCCACA
TCCACCTTCTCCTCCTTTGA
TGACGATGACGAAGATCCTG
GGTGCCGGAAATACAGAAAA
GGATATTAGGACCGCAACCA

TCAAGGGCTGTACTACCTTGTT
T
TCATGTCCAAGTCCAACAACA

CAGAAGGCACTCTGTTCTGATC
T
TGGCTGTAGCTCAAGCAGAA

CCACAAGCTCCTCCTACTCC

GTTGATGATGGTGGCTAGGG

TTTGAAGGATCAAGCCAAGC
CGATCCAACTCCTCCCATAA
TGCGTTGGAGAAAATGAACA
GCGGCAAACTAATTTCATCA
AGTCATCTCCGGCTCCCTAC
AGCAGCAACAGCAACCCTAA
TGTAGCCAAGGAAGGCATTT
TGGCCTTTCTCTTGTTGTTG

TCCAAAAGCAGCAAACTTCA
TTTCCACTTCTTTGGCCTTG
CAACTACAAGCTGGAAAAGGA
GGACTCGCTGTCCATATACCA
CCACCACTTGAACTACCAACAA
CCGCCTCCAATATTAACACC
AGAATAGAGGCCAAATCAGCA
TCAAAGGAGGAGAAGGTGGA
CGCAATGATTCTGGTCCTTT
CATCATCAGAATTCGAGCAATC
TGGTCCGGTCTTCTCTCAAC
TTCGGAGCGGACAAGATACT
CCGACGGTGCATAACTTCAG

AAACGCCTATGCAAATCAGG
GTTGAGTAACCTCCACACATGA

TGCTAGAGGAAGCAAAGCTGA
CGAGGCCGGTGTGTATAAAT

>MK473

>MK474
>MK475
>MK476
>MK477
>MK478
>MK479
>MK480
>MK481

>MK482
>MK483
>MK484
>MK485
>MK486
>MK487
>MK488
>MK489
>MK490
>MK491
>MK492
>MK493
>MK494

>MK495
>MK496

>MK497
>MK498

GAAAGTGTTAGTGGGTGTCAGA
T
GGAAGGTAGTGGCAGTGGAA

TCTGCATAGGAGCATTCACAA
TCCAGCTCTTCCTTCGAAAA
TAGTGGGATTTCGCTGGGTA
CTCCCTTGCAAATTCCTCCT
AACTGTATGTGCCTCGGTGA
CACCCTTGCAAAGAGAGAGC
ACCCTTGCAAAGAGAGAGCA

TGTGCCCTTTCACTCAATCA
GGCTTTTGGAGGAATGAACA
TCTTGCCTACTGTAATCGGTGA
CGGAGGCGCAATAATGTTT
TGATGCACTCAAGGCTCAAA
CCTTACCACAACTTCCTCTCCTT
TGGCGTATGAATTGGTCTCA
CAATTGGAAGCCTTGGAGAA
AGCTTGCCTGGAAGAACTGA
AAACCCGAATCACCCTCTTC
CCTGCTCCGACTAATGCTTC
TCTCTTCTCTCCGCTTTTGC
GCAGAGGAATTTCAGGTCCA

AATTCACGCGTCTTTCAAGT
TTTCTCGCCTCCTTCCTACA

TTTCCCTGGATTTAGCGATG
ACATGGCTCAGTGGGAAAAG

54

CAAAGAGCTTAATGGCAGGA

TTCACACCACACTAGTCATTTGC
CGCGGATATTTTCACCAAGT
TCAGATCTTCGGGATCCTTG
CGGGATTTGAAGGCATCTTA
TTGGAATTGTAGCCCAAAGC
TGATCCCAAACAATCCAATC
TGGTTGTGAACCCTATCCAAG
TCAAGAAGATCCTGCCCAAT

TCTCGATCCGCTTCAACTCT
ATTGTTTCACCCTTCGTTGC
ATGCTTGCCATGTGATGTGT
GGTGGTGTTGATGAGCTCTG
GATGATGTCCTTGTTCCCAGA
GTTGATGATTGCCTCGACCT
TTTGAAAAGGAGGCCAAGAA
GGGAAGCATTTTGATGAGGA
TTGCTGGAGGCATAGTTGGT
TCGTAGCTTCGTTCGTTCCT
GTCGAATGTACCCAGCCAGT
CTTTCACAAACATCCCACCA
CATTTGGCCAGAAGAAAAGC

CGCTCCTCTATTCCTCTTTGTG
CAGCTGGTTCGAGAGAAACC

TGATGTTCCCACGTCTTCTG
CACGTCAAGACAAGGTGGTG



>MK77
>MK78
>MK79
>MKB80
>MK81
>MK82
>MK83
>MK84

>MK85
>MK86

>MK87

>MK88

>MK89
>MK90
>MK91
>MK92

>MK93
>MK94
>MK95

>MK96
>MK97
>MK98
>MK99
>MK100
>MK101
>MK102

ATGCCTCCCAAGCCTTATCT
TCAGAGCGAGACGATGACAC
CGGAGTCGATGAATTTTGCT
GCTTAACAGGGGTAGCACCA
TCCAAATTTCCCTTGAATGC
AAAAGAGGGAGGCAGCTACA
CCTTCTCATGATCACCTGGA
ATGCATCACGTGCTATGCTC

CTTTCCCAAATTTACTCCCTTC

GAAGGGAAAACCAGATGGTAA
A
GAGTACTTGGGTCCCTGTCG

GGAACAACAAAATGGCTGTG

GTTGCTTGCAATGATGAAGG
ATGAAACCCCACACGGAGTA
GCAGCACCAAATCATGTTCA
CCATCAATACAAACGCTGCT

GAATAGCCTTCATCCCAGGAG
ACGTGCCTAGCTACCCCTAT
GGCTGCAACTACAAATCCAA

GATGCGTTTAATGGCCAAGT
CCTGTATTTGATGAGGCAGTGA
AACTCCCACACAACCACCAT
TGACATGCCCCTCTCTTCTT
GCAGCAGCAATGACAACAAT
TACCTTTCCCAGACCCCACT
CTTTGGTGGTTGCACTCTCA

TGAAGTCACACCCCACTTGT
TGGCATTGAATTGGAGTAGC
ATTTGGCTACCACGTTTTGC
GAGGACCAAATCCCATGCTA
GGAACGAACCTTGCACCTAA
CTTCTTTGGAGCGGAAACTG
ATGCATCACGTGCTATGCTC
CCTTCTCATGATCACCTGGA

GGCAAAGTGTGGCTTCATCT
CAGCAAGTTCTGCACCTCAA

CTTTTAGGGTTTGGCCCATT

TCTAGTTAAAGGTCCTAAGTTGT
GC
CCTCCTCCTCCTCGGTAAAC

CCCCTTTCCATTAATTCCTCTC
ACCACCACCACCAACGTTAT
ATTACCGCTGCAATTTTCGT

GGGGTAGCTAGGCACGTACT
TCCACCATAGCAACATGCAG
GGACGCGGTCATAGAAGAAG

GGCTGATTCATAACACCCAAA
TGTTGTTGGCAGAATGGAAA
ATGGCAACCCAATTGAAAGT
CAGTTTGGGCCCTTACCATA
CATCGCATTGAACAACATCA
AGTTGTGGCTGGTCTTCAAA
GGGAAAATCAAACAGGTAGCA

>MK499
>MK500
>MK501
>MK502
>MK503
>MK504
>MK505
>MK506

>MK507
>MK508

>MK509

>MK510

>MK511
>MK?512
>MK?513
>MK514

>MKS515
>MK516
>MKS517

>MK?518
>MK?519
>MKS520
>MK?521
>MK?522
>MK?523
>MK524

AAGGGTTTACGCACTTGGAA
AGCTTTGTTTTCTAGCTCCAAC
GTCCAAATCCCATCTCCAAA
AGCTTTGTTTTCTAGCTCCAAC
TGCTTGGAATCGTCCTCTCT
CATGGAATTCGGACTCTGGT
GATCAATCGAATTGGGGAGA
TGGATATTGGAATGGGATGC

CGCTTGAGGTTCGTCCTATC
GAGCCGGAAGAAGAAATGAA
CAGGTGACTTTTCTTTTCTCTGT
G
TATGGGAATTGGCACAACAA
ATCATCTTCTCCGCCATCAG
CGACAACAAGGACAACAACA
GTGAACTTGGTGGAGGAGGA
TACAGTGCGCATCCTGATCT

AGGGTTTCCACCAAACAACA
GGAAATGAAAGGCCAAGTCA
TGTTTTGCATGAGAGAGAGAGA

CATCCACAAAAGCAGCAGAA
CGCGTTTTCTCTCTTGTCTCT
TGGTTCATCAAGGTATCTCCA
TGATGCTCGTAAGGTGTTCG
CAGGTGTGAACACTGGAGGA
TCACATTGCAGCCAATCATC
GCTTCCACTAAGGAGGCAAGT

55

CTGGTGAACCATCAACAAATG
CCATGAGTGTTTTGGGTGAT
AGAAGGGCTGTTGCTGACAT
TTCAGCATCTGGATCTGGTG
CGGACAAGGGTTTCCATTTA
TGAAACACCTTGTGACGGACT
TCGGATTCGAGAAATCTTGC

TCGATTCTCACTATACCCTTCTC
AC
GGCAGACACAAGGTTTTGGT

AAACGGCGACATAGGATTTG
GTGTGCATTCCCCTCAAAAT
TGTTGCGGACCAGAGAAAG

CCACCATTGTTGTTGTTGTTG
TTTCCTGGTGGTGAAGATTTG
GCCACTGAACCATCCAAATC

TGGAGTGAGAGTGAGAGTGAA
AG
GATGCCACGAGCCTTGAT

GAGCCGGACCCAAGTATTTC

GGATGATGAAGATCAGATGAAG
G
TCATTGTTGGAGGAATGCAG

AGGAAGCAGAAATGGGGTTT
TGACTGCTTTGTGGATGAATG
CCCCAGGTCAAAATCACAAC
GGTGCGACTGTGGTTCTTTC
TTTTGATCGTTGCCTTTTCC
AGCAACCCACCCAAAATGTA



>MK103
>MK104

>MK105
>MK106
>MK107
>MK108
>MK109

>MK110
>MK111

>MK112
>MK113
>MK114

>MK115
>MK116
>MK117
>MK118
>MK119
>MK120
>MK121
>MK122
>MK123
>MK124
>MK125

>MK126
>MK127
>MK128

ACCCTTATGGCATGAACCAG
AAATGGTGTCCAGCGGATAG

CACCATGGCTGTCTTTCTCA
TTGGAGCCCATTTATGTTCA
GCATTCCTGCATCAGTTTCTT
TGGATCATGGGTTAATTGGA

TCAGCTTTTACTACTCCCTTTTC
C
GCACCGTTTGCTTCCTTTT

CACCCACACTATACCCAGCA

TGTTGTGAGCTGTGAAGGACA
CCCTCCCATTTCTCACTCAC

GCAAGGCTACACTACTTCTGAC
AC
TGCCTTTGGCTAGTGATGTC

TGCAGGTGCTTCACTTCATC
TTCCTTTCCTTTCCCTCGTT
GATGGCAACAAACAAACCAA
ATTGCACGATGTCACAGCTC
TTTAGCCCCTGAAGTCGATG
GTCGCTGAAATGGATGGTTT
CCCAGATCAGGAAAACCTCA
TTCCTCATTTTCTCCTCTCCTC
GGCCTACGAGTTGCTCTCTG
GCGATCTCTGCCCTATTTGT

TTTGCAGAAAGGGGAAAAGA
AAATGCAAAGGAATGCCAAC
TGCTGCAAAATGGTCGTTTA

CTATCCGCTGGACACCATTT
TTCCTACCACCAAACGAAGG

ATGTTGCTTGGTGTGTGCTT
CTTCCCATAACTTGCCAGGA
AGGTGAGTTAGCTGGGAGCA
CAAAATCCCTCCACTTGTTG
CAGGGTCATCAAATCCAAGC

ACGATACATGCCCATTCTCC
TGTCCTTCACAGCTCACAACA

CTCTCCGGCATCATCGTTAT
AAGAATTGCACCACCACACA
AAGAGGCACACCGACAAAGT

ACCTTTGCTCCACCTCTTCA
TTGGCTTCCATGTCAACAGA
GGGTTTTGAGGGGTTTCTTC
GGAATCCAAGGCCCTAAAAG
GTAAAGCCAACCCCAGTTGA
ACCGGCACTGTCTCCAACTA
TCAAGTGATGGAGGCACGTA
ACTCAGAACCGCTTGTCTCC
CTTGGGTCCAACCTTGAAAA
CCGATTTACATAGCCCTCCA
CATCAAGACACCACTACTGCCTA

CAGAGTCTTGAGGCGTGAAA
TACTTCTGGGCATGGGTAGC
CCCAACAGCCTAAACTATTTTCC

>MK525
>MK?526

>MK527
>MK?528
>MK529
>MK530
>MK531

>MK532
>MK533

>MK534
>MK535
>MK536

>MK537
>MK538
>MKS539
>MK540
>MK?541
>MK542
>MK?543
>MK544
>MK?545
>MK546
>MK547

>MK548
>MK549
>MK550

CTTCCATTCAGGGGCTATCA
ATTGTTGCTGATGCTGCTGT

TGGTGGATACTTTGCTTCCAA
CTTCCCAGCTTCCCTTTTCT
TGATGATGCCTCTTGGAATG
TTTTCCAAGCTGCCTTATCG
CCACACGCCTCTCTTAGCTC

AGCAACCTGGGCTCTTTTCT
GCGGTGCGTGTTCTTATCC

GCCGGGAAATTCTCCTAAAT
GCTATCTCAGCTGGCTCCAC
TTCCATGTTGAGGTTTTGCT

CCACTTGTGATGCCAACTCTT
CAGGACTGCCACCAATTCTT
CCCTCTATTCCTTTCTTGCTCA
GCTTATCGCGCTCTGTCTCT
AATCCAGCAGCCACCATTAG
GCAGCAATCGTTACAGTCTCC
GATGGGGATGGGAGGAAA
ATGAACTCGAACCCGAACAG
CCCATGCAAATGAAGGTTTT
TGGAACAATAACCCTGAAGCA

TGGAGTAGAGAGCATTAAGAAG
CTG
CAATTGGCGCTGTTATCAAA

GCATGCACCCTAGGTTTTGA
TCTGCATCTGGTGAAGCAAG

56

CTGCAGAATTGACCCCAGAT

GTCAGTCGAGTCATTTTCATCAT
Cc
GCAGGGGCCATATTATACCTT

GGATCTAGGGCACAGATGGA
TTGGATGAGTTGTGGCAGAG
ACACCATGAGTTTGGGTCGT
CCGACTGTGAACAGCAACTC

AGCCCTAACTTCCCACGAAT

GTGAAATGTATCGGAGATTTAG
GAG
GATTCCCAAAACAGCACCAT

GCGCTGCTGTAATGAAACAC
CCCATTGCCTTGAACTTGAT

TTAAATTGCGCGACCTTCAT
CAGTGAAAATTTGCCGGTCT
GGCTTTGGCTTTGGATTTTC
ATCCAGAAACTCGCCACTTG
GCTGCAATGTGTGTTGTTGTT
TGCTGCAATGTGTGTTGTTG
GGTTCGAGTTCATTTCCAGA
GCTTGTCATCTGGATGTGGA
ACCTGTCACCTGGTTCGTTC
CCCATTCAAAAGGGAGCAAT
ATACTTCCATCGCGGACAAT

CCTCCATTGCAAATGCATAA
TGGCGAGGTTAAAGTGTGTG
TGGATTCCCAGGTTGATTTC



>MK129

>MK130
>MK131
>MK132
>MK133
>MK134
>MK135
>MK136
>MK137
>MK138
>MK139
>MK140
>MK141
>MK142
>MK143
>MK144
>MK145
>MK146
>MK147
>MK148
>MK149
>MK150
>MK151

>MK152
>MK153
>MK154
>MK155

TGAATGTAAAAGGGGAAGAAG
G
CTGGGATCCATGTGCTTCTT

AGCTCAATCGAGGTGAATGG
GGCTGACCTTCTCTGCATCT
GCCAACACCAAAGGACAGTT
CTGTAATGGCTGGGCATTTT
CTCCCCAAACCCCATTGTAT
GGGGTGAAAGAAAAGCCAGT
GCGGTGTTACGACTTCGTTT
GCCGGATATTAGCGGTGTTA
TGAAAGACGTGGAGCTGTTG
AAGTACAAGCTGCCCAATTAGC
TCGTCGTCATCGTCTTCATC
CATTGATGGAGCTCGCTTTT
CGGTTTTGGAGGAGAAATCA
AATTCGGATGTTTCGCAATC
GGATTTCACTTCCCACTTGC
GCTGATAAATCACGGCTTCC
CCAACTTGCTCTTCCCTCTT
AAAGCGAAGGAACAATCGAA
TTCCCGTCCAATTTAGCATC
TCTCCCCATTAACCCAAACA
GTGGATCACATTCGCATCAC

TCCACAACTACCCTCCAATTCT
ACGGTGTAGCACAGCATGTC
CAACTTCATGTTTCTCACTCTCC
AAAAGGCAAGGGTAGTGTGC

AGTGTCTGGGGAAAATGTGC

ACCCTGCAGTTCATTTCGTC
AATGGGATGTCCCTGAGATG
CCGGAAAGCAAAGAGGAAAT
GGGAGGGAAACAACAAACAA
AATTCGATCCGTTGACCTTG
ATGGGTGGCACACTTGTTTT
CATTCGTGTTTTGGTTGCTG
CCTCCATAACCCCTTTCTCC
GCTGCCAGGCTTGTATCTTC
CAATGTGCTTGGCAGAAATG
AAATGCCCCTAAATCTCCAA
CACGGGATGGTATGTGAATG
CATCTTCTTCGTCTTCCTCCA
TCTGTCCACGGAACTCCTCT
AGCAACCACTTCTCCAGCAT
TGAAGGGTGTTTGCTTAGGG
CAGGGATCTGCAGGGACTAA
GAACCGTAGCGAGTGAGACC
CCTCTCCCCATTGAAACTGA
TCCTCTCCCCATTGAAACAG
ATCGTCACCTCCTCCTCCTT
GGCAAATAGCAATCACACGA

TCCAGATGCTTGAGTTGCAC
TGAGTCAGAAAACACGCCTTA
ACCAGCAGCAGCAGAAGAAG
CAAGGCCGCAGTGTTTATGT

>MKS551

>MKS552
>MK553
>MK554
>MKS555
>MK556
>MKS557
>MK558
>MK559
>MK560
>MK561
>MK562
>MK563
>MK564
>MKS565
>MK566
>MKS567
>MK568
>MK569
>MK570
>MK571
>MK572
>MKS573

>MK574
>MK575
>MK576
>MK577

TCTGCATCTGGTGAAGCAAG

CAAATGTGGGGCTCTAGGTG
TGGTGTTGGGCACTACAAAC
GTTGCTTTGCTGGCATGATA
AGAGGCGGAGTCAGGATTTT
TGGCATGTTTTAATGGCAAG
GGCAAGAAAACAAAGGGAAC
AAGCTTTTCAAGTCACGGAAG
GCAGACAGCAGCACAAAATC
GGGATTGTCATGAGGCATTT
AACACCAAACCAGTCCCAAG
TGGAAACAAGAGCTTCCCTTT
AGGTGGAGGAGTTTGTGGTG
ACCCATTAACCCCATTTTCA
TTTCCCTTTGCTGTTGCTCT
TGAAGGTGACAGGATGCTTG
TCTAGCCCTGAGATTTGGACA
TCAACCGTGCCCTAATTCTC
ATCGGAGATTCTGCATGCTT
TTCGTTTTGGTGCTCTCACA
TCATTTACCTCGCTCATGGA
TCTTGAACCCACCAACAAAA

CGTCAACGAGAAAGAAGAAAG
A
TTCATGCCAACCAGTCTCTCT

GTGAATGTGGTGGCATTGTT
GCAAACACAACATGGTGGAG
CCGGCAATAAGCATGAAACT

TTCAGCTTCTGGGTCTGGAT

TAGCCAAACATGCCTCATCA
GCAACGACTCTTGGGGATTA
CCCAATCCCTAAAACTGAACC
CCTGTGACCAGTTTTGAGGA
CGTCGAAAACCATAACATGA
TGGAGCCATAATTACCTTCTTG
TTTCCCTTGCTTCTTCTCCA
TGGTCATTTCCATAGCCTCA
TGTGCAAGAGAAAGCCAAGA
TTTGCAGAATGGACCAGGAT
TTCCTGGGCAGTGTGTTGTA
AAGCCTCTTGTGGACAGGAAT
GCAATACCCAATTCTCCAAA
CCCCGGTATCGGATTACACT
TTGCTTCTGCAACTACACTTGA
CTTCCTCAACTTTCTTGTTTCG
ACGGCCTTTTCCTTACACCT
AACGTCATCGTTTTCCCCTA
TAGGGTTTCCAGCCATCAAG

57

TCCTTGGCTCACTAATTCTTCTG

GATGGTGCTGGGAGAGTAGC
TGTACATGGCCCTTTGGAAT

TTGGGAAGCGATCCATTATT
TCAAGCTCAAATGGCTTCCT
GCCAATTTCATTTTCCTGTCTG
TGTTTACGTGCTGGACAACC
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>MK176
>MK177
>MK178
>MK179
>MK180
>MK181

TGGGAAATAGGTGGTCACAAA

GTGGTGCTAATGACTATGATTC
CA
TTTCAACCCCACACATACCC

CTGTTGATGTGCCAGTTAATCC
ATCTCAGACGAATCGCCATC
TCATCAACTTCAAGGGGACA

TCTTTCATGGGCATTCCTCT
GGGAGGAACTTGAGTGGTAGG
TTTTAATCGAGGTGCCAAGG
GCAGCACCAGAAGAGTGTGA
CTGACCCTGACAACCCTGAT
CCAACAAAGCCAAAACATGA
ATTTGGGCATCAACACCTTC
TGGTTTTCTTTAGCTAGCATGG
TTTTGTTGAACGCAGAAAGG
GGATGTGAATGAGGGTTTTGA

TCCACACTCATGTTTGAAGTAG
AAC
TCAACCTCGAAAATCGTCAT

TGCCCTTAAAGAAGGAATGG
CTCTTCAATTGGCCTCCTTG
AAGGATTTTGCCTTGGGAAT
CACCCTTCACTTGATGGATTT
CCATCCGGTCATTCAAATCT
TGACCATTTCACATTTGCTAGG
CCTAGCAATGGAAGAAGAACG
TATGGGACGGAGAAGGAGAA

TCCTCCCATCGAAGAATCAC
TGATTCCCAAAACCAACCAT

TGAAGTTGTGGAGAATTGAGGA
AGTGTTGCCTGCACTTTCTG
AGGATTCCCAAAATGCCTCT
CTTGATCCCATCCATCCTTG

GACCGTTTATTTGGCTCTCG
TGGTTTGATTTGCATGGTTG
TGGTTTGATTTGCATGGTTG
GGCGGAGTTATAATGGCTGA
TTTTGCCAGCATTTCAGTTG
GGTGTTGAATAAAGGGATCCAA
TGGGAACTTACTTAGCCATGC
GCCTCACAGACAACCCAAAA
CGACGCATCACATTCATCTC
GGGATCTCCCTCGTCTATCC
GCACCTTCATCTCCAATTCC

GAATTTCGGACACCCATTTG
GCCTCTGAAGCTACCACCAC
ACGCCAACTCCGTATTGAAA
TCCTGCCATCCTTTGGTAAG
CCGGATGGTGTGAAAAGTGT
CACCATGCTAATGCTCCTCA
CCCAAGTTGCCTAAAAGCAG
AATGTCCCTAGCCAAACACG
ATTCCCAATCCCAACAATCA

>MK578
>MK579

>MK580
>MK581
>MK582
>MK583

>MK584
>MK585
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>MK599
>MK600
>MK601
>MK602
>MK603

TTTTCACCACGTCCATCAAG
GAGTGCCGGATTTAGTGGAA

CCTTTTCAGTTGCTGCTTCC
AAGAACGCAGGAGGAGAACA
TCCCTTGCAATATACACACAGC

GGGTTTACACATTTCACAAGTTA
CC
CGTCCTTTACCACCGCTTTA

TCGTCTCATGGCTTCTTGTG
CCCTTCCCTTGGGTTATGAG
ATGTCTCCCACATTGCAACA
AATTGCAACTTTGCCACTCC
GGGTGCATCCTTCCTAGAGT
TGCTATTGTATGTTCACGCAGT
CCCTTCCTAAATCCTGCAAA
ATTTTCTGGGGTTGTTGCTG
AAAGGCACAAACAGGAATGG

CATCTGGGAAATCAGACTTAGC
TT
CCATTCCACAATTCTCGTCA

AACAAGAGCCTCGGAGTTTG
TTGTCCGAAACAGAAGCACA
AAAAGGGCACTCCTCCAAAG
ATACGATGATGCGAAACGTG
TGCTGGAAGTTGCACTCAAT

CAACAGGAGGATTTGCCAGT
CCCCATATGATGAAAACCAA
GGAGGACATGTTTGGTCCTG

58

TCGCCTTTAAACTCCTCTTCC
CCAGTCCTTTGGTATCCATGTT

TGTTCTCCTCCTGCGTTCTT
TCCAAGCCCTAAACCACTTG
CACCAATCCTAAGCTCCACAA
GCAGAGGCCATAACTGAGGA

TCGGCATTGCATGAAAGATA
GGAGGAGAAAGGTTGGTGGT
TCGGAACAGGGTAAAAGGAA
CCTTCGCCTTTTCTTCTCCT
CCACTAGTCCCACTCGCTTC
CCACTAGTCCCACTCGCTTC
TGATCAGCGGCTTCTAATTG
TGCTGGTAGCTTCCTCGAAT
TTGACGAAAACAATCGCCTA
TGTCAGTCTGCTGGCTATGG
GCTAGAACCAAAGGCATCCA

CATCGTCCCTGTTGTTCTCA
TCCTGAACGACGACTCATTTC
GTACATTTGTGCGCGACATT
CCTCCATTCGAGTTCCATGA
GTATGCCACCAGGAAAAGGA
TGGTCGTCATCATCATCAAA
ATCATCAAGTCCGTGCACAA
GGCCTTGTTCTCTCTGGTGA
TTGTTCCCTGACCCTTCATC
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>MK189
>MK190
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>MK200
>MK201
>MK202
>MK203
>MK204
>MK205
>MK206
>MK207

CTTCTAATGTAGCTATCGCAAA
CTG
CCCTTTGAACCAATCACAGC

TGCATGCTCTGCTTGTATTG

GCTATGGTGTCGTTTGCTCA
CCCAATCAAGAACCTCACCT
TGTGTCCTGTGGCAACATTT

GACAAAACTTGAGCCATAGTCC
TT
TCAAACAACCCCAATTCACA

TCTTCTCCCACCACTGCTCT

CAAACTTCCAAAATCAGCACTC
TTTGAACAAGAACCGGCATT
GGTTGGCGTCAATTCAAATC

AAGCACTTTCTACCAATGAACT
CcC
TTCTGGTTTGACCCACAAAG

AGTCTCAGGGTCAGGGTCAG
CCAGCAACTCTTAGGGGAAA
AATCCAATTGACGGTCGTG

TTAGGGCTCGAAGAGGACAA
AGGAAAATGGCCTGTGGATT
CAGCTCGAGAAATTGGTATTTG
AAGTATTTGGCGTCCCAGAG
CCATCAGGCTTTTGAGGAAA
GCAAGCATTTTCGATAGTGTGA
TCGAGGTCCATACTCGTGAA
GTCTCCCACTCCCTCCCTCT
AAGATTTGCCGGTTGTTCTG

AAAGGCTGTTGGTTTCCTTG

AACCAAACCACCCTTCAAGAT
GCCCCTGGAGATAAAAGAGC

CCTCGAAGGTGGCAACATAA
GAATGTGGAAGCAACATGGA
TCCAAACTCACCAACCAATTC
AAATGGTTGATGGGGAGTCA

AAATGGTTGATGGGGAGTCA
ACCCAGCCTAAAAGCCTCAT

TTTTGCAGCTCCCATAAACC
CAAAGACACGAATCACAAGCA
TCCACGTCTCTCTAGCACCA
CGGTGGAATATTGTTGCTCT

TTGAAGGCCCCTGAATCTAA
TGGGACAACGAGTTGAATAGG
CATTATTTGTGCCTCCACCA
GAACCCCAGATTGAAGCAAA

ATCAGCAACTAGGGGAGCAA
TTCGTCAAAGCGAATACTGG
TGGCTAGTCCTCAGAACACCTT
TGGCTAGTCCTCAGAACACCT
GTCATCCTGCCCCTATGCTA
ATCCTGCCACCTTAAGCAGA
ATCCTGCCACCTTAAGCAGA
CTTCCCCATTGATCCCTACA
TGAAAGCAAATTGTACCACAGG

>MK604

>MK605
>MKG606

>MK607
>MK608
>MK609
>MK610

>MK611
>MK612

>MK613
>MK614
>MK615
>MK616

>MK617
>MK618
>MK619
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>MK621
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>MK623
>MK624
>MK625
>MK626
>MK627
>MK628
>MK629

ACCCCGCGTTTTCTTTTC

TCAGCCATGGACTTAACCAA

CGTTCGTATCTCTCTTTCTCTTCT
G
GCCAAAGTTGAAGGGCTTTT

TTGCTTGCTAGCTCATACGC
GCTCTCGTTGCCTATTTCCA
CAAGCCTCAAACAACTTCTCC

TCTCTCTCACCAAAAGCCAAA
TCTTTGACACTCGTGGATCG

CCGAAGGTCTTCAGCATCTC
ATGCTCTCGGTGAAAGGAAA
AAGCTCCAATTCATCGGCTA
TCAACCGCCTTTGAAAAGAT

TTTGCTGAATGGGGAATTTG
GCTGCTAAACACTCAAGCAGAA
ATTGGACCCTGCAATCAGTC

GGGGTTAAGGAGTGATCAATTT
C
CGTGGCATGCTCTAACAAAA

TGGGGTTGGTTTATTTTCGT
AAATTGGGCATATTCCAGCA
TGGGTTGTGAGAGGAATAAGC
CGCGCTATTACAAACAGGTG
TGACATCCACCAGCTTCTTG
CATTTTCCCAACAGCGAAAT
CGTTTAGCCGTCCACTCTCT
CGTTTAGCCGTCCACTCTCT

59

CGGAATACGGATTGGGTCTA

GGATCTGAGTTGGGGTTTCA
TGATTTGTGGGTTTGTGAGG

CGATGAAGTACCCAAACTCAA
CTCAGGCTCCAATCCTTCAC
CCGTCCATTTTCCACTTCAC
CGAGAAGGCCATAGAGCAAC

ATGGCTTCCACTTTCCACAA

CAAGCGATAATTCTACGCCTCT
A
GGGGCATCTCTTTTAGTGGA

CCTCAACGCATCTTCAAACA
GTCCACTGGGAACAACTGCT
GGTCGGGTACAGATGAAGGA

ATTGTCCAACCAAAGCGGTA
GCTCAGCTTTCAGAAGAAACCA
ATTGTTATGTGCCGCGATTT
CTTGAACAAGCATCAAGTGGT

ACGGGATTACAATGGGTTGA
TTGATGACTCGCTGGAATTG
TGTCCCCAAAATTGGTTGAT
TGCAGATTTCTCACCTGCAT
GCAAGTTGTTGTTGGTGGTG
CATTCACTCCACCCTGTGC
TTCCTGAACCACCAACATGA
TGTTGTTGCTGTGGTTGGTT
GAGGCTTCCCAATGTCAAAA



>MK208
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>MK210
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>MK218
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>MK228
>MK229
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>MK231
>MK232

>MK233

ATGACGACGTTTCGGATCA

TGTCCCCAGTAGAGAAGAGAG
G
TCGGATTCGTGCATAAAGGT

GGAAGGTCAGCGTTTGGTTA
CCCCTCTCATCACTCTTTCC
TGCCTGCTTCAGCTACACCT
AGTCCACAAGGAAGCTGCAA
AGGTGCAACTAGGCCAGCTA
TCTGGATTCGGGTCGTGTAT
TGGAGAGGCTGGAGAAAAGA

GCCTTAGCCAAAGTCCAAGA
AGGTGAGGTTTGAAGGAGGA

GTCCATTTAATCTTGTCTGAGA
TCC
GATGGTAATGCTGCTGCTGA

GTGGAAGTGGGAAGCAAACT
TTGGCGAACATTCTGGAAAT
CCTGAAACGGACGAGGTTTA
GCCCTCCTTCTGTTCCTTTT
AGGAAAATGCAACGATGACC
TGTGGCTTCTCTTGAAATCG
TCAATCCCAACAGCAACAAA
AAGCACCTTGGCTCATGAAT
CATGAGATGGCCAAGTTTGA
TTCTCCCCAACTCTCCTTTTC
ATGTTCGGATTTTCCGTGAG

GGCCAACATCACAGAACAATC

CTCGTCGATCCTCGGTAACT
TCAATTCGAACACCTCCACA

CAGCAATGCAATATCCCACA
AGATTTCGATGGTGGAGGTG
AGCTTCTTGTACGGCGGTTT
CACCACCACCATTACCTTCA
GCTGCCATATTGCTTCGATT
CAACCCCACAAATTCCTTCA
TCTTCTCCGGCAACTCATCT
TTCCCCTAAACACCCTCCTC

CTGGATGCAATGGGAAGAGT
TCCATGTTCATTGACCCAAA
CTGAGCCACCATAGCCATTT

CCACGGTTTCAAAAGACGAT
TGCCACCAAGCAAAATATCA
CGCACGGAACATTAGTGAGA
TCAATGTCTTGGCAAACGAA
GTTGAGCGGGTGTTAAGGAG
CCCGTCTCCACCTTCACTAA
TGAAACCACCTCTCATGGAA
AAGCCAAAGTGGTAGCCTTG
GCTGTTGCTGACATGTGGTT
GGCGACGCTCTCAACTACTC
ACCAGCAGCAGCTCTTCAGT
AGCAACCACCTCAACAGCTT

TCCAAGACATGGGAAGAAGG

>MKG630
>MK631

>MK632
>MK633
>MK634
>MK635
>MKG636
>MK637
>MK638
>MKG639

>MK640
>MK641
>MKG642

>MK643
>MK644
>MK645
>MK646
>MK647
>MK648
>MK649
>MK650
>MK651
>MK652
>MK653
>MK654

>MK655

GGAGCCATCGACAGCAGTAT
TCAGGATTCCCTCAGCAGAT

GGAGCCATCGACAGCAGTA
TGCACTTGTTTAGACCCTTCC
GTGGCCTACGAAGGTGAATG
TGGGTTTGGATTAAGGCATAG
AACGTGGACTACCCTGCATC
TCTTCAATCATGGGTGATCCT
ATTTCTCACAACGGCCAAAG
CGATTTGGGAATGTTGCTTT

AGAAGAGGCTCATTGCTGCT
TCTGTCACTTTTCCCCATGC
TGCTCGTAAGCAGGGTCTTT

AGAACGAAGCCGTTGTTGAT
GAATCAGTGCAACGAGCAAA
CCATTGACAGCCCATTATCC
CCTTATCCCTGCCTCACAAA
CTCGGAACTGTTAGCACACG
TGTATCCAGGGACAAGGGTTT
CGAAAGCTCCTCAAAGCAAC
GCACATGTTTTCTGAGATTGC
AGAGAATGGTACTGGCACTGG
TCAACAAGATTTGCCCACAA
CAGCCGCTAAAAGGAGAGAA

TCTTCTTAGACACAACCTCTACC
TG
TCACGACAAGATAACGGATCA

60

CCTATCATACGCACGAGCAG
TAATGCGGAATGTTTTGTGC

TTGCTTTCCACAATCCCATA
TGTCACTCTCAATTGCCAACA
CGGTCTTTCTGTTGCATCCT
AAACAGTGCCGATGAACTCC
AAGAGGAGGCCAAAGAAAGG
AAGGAGGAGAAGGTGGTGGT
TGCTATTTCCCCAAGCTCTTC

CGTACAATGGATGATTCTCTTC
AC
CCCCTTGTGAAGATGCTGAT

TGAGTTCAAGAGCAGCCAAG
TTCATCACACGGAAAAGCTG

GAAATCGTTGATCCGCTCTC
TGACGATGCAGAAGCGATAG
TGATGTGAAAGAGTTGATGAGG
TTTCCATCCATCCCAGAAAA
TGTATCCAGGGACAAGGGTTT
CTCGGAACTGTTAGCACACG
CGGAGATGAAGGGAAGAGTG
ACGTATATTTGCACGCATGG
GCTTGTGTTTTGGGAGCATT
TCCACTCCTCATCATCACCA
CTCATTCGAACGCAGTGAAA
AACTCCGTTGGGTTTTCCTT

CTGTGGCTGAAAATAAACCCTA



>MK234
>MK235
>MK236
>MK237

>MK238
>MK239
>MK240
>MK?241

>MK?242
>MK243
>MK?244
>MK?245
>MK?246
>MK?247
>MK?248

>MK?249

>MK250
>MK251

>MK252
>MK253
>MK254
>MK255
>MK256
>MK257
>MK258
>MK259

AGCCAGTGCCAGAGAAGAGA
GAAACATCCCTGTTGGTGGT
GGGACACCTTGCTAGAGCTG

CTCTCTTAGGCGATTGTATTTGT
TG
TTCAGACAAAGCAGCCAAAA

CATGGCAATGTCAGGATCAG
ACTTGATCCGCTATGCTTGC
GGGACGCCTAAAGCAATTTT

TTTGCAACCTCATCAACTGG
ATCCAAGAAGAGCAGCCAGA
TGTAGGAGGTGGCAAGTGTG
GAATTATCTCCGCCCTGATG
AGCTCTTCCCCATTTTACCC
CATGAGTCAATCCCAACAACA
ACGCCTACAAAAGGCAGAAA

AACAGATGGAAGCTGCAAAGA

ACCACCAATTGCAAGTCTCC

TCAAAGACGGTTTTAGGGAGA
A
TGTCAAAAGTGGCTCACCTG

TTTTCCCCATCTCCGTCATA
GCATGTATGATGGTGGTGGA
TCCAACGTTTCAATCCCAGT
TTTCATGGAGCGCAGAGATA
CTCTACCCTCCCCAAACTCC
GCCCTCCTAAAGCTTCCATT
TACATGCACAGCAGGAGGAG

TCAATCATCTCGCGTACCAA
ACTCCCCACTAAAGCCTCGT
TGGTGGTGTCTATGAAAGTGATG
AGAGGAAGCGAGTGGAAATAC

GCTTGCTTCATTAGATGCACTT
CTCGCACCAAAATCATGAAA
TTCCTCCTCCTCCATATCCA
GCTTGCTTCCCGAAAGTAGT

TGGCTGCTCTTCTTGGATCT
ACTTGCAGGGGTGAAGAAGA
TACCTTCACGTGCGTATCCA
TTGCCCTCCTAGACTTCACC
TCTTTGAGTTCCCTCACACG
AAATCGAAAACCAGGCATGA
TCGATTTGTTGTTGGGAAGA
CCCTAGCTAATCAGAACTAACCA

AA
ATTAAAAGTACGCGCCAACG

GCGATGTTCCTCAGCTCAAT

TCCTCCTCCAATCTTGTCCA
CCGTTGTCTTGCGTTTGTTA
AACCTTGTCAAATCCCATGC
TTTTCATCCAATAGCCTCCA
GCCATACACTCTTCCGGTGT
CATCTTCCGCAACCAGTTTT
GAAGCCACGGAAGAGAGAAA
TGTCCCACAGAACACAGTCAG

>MKG656
>MK657
>MK658
>MK659

>MKG660
>MK661
>MK662
>MK663

>MKG664
>MK665
>MKG666
>MK667
>MKG668
>MK669
>MKG670

>MK671

>MK672
>MK673

>MK674
>MK675
>MK676
>MK677
>MKG678
>MK679
>MK680
>MK681

GACGCAGAACTCATCTTGTTCA
TTTTCCTCCATGGTGTGGTT
TCGTGAAAGAAAGGATGCAA
AGACTACAATTCCGTGCTTGG

CTCCTCTCTTCCCCACTTCC
AAACGTTCGGGATTTTCACA
TCTTTGCTGTTCCGCACTAA
GCCTGCAAATCTCCATCAAC

TGGGCTTCAACTTTATCATGG
CGGAGCTGGAGGAGGAAATA
GGTTTCGAGTTATGGCAGCA
TCCTGCTGCTAAAAGACGTG
GAGCATGCAACACTCTTTTCC
CCAGATTCCGGTAGTTTCTCC

CATCTTTCCCTAATTATCCTTCA
GC

ATCCTCCTCCTCCTCCTCCT
CGGAAACAGTCGTAGGGGTA

CCAAGTGGAGGAGGAGTGAA

CCCCTTTCTCTGTCTTCACCT
TGAAATATGCTGCTCCGAAA
TCCCTGCAGAACAAGAACCT
TGGTGGACACAGAGCAAGTC
CCAGGAAGGACAGCAAATGA
CCAATTTGCCACGCTTTAAT
CTCATTCCCACCAATTCTCC
GGTGGAACCTTGTGGAGAAA

61

TTTCCTTTCATCAACCACCA
TCCACTTGCATGCTCTAATACC
AATATCAGAGCCACCTCCACT
AATATCAGAGCCACCTCCACT

TGCCATTTCCGTCTCTGTAA
GAAAGGGCCAGATTCCTCTC
ATGGGGCCCTAGAAGAAGAA

CCACTTCCATGACTGTTCAAGA
T
TGGCTAAAACTCCCTCCATATCT

ATGAGGCTGAGCTCGTTGTT
CCCCACACCAACTGAGAAAT
GGGTCTTCTCTTGGCCTTTT
CAAAAGAAACCGACCTTTCG
AATTCCACCAGTTTCCTCCA
TGGGAAATTCATTGGTTGGT

AAGTCATTCAAATCTGGCCTGT

TTTGCATCAAGCAGAAGCAG
AAATCGCATCTTCCGTTGTT

CAACAACAGTGTCCCAAAGAA
CTTCACTTCGGCTTCATTCC
GAATTTCTGCTGCCCATTTC
AAATCGAGCACTCGTGAACC
CGTTTGAGAAGTTCCGAGGT
CTGGGGTTTTACAGCAAAGG
AGCTGATTGCCGAAGCTAGT
CCTCCTCTGTTTCTTCGTCCT



>MK260
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>MK262

>MK263
>MK264
>MK265
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>MK278
>MK279
>MK280
>MK281
>MK?282
>MK283
>MK284

>MK285

GGGAATTGCCATAATCTCCA
CATGGTTGGGGACTTGACTT

CTTCTCAACTCATCTCATCTTTC
TC
GATGGACGGTGCAAATTTCT

ATTGGGCATTCGTCAAGTTC
ACACTCTCCAGACCGCACTT
GCGCTGGGTTCTTTATGTTC

TCCATCTCTTGGCGCTTTAT
CCATCATCTTCGGCTCTCTC
CTTGGTGGCCATATGAATGTT
GTGTCGTCCCCAATCAGAAG

TAGCACCCCTTATGGTGGAC
TTCTGCGGAAAAGGTAGCAT
ACACAAACTCCGTCCCACTC
TGCACCATTTTGGAATAGCTC
TTCGTGAGGCCTTATTCCAC
CCTTCTTGGCACAAGCTCTTT
GAGGATGCAGGAGGAACAAA

AAATGGCTTCGGTGAAGATG
CCTAAACAGCACGCTGAGAA
GGGCCCATCAGATTATAGCC
GCCAACTCTTGAAAGGCAAC
GATTAAAGGCACGGTGAGGA
CAACATGTGTCCCTCGAAGA
TGATACAACCTTGCCTGATCC

TCCCTTGTTGTTTTGCGATT

CAGAGAGGGAGGAGGGAAGT
CCCTAGATTGAAACATTGACCA
GTCGGAGGTCCATGTCATCT

ATGTCTCTCTCCCCAAAAGC
CTCTCTCCGGTTTGATGAGG
GGGTACAACCATTTCATCTTTC
CCCGTGTTCAATTGTGAATG

CGACGACGAACTCATTTTCC
TTCGAATTGTTTAGCGTCCA
ACCCTAATTGGAACCCCAGA

GAAAGAAGAGAGGAAGAGTGAA
ACA
CTGCAGTATCAAACCTTCACTCA

CCCCTTGGTCATCCTGTAAA
GATTCGGACAACGAACGAAG
CCCCTGCCTACCTCTAATCC
ATACGAGCTTGCCACTGCTT
GGTTGTGGGGTTTTAGCAGA
AGAGGCGGAATTTGAGGACT

TTTCCTTGAATCCCCAACAA
CAAAACGGCTCCAACCTTTA
GATGAAAGCCCCTCACAAAA
TGACTGATGTTGGTGACAAATG
GGGCGATTTTGGGTATGAAT
TATGCCTTGGGGAATACTGG
GTGCCTTTGGTTGTTGGAGT

TGGTTCAGTGTGATGTTTCCA

>MK682
>MK683
>MKG684

>MK685
>MKG686
>MK687
>MKG688
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>MK692
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TAAACCCGTTGTTGATGTGG
TGGAAGAGGAAGACGAAGAAG
TACTCTCCGTCCACCGTCTC

GCTGACTTGGAAATCACAGC
CGGGCAATCTAGAGCAGTATG
GCCTCCCAAGCCTTACCTAT

TGCTAAGAGTAGTAACCCCAAC
C
AGGCGAAAACCAACTTTCCT

CTTTGAATTTGAGGGGAAGG
TCAAATGCAGCAGTGGTCTC
GCATGCCCATCATGTTGTAG

CCTTCCTTTCTCCACCCTTC
CGGCTTTTCTTTCGTCATCA
ATGGATGCTTCGCCATCTTA
GGGATGCCCACTCTTTGATA
CATGGTCCGATGAAGAAGAAA
TGAGAGCTCATGGTATTGGAGA
CCGCGAAGAAAATGAGGAT

CTCAAGCGCATTTTCCTCAT
CACTCAAGCAACTCCCCATT
CACTCAAGCAACTCCCCATT
TGCCCCAACCAAATTTCTTA
TGTTTGCCACTGTGAATGGT
TGAGACACCTGAGGATGCAG
GATGTTGCTGCTGGAATGAC

CTTGCAAATTCACAGGCAAA

62

CACCATATTGGTCAGGGACA
TTGCCTCCAACAGTCCTTTC
CCCGACCTTGAACTACACCT

TTTGGTCGTTGATCGATTGT
TGCTAACCAGGAAACGGAAT
TCGTTCCATGGCATACAGAG
TCCGGCTCAAATAAAATGCT

TCGTCGTCTTCACCATTTTG
TCCTGCAGTGTCTGTGGAAG
GAAAAGGTGGACAAGGGTGA
GGGTGCTTCCATGAACTTGT

CTGTGATTGGCAAGCGAGTA
CTTTCGCGTTCGTTTCACTT
TGTGGCATGTCTTTGAAGGT
CTTTTGTTCATCGCGCAGT
TTTTCGATGACTCGGTTTCAC
AAGCATCATCAGAGCCACAA

TGGACCAATACCAACTTGTAAC
Cc
AAGCATGGATGTTTCGTGTG

CATAAGCCTGAGCCAACTCC
ACTTGATGCCTGAAGCTCGT
TTTGGGAACTCAACTCAACACT
GCCACACATGCATTAGCAAC
CTCTTTGAACTCGGCCTATCA

CATTGAACTACTACTCTCACCA
CCA
GAGCACAATTCCCACCAGAC
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CCCACCTATTTGGAAGACGA
CAAAGGATGCAAGGCCTAAA
TGCAAATAACGACGGATTCA
TAGCATCCCAAATCCTCAGC
CAGCTCAGGTGGAGAAAAGG
CCGTGAGGTCCTGTTTCATT
ATAACGCAAAGGGCACAATC
TGATAATGCAAAGGGCACAA
CTTGTTGGGAACGCCATC
GCTGCGTTCAAGGAGAAGAG

GCTTGGGGTTTTGTGTTTTG

GAGGAATTGAGGAGAGGAGAA
AACAAAGTCCACCAGCCATC
GTCTTTGGATGGCTGCATTT
CCGGTCCTGCTACTACCTCA
TTGCCCCAACTTAGAGATTCA
CGCTGTTGAATGCTCGATAG
AACTCACAGCACACACACCA
TTCTTCATGGCTCTCACTGC
CGGAAGCAAAACCAAAACAT
GGTCCTGACCACCACCTCTA
CAGCCTGCAGAGTGCATAGA
TAGGAGAGTTGGACGGTTGG

TTGGAAGAAACGGGACAATC
TGGAATAATGAAAGACCCTTGG
CATCATCAACATTGCCCAGT
CACTTTACCCTCCCCAGACC

TTTCGGATTGAACACTGCAT
CACCACCATTTCCACCTGAT
GATGCAAGGCTACAAAATGC
GACTCACAACGAGGGCATTT
TGTCAATGCTTCCCTTCCAT
CAACTCTTTCCCATCCTTCG
GGAGGAACATCCAGGTGCTA
GGAGGAACATCCAGGTGCTA
GCTCCTTTTATCCCTCATTTCA
GGTACATCAGTCCACGAGCA

CGTCATTTGGATCTGTGTCG

GATGGCTGGTGGACTTTGTT
TCCAATCAACCATGTGGGTA
TGGTTGAGTAGGTCGCATGA
ATCCAACCACCACCATCAGT
TTGCATCCTTGAGGGAAAAG
TCACAATCGACAAGGATGGA
GATGATGAGAGCCGGTTGAT
CTTGGATCGGAGCTGTTTTC
TTTGATCCCGGGTACACATT
TACTTCAGGGCGTTCAGCTT
CACCCAACCTCCTTTGAGAA
CTGCCAGTTTCCTTCCTCTG

GATAGCAGCAGCCCATTACC
ATTTGATCATCCCTCCATGC
GCGGGAATAGCAGATCAGAG
TGCAATGAATAGGAAGAACGTG

>MK708
>MK709
>MK710
>MK711
>MK712
>MK713
>MK714
>MK715
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>MK717

>MK718
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AATGGTGGTTTTCCCAATGA
ATGGAGGTGTGGAGTGGTTC
CGTCAATTCTCCTCCATCCA
TCAACGATTGCTGCTCACTT
AACGACGTCTCAAGCAACAA
GACCCATTTGTGCCAGTTCT
GAACTCCCTCATCACCCGTA
GGACCTTAATTTCCCCAAAA
CTCAGAATGCTTCAACACTTCAC
CCTTTCACTATCATACTTTCCCA
EEGGTTGGGTTGAATTTGTA
ATCCTCCATTCGGTGTCAAA
CCCTTAAAGCCTGGTAGTGTG
AAGCCTCGGATTGAATAGCA
GCGGAAATGGTGAAGGAGT
CAAGGAGAGGGTAAACCGAAG
TGGGTATTGATGGAAATGGAG
ACGCTGTCGAATCGGTACTC
GGCTTACTGTCACCCTTTCTTT
TTGCTTCCTCTTTCTCTCTCTTTC
AAATTGCACCCCACAAAATG
CCTTTTGAAAGCGTTCGACT

TTGGATACCAAGGCTAGTTGAG
A
CGCCTTTGTCGATTGCTTAT

GGTGTCAAGGAGACCACGTT
TTCACATGGGATGCTGTTTT
TACAAATATGCAGGGCACGA
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AAATGTGGCTCTGCATGTTG
TTTGGGGCATGAAGAAGTTT
TTTCTCCCTTCCCTTTTGCT
CACTTGATGGCTCCTTTGGT
TCCACTCGTAATTTCCTCCAA
CAGAGACCGTGGGGAAAGTA
AATACGCGAACCACACCAAT
CCCCAAACAACTTCACACCT
TGTTGGATGGATGGAGGTTT
TCTCGAAACTTCTTCCTTCCA
GAGAAGACTCATGTTTGAGGGT

TT
TCGTTCAATCCTCCAGATCC

GGAGGAAGCAAACAAAGAGC
TGTTCAACCAAAACCCCTTA
GGGAAGAAGAGTGGGAGGAA
TAGCTCCGAGGCAAGTTTGT
CCTATGATCCGCCGTTAAAA
CTCCTCTGCTGCTTCAGCTT
GCACCCAAACAAGCCTCTAA
GAAACTCCAATTCCGCCATA
CAAAGGCGTATCAAAGCTGA
CGCCGTGAAGAGCAATATG
TGTGTCCCAATTGAGTTTTCTG

CTGCTCCTCGGTGATTTCTC

TTCAGCTTGCCAGTGTTCAG
CCATAATTTCCCAGCTCCAA
CCTCCATTCGAGTTCCATGA



>MK313
>MK314

>MK315
>MK316
>MK317
>MK318
>MK319
>MK320

>MK321
>MK322
>MK323
>MK324
>MK325
>MK326

>MK327
>MK328
>MK329

>MK330
>MK331

>MK332
>MK333
>MK334
>MK335
>MK336
>MK337
>MK338

ATGGCACCTAAGGGTGTAGC
CATGAGAAAGTGTGCCGAGA

TCCCCTTAACAACTGCTTCG
TAAGCCATACCGCATTGTTG
CGATTGCGAAGTCTCCTTTT
ATGGTTGCCGTTGATGTGTA
CAATAGCATCCAACCACTCC
CCTCAAGCAAAGAATTGCAG

TTTAGCAGGTGGGGTTGTTC
CCCTTGGGGTATGATCCTTT
GTGAGGGCACCAGCTGTATT
TGGTGGTGAATTAATGGAAGC
TGACTCCGGAAAGACTTGAGA

GCCTGGTTTTCTATATTACACCT

TC
AGTGCTAGCTTTGTTGGTGGA

AGATTGCATGTCTTCACCTCAA

TGATTGAGTTCCTCAGGTTACA
GA
GAGTTTGGGGACACTGCCTA

AATGACAAGTGGAGTAGAGAG
CA
TTGTCATGTGGCTCTGAAAAG

AAAACAAGACCATGTGGATGC
TCCACCTCTTGAGGCATTTC
TGGCATCATCTTTCCAACAA
CAAGCATTGGCTCTTAGGATG
AAGCCCACCACTTTTCTTTTC
TCAAGGAAGAAAGCCAAACA

ACATCAATCCCAAGCCAACT
TTCAAATAGGGTGCTCGTGA

TCTGCTTTCTGCTAGCTTGTTG
CCTGTGGGATTGCACTAGGT
CGCCTTCTTCAACAATCCAT
CAGAAGTCGGAAACCCAAAG
ATCCTGTTGAGAAGCCGTGT

CTTCTCAGAGCCATTAACATCTT

G
ACCGGTGGTAGTCACCAAAC

AGAGCCTAGCCAACTCCACA
CAGCAGCACCCAAATGTAAA
TTGGAGGAGGAAATGAAGGA
CCACCAATTGATCGTCTCCT
GAGGGAGGGATCATAGTGAGG

CTTGAGGTGAAGACATGCAATC

TGTTCCTCCTCTGTCCATCC
ACAACCAACTGGTGCCAAAT

GAACTTGATGGTTGGGGAGA
TGGTGTCGAACTTCTGATGG

CAGCACAAACGGAGACAAGA
GGCCTTTGCTTCTTTTCTCC
CTGTAGCCCTTTCCCTTGCT
AGTCGGCTTTGAATCTCTGG
GCCTCCTTTGTAGGCTCTTG
CAAAAGAGCCCGGTTTACAA
TGTTATCGTCGTCATGAACTTG

>MK735
>MK736

>MK737
>MK738
>MK739
>MK740
>MK741
>MK742

>MK743
>MK744
>MK745
>MK746
>MK747
>MK748

>MK749
>MK750
>MK751

>MK752
>MK753

>MK754
>MK755
>MK756
>MK757
>MK758
>MK759
>MK760

TCGCTGGAATCTTGATCCTC
CAACAAAGAACCAGCCTTGA

CAAAGGGGATCTACAATTCCA
CGTTCTTTTGGGATGGAAAA
TGATTGCACACTGCATACCC

GGTGGGGTATCAAGATAATTGG

CTTTACCCTCCCAGACCTCA
AATTCCAGCAAGAGGCAAGA

CATACCGAACGGTGCATGT
TGTGAGCCTTGAGATTGCAG
TCCTGAAACGCCATAATCAA
CGCCTAATTTTGACTCTCCA
GCTTGTCATTGGACCACCTT
CGAAGAATCCAAGGTGAAGC

TTTCTCTCTTTATCGCACCACA
CATTCCGGTGTACCATCAAA
AAGGTTGGTTCGGACAACTG

TATTTACATGCAGCGCAAGC
AGCGCAATAACTTTCCTCCA

CGCAGACAAAAGGAAGACTG
GCCAAGAACGGTTGTGGTAT
AATGGTGGATTCTGTCCTTGA
GCAGCACAAATCTCCCTTTG
AATTGTGATGGCGTTGTGAA

GCCTTATAGAGTGTGGGAGAAA
GCCTTATAGAGTGTGGGAGAAA

64

GAAAATGCCCCTTCTTTTCC

CATTGTCAGTGGTTGAAGATAG
AG
TCACATGGAGCAAATCCAAA

CCAAAACCCAATCAGTCCAG
ACGTCCATCTCACCTGGTTC
CCCCTTTGAGTTCAAGACTCC
TCAAAACCCCTCTTCACCAG
AAAGGAGCGGACGGAGTAAT

TGAGCATGGAATGGTGAATG
TCTCCCAGGGTATCTTCACG
TTCGAATCTCAACATCCTGCT
GTACTCGCCAATCGGTCACT
GCCATCCAGGCAAAAGATTA
CTTGGCATAGGGGAATAGCA

TGCAGCATTTTACCGCACTA
ACTTGTCCATCGCATCCTTG
CCAACTCCTGCATAAGCACA

GCAGCACAAATCTCCCTTTG
GGTGTTTTGATCATTCCAAGG

TCCGAAGGTAAAGGGGAAGT
GGCTGAAGAGAAAGGCTTGA
ATTGCCTTTCTTTCCCTTGG
TATTTACATGCAGCGCAAGC
TTGTTCATGCAAGCTCCAAG
TCTTGACTTTGGCATCAACA
GCAGCAGCCTCTTCACAAGT



>MK339
>MK340
>MK341
>MK?342
>MK343

>MK344
>MK345
>MK346
>MK347
>MK348

>MK349
>MK350
>MK351

>MK352
>MK353
>MK354
>MK355
>MK356
>MK357
>MK358
>MK359
>MK360
>MK361
>MK362
>MK363
>MK364

CACATTTAAAGAAGCACCTTGG
GTCATTGCTGGCAGAGTCAA
GCCAAAGCAAAGCACCTCTA
TGGTGGTATCAGTGGATGATG

CTCCAATTTCTTTCTCTCTTCTC
C
CACGATGAGAACTGCTGAGG

GATAACCGAGGCGTATGGAG
TTCCTCCCAACAACGGTTTA
GGAAAACGATACACCGGAAG
TCTTCAGGACCCTGTTCCAC

TTAGTGTTGGGTTGGGGTCT
CCTGACCCGGTTACACAGAT
CAGGGATCATGCAACTGAGA

AAAACAAGTCGAGCGTAGCC
AGGAGGAGGGGAAGAGGATT
CCACCCTACCACCTTTGCTA
TCTTCATTCCTTCTCCCTAGCA
CCACATACTTTGGCAATCACA
AGCCAGATCGAGGAAGTTGA
AAGGCTTTTGGGGAGACAAT
TTGATATTAACCATGGCAGCAG
CGGAACCCAATCTTCAAAAC
GCATTCCTGCCTCGATATTC
TCACCATGGATATCGGGAAT
ACCCCACTCCACCCTATACA
CTCAACCTGGAATTCTTGCTG

TCAAGAATCCCAAGATTTCG
TCACGACAAAGCATGGAAGT
AAAACAGAGACCCATTGGTGA
AAACAACCCCAGAAGATGGA
GGTCAAAATGGAATGGTGGT

TGGCGAATCCAACACACTTA
GTGGCACGTGTGAGAGAAAA
TTCCAGAAACCCAACTCTCC
GGTCCTTTAACACGGTCTGC
TGCTCTTCGGTCACTCACAT

TCGGCATTTACGTCAAACAA
CATCTGCTGCTGCTGTTGTT
CACTATACCCTGCCCAGACC

GTAGAGTCCGTGGTGGTGGT
CCAGCTCCACCATTTGTCTC
GGGTTGGTTGAGGTTGTTGT
GTCCGATCAATTCGAACAAA
TGAGCAGAGGGAGAAGAAGG
CCGGCATTCTTGATCGTACT
CCGTGTCTAAAACATGAAATGC
TTGATGGGATTGCACAGAAA
GCCTGGTTCAACACCAGATT
CGTAGGCCAAAGAGTTCCAC
TTCCTCTCTCCTCCCTCTCC
AACCGCTTCTGAAATTCTTCC

TTCTCAAAGAGAGTATTAGGCCA
AC

>MK761
>MK762
>MK763
>MK764
>MK765

>MK766
>MK767
>MK768
>MK769
>MK770

>MK771
>MK772
>MKT773

>MK774
>MKT775
>MK776
>MKT777
>MK778
>MK779
>MK780
>MK781
>MK782
>MK783
>MK784
>MK785
>MK786

ACCCCTCCTCAATCTCTTGG
CACCACCGTTCATCTCACAA
AGGGAGGAAGGAATTGGAGA
GATCACCACAGCCCAAATTC
CGGAATACGTTTTGCAGGAT

GGGCCACTATGCTGAACAAC
TCAGGGGTGTAAATGCTGTG
CTAATGGCAATCGCTCAACA
TTTCTCTCCTTGGCTTGGAA

GTTACTGTGTGTATTTGTGTGTG
TG
GGGTTTGACACTGGGAAAAG

GGTATGTGGGTTCACGGAAA

AAGGAGGGATAGAAAGACAAA
GG
TGAGGAGCCAACAACAGCTA

GGAAAGAATGAATGGCGAAA
GGGACAGAAGAAGGACATCG
AGTACCGCCGGAGAAGAAAG
GCATCAGTACAGCTGAGCAAA
GTGCCGAGCTGACCAAAT
GAGCAACAACAATGGAAGCA
CCCTCACTTTCTTTGCGATT
AGACACTTTCAACCTTTTGCAG
GGGTAGCGAAGGATCATTGT
GCAGCACAAATACCCATCAA
ACGATGAACGCATCAACAAA
CCGGAAGTGTGACAAGGTTT

65

CCAATCATCGGATTCTGACC
GGCTCTGACCTGACCACAAT
CTCGACAATCCTGCACTTGA
CGATTCTTCGCCTTCTCTTG

GAGGCTAGAGGTGTGGCTTG

AGCTGGACTGAGAACCAGGA
TTCTTGTGACCACCAACACC
CCCCGGTAAGTCCATATCCT
TGGATGGTGCAAAATTAGAGC
TGATGGGGTTTGTTCAGAAAG

GGGTGCATGGACTAAGAGGA
CAGCGGCAATTCCAAAAT

GGGTAGCTATACTTGGAGGAGG
A
TTTCGCCATTCATTCTTTCC

AGCAGCTAAGCCAAGATCCA
CCTCCTTACTTGGCTGATGC
TTGTCCAACAATCCGATCAA
GTAGCGAAAGGTTGGGATGA
CCTCGGATGATCTCCTGTGT
CAGCTTTTGGCTGATTTTGA
ACCATTGCTCCGGTAGACAG
TGAAATAACGGGAATGGTGA
CCAAATGAATGACTGGCCTA
TCACATTAGCACCCCTCTCC
GCGCAATGAGACAGTCGTAG
GTACTCAGCCACAGCAACGA



>MK365
>MK?366
>MK367
>MK?368
>MK369
>MK370
>MK371
>MK372

>MK373
>MK374
>MK375
>MK376
>MK377
>MK378

>MK379
>MK380
>MK381

>MK?382
>MK383
>MK?384

>MK385
>MK386
>MK387
>MK388

>MK389
>MK390

TAGGTGTGGTAATGCGTGGA
ATGGATTGGCTGAAACAGGA
ACGACATGATGATGGTTGGA
TGCAAGACATAAAGGGATTGTC
TCAGGTGAATTTGGGTAGGAA
ACCCAAAAGGGAAGAATTGG
ACCCAAAAGGGAAGAATTGG
CCACTCCAAATGGGGAAATA

TCAACAAGCTCAAGCCCTAAA
AGCTGTCACTTTGGCGAGAT
CGGAATTTTCGCTCAGATTT
TGTGAAGAAGGAGGGAGTTCA
GTGGCAGCAGCAACAACATA
GCAGCAAGGGCTTTCACTTA

CTGCCAGTGAGCTTGTTTTG
TCTCCCAAAGCTACGCCTAA
AATATTGATCACCCGGCAAC

CCTTTTGCTTTGAACCCATC
CTCCAGCAGAACTTCAAGCA

TGGAGAAGATGGAAAGAGAAG
Cc
TACCCCTTCTCCTTCCACCT

TGCTTCAACCTCCACCTTCT
TTGGAAACATGGAGAAGTTGC
CCGAAAAGGAAAAGACACCA

TCCCCTCAGTCTTGATTGAAA
CCCCACGTAAATGAATCACC

TCCCAATGTCAAACCATGAA
CGATGGCTTTGAAAAGTGAA
TGCAAGTTCGAGTCACCAAG
GCACTTCTAAGCATGGTAGCC
CAGGTTGTGAACAAGCAGATG
CTTTCGTCCTCCTCCTCCTC
TCTCTCCCTCCTCACTTTCGT
TTCCCTTGCAATTCTTGACC

GCTTGGCTGCTACATTTGCT
GGCCTCAGTTTTGGATGTGT
CCCACTGCACATCAACTGAC
CCCATTTTGCCAACTCAAAC
GTCGTTAGCCGGGTTGTAAA
CTCTTGTGCAGCCTTCATGT

TGCACCATGAGAACCTGAAG
GGCCAGTGTTGCAAATATCA
CCGCTATTATACGCACCTTTT

CTGCTTGAAGTTCTGCTGGA
TAGTTGTCGGTGTGGGAGTG
GGCCGTGGTGGTTAGATTAG

TGGTTCCATCCGATTCATTT
TCATCATTCGCTGCAACTTC
GCTTCAGATGGCCAATTGTT
ACCCCAAAAGGGATCTGAAA

AACATGGTGTTCTCCCCATC
TTGCTGGGTTGATCGAATCT

>MK787
>MK788
>MK789
>MK790
>MK791
>MK792
>MK793
>MK794

>MK795
>MK796
>MK797
>MK798
>MK799
>MK800

>MK801
>MK802
>MK803

>MK804
>MK805
>MK806

>MK807
>MK808
>MK809
>MK810

>MK811
>MK812

CTTGCATTCTGGGCACACTA
AAAAGAACCAATCCCCTTCC
GCGCGATCAACAATATTTCC
TTGGGGTTGCCTTAACATTT
TGGCAGTAATGCTGGATGAA
GTGGCTTGACCTCCATCATT
GATGTTCCACCAACGATGAA
AGCTTGTCTGTTTGAGCAGGT

AGCATATCCGTGTCGTGATG
AAGGGCCATCTATCCCAAAG
TGAATTATCGCGTTCCCAAT
CTGGAGCATTGAAGCAGACA
TTCCACCTTCATCTTTCTCCA
ATGCATTGCGGAAGAAGAAT

AGGAACAGCCATTAGCTCCA
TGGGACCACTCCATTTTCTC

CAAAGAGAAGCAAGAAGACAA
GG
CCTTCGTCTTCGTCTTCGTC

ATTAGCAGCAGCCAAGCAAT
AGGAGTGGTGGAGGAGGAAT

GTCAAGCACTAGGCGGACAC
GCCCGTCTTGCGAATATTTA

CTTCACTCCAAATGGGGAAA
GATTGGCGGGAGACAAATTA

TTCCAAGCATTTAGCCTCGT
GCTGTTTTGGAAGGGCATAA
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GTACACGGGCTATGCCAAGT
GCTCCCCACAGAATTCACAT
TCTTGGCGAATAACCCCTTA
GTCCAGGATCTCAGGAACGA
TCTGCATTGTCTCCAAAATGTC
CGGCTTAATCCTTGGTGAGA
CCTCTGAGTTGGTAGCATTGG

GCAGCAAAATATCTGAAGAACT
GG
AGGGGCAGTGAGAACTGAGA

CACCATCAAAACTCTGCCTTC
TGCTGCTGGAATTCTCCATA
CTTCCAAATCCTCCCTCTCC
GACCATCACCCCAAGCTAAA

GCAGTAAGGTTGACAAGAATTG
G
GCATCCCCAATTTCATCAAC

TATACCAACTCCGGCACCTC
GACTTAGCGAGGCGTTTGAC

ATGGTGGTGGTGATTGTGAA
CCCGACACCTAATCCAACAT
TGGATCCTCTCTTTGCCTTT

GGGCCATAACTTCAAATCATCA
CGATTTGTGGTTTGGTTCG
CTTGATTCCACCCGTATCGT

AACCCAACGTAACCTACAACTC
TT
AGGCACTTTGCGTTCAGATT

TCATGGAACCCAAATTTTCC



>MK391
>MK392
>MK393
>MK?394
>MK395
>MK?396

>MK397
>MK398
>MK399
>MK400
>MK401
>MK402
>MK403
>MK404
>MK405
>MK406
>MK407
>MK408
>MK409
>MK410
>MK411
>MK412
>MK413
>MK414
>MK415
>MK416
>MK417

GGAGGAGGAGGAGGAAGAGA
CACAACGATGAGGAGCAAAA
GCACTTGTGCTGAGGGTACA
GGAATTTCTAGCAGCGGACA
TGGATGGATGAGCATGAAAA

TGTCTTTGCAAGAATCTCTACT
GTG
CACCCCTTACCAACCTCACA

AACATTTGGGACCACTACGG
GCAGCTTTGCCATGGTTC
CAGATGCAAGTTCCCAAGAA
TTTCCAATCAAGCCCTCAAC
GCCTCTCCTCAGATCCCTTT
GCTGTGGAAGGCTCACAGTT
AATCCCTTCCCTCTCTTCCT
TGTCCTTAAGCCGTGTGTTG
GGACTGATGGGAACAGAAGC
CGTCTCTCGGAAAGGTGAAG
GGCGTAGATTCACCGCTACT
CTTTCACCGGTAGGGCAATA
TGCTACGGTTTGCAAGTCAA
TCTCTTTGTAACGCATGTGGA
ACCTGTACCTGCACCTGCTC
GTTTCCGAGGCATAGGAGGT
AAATGGCTTCTTCAGGTGGA
GGCACAAAATGGGGTAATTG
TTCCAAATTCTGTGTGAACG
GCTGGAGAAGAAGACGGAGA

GGGGTTTCGAAGAATTTGGT
TTCTTAGCTTGGTTCCCACAA
CAAGCCTCAAAACTCGAAGAA
GACTGGGAACGTGGGATAGA
TACACCCATCAACCAAGCAA
TACACCCATCAACCAAGCAA

GGTCCCACTGTACCTCTCCA
GTGCAATCAAAATCCGGTAA
GGCAATGTGGAGTCAAAAGA
CTGAGTTGGTGGTGTCATCG
CAGAGCAGCAGTGAAATTGG
CGCATGTAGATCCCAATCCT
CCTCTGTTTGGGTGTTGCTT
AAGGAAAGTCATGGCGAGAA
GCTGAATGCGAACATAGCTG
CAAGCAGCATCCATGTGAAA
ACCGATCATCACACCAAACA
CAACTCCGCACAGCTAATGA

GACAGTCACGGAAAATTTGCTA

GCATCACATAGCGAACATGAA
GCAGGTACAGGTGCAGGAGT
TTAACAAAATTGCCGCTTCC
CCTCGTGTAGCGGAAAGGTA
GCCGGTGATGAAGATGAGTT
TGTCCACGAAACAGGTGCTA
GAGCATGACTTGCAACTTGAG
CGGTGGTGGAAAGAAATTGA

>MK813
>MK814
>MK815
>MK816
>MK817
>MK818

>MK819
>MK820
>MK821
>MK822
>MK823
>MK824
>MK825
>MK826
>MK827
>MK828
>MK829
>MK830
>MK831
>MK832
>MK833
>MK834
>MK835
>MK836
>MK837
>MK838
>MKB839

TACCCTCAATCCCAAGTCCA
CACTCACAAGCCACTCTCCA

CCAAGAATCAACTCCATCAACA

TTGGGATTGATGATCCTGTG
GCTGCTCTTCTCACTCCTTTC
GGGTGGTCATCAAAATGCTC

TTACTGCTCATGCAGCCAAC
CGATGACCTGAAGCTACGTG
TGAAAAGAAGGCGTAATGGA
GGTGTTGATGATGCGAAGAA
GAAGGCTGAGGATTGTGACC
TTCCTCCACCTCTCTCCTTTT
ATCCAAAAGCCACAACCAAT
TAATGATGGTGGGGTTGGTT
GCAGAAATCATCATCGAGCA

TGGCTCCAGATAACAACAACTG

TTTCGACTAATTCGGGTTCG

CCCCTCTCTACAATTAGGTCATC

AAAGGGCATGCAACTAATGG
ATTCCGGTGATGGGTTGTT
CAGAGCATTGGGAATTTGCT
ATGGTAGGGAGAAGCAAGCA
TCTCTTCACAAACCCTGCAA
TGACAAGTTTCGGATGTGCT
GGCTAACAATGTGGGACAACT
CTGCCAGTGGAGTCTTCTTGT

AAGCATAAAACTCGGGAGATCA

GCAAAGGGGAGGAAGAAAAG
AATTATTCGCGCAATTCGTC
TTTCCCATCCAAATCCCATA
TTCTTGGCCGCTTTCTCTTA
TCCCCTCTCCAAGATTTTCC
CTAGGTGGGAAGTGGCAAAA

AAGAAGTCATCGTTGCACACA
TTGTGCTGGATCAGTTTGGA
TACCCCAAGTCCTCTGCCTA
ATCAGTCAAGCAACGAGCAG
CCCCTCTTCTTGCATTTTCA
GGTCCACCACCACTACCATC
GCATTTGCATTTCCATTTCC
TCGCCGTTGAAGAAATTATG
TATCGAATGGCACTCCACAG
TCGGATTAGACCAACCATGAG
GCAACAATCGCCTTTTCATT
TTCTCTAGCCATTAGGGGTTTT
GGTAGCCCCAATTTGAGAGA
ACAATCTGGTTCGCCTTCAC
TCGAATGATCCAAAGCTTCC
CCTGCAGTAGCCCAACTCTC
GTAGGGCCAGCCATAATTGA
TGCTTTCCAGATACGTGCAG
TCCTTTTGGTAATTTCCTGTCC
AAGGGGTTGTGCAGAGACAG
CCACCTTCCATTATTCTTCCTC

67



>MK418
>MK419

>MK420
>MK421
>MK422

TGACGACAACGACGAAGAAG

CTCCTTGGAATCTTTTACACAC
AC
CCATTGCCATAACCTTCCAC

AGAGGAGAGGGAATGCAAGG
TGAACTGGATTTGGAAGGAGA

TTTCTGCAATTTGGGTCTCC
TTTGAAGCCCAGCATTCTTT

TCATCACGAACGGAGCAATA
AGCACAAAGCTGAGCATCAA
TTTCTGTCGAAGGGATTTGA

>MK840
>MK841

>MK842
>MK843
>MK844
>MK845

ACACACACCCTCCCCAAAA
GCATCACTTTGTGCTCCTCA

AGGATGAAAGGCGAGGAAAT
CCCCTTACCCTACATTAGCC
CCATCAAAACCCTCTTCCTC
GGGACGAGGGAAAGTGTGT

68

TGATCTCCATAGCCCATCATC
CAGCCAAGAGACGAGGGTAG

TCTTCATGATTCGACCCACA
CTCTTTCTTTGCCCAAGTGC
TAGATCGCATTAGCCCACCT
GCAAGCCACCTTTATTTACCA
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4.5. Markor Dizayn ve Haritalama Siirecglerinin Deneysel Dogrulanmasi

Tiir i¢i ve tiirler aras1t polimorfizm potansiyeli, GMATA programi “Mapping”
moduline hem patates (Solanum tuberosum) hem de yakin akraba tiir domates (Solanum
lycopersicum) kromozom sekanslari yiiklenerek belirlenen markorler Solanum
lycopersicum ve Solanum tuberosum ’un kromozomlar1 iizerinde primer sekanslarinin
amplifikasyon profillerinin elde edilmesinde kullanilmistir. Solanum tuberosum cDNA
sekanslarinda gelistirilen yeni 845 SSR markdr havuzundan secilen ve tek-kopya (single-
copy) lokuslar1 temsil eden baz1 markorler tiirler aras1 amplifikasyon ve polimorfizm igin
deneysel olarak da test edilmek amaciyla genotipleme, gelismis hassasiyet ve ylksek
cozunarlaklt goruntileme saglayan kapiler elektroforez sisteminde yiiriitiilmiistiir.
Kapiler elektroforez ylritmesi sonucunda PCR amplikon buyuklikleri belirlenmistir.
Test edilen tum markérler, e-Mapping sonuglar1 ile Ongoriilene benzer, beklenen
boyutlarda amplikonlar1 basariyla iireterek (e-Mapping sonuglarinda £+ 50 bp), in silico
markoér dizayn ve transfer edilebilirlik analizlerinde yiiksek verimin alinabilecegini
kanitlamistir. Bu ¢alisma kapsaminda gelistirilen markorler i¢inden temsili bir markor
setinin amplifikasyon profillerini gosteren kapiler elektroferogramlar Sekil 4.1°de
verilmistir. Benzer ¢aligmalarda SSR markorlerinin amplifikasyon basarisi, yiksek
verimle tasarlanan in silico SSR gelistirme yaklagimlari sonucunda arastirma gruplari
tarafindan degerlendirilmis ve rapor edilmistir.

Havu¢ genomunda yapilan bir ¢alismada kromozom baglantili SSR markorleri
gelistirmek i¢in in silico yaklasimi kullanilmistir. Toplam 55.386 markor gelistirilmis ve
protein kodlama dizilerine karsilik gelen markdr lokuslari belirlenmistir. In silico
haritalama analizi, bunlarm 51.160'min tek lokus markorleri oldugunu ve 4.226'nin birden
fazla lokusu amplifiye ettigini 6ngérmiistiir (Uncu ve Uncu, 2019).

Capsicum chinense genomunda yapilan bir ¢alismada, triniikleotid SSR’lar tespit
edilmistir ve tekrar lokuslar1 53.749 PCR markoriine doniistiirilmiistir. C. annuum
genomuna markor aktarilabilirligi, 17.992 aktarilabilir markor tanimlayarak, tiirler arasi
haritalama parametreleriyle analiz edilmistir. Polimorfizm seviyesi yliksek lokuslarin
secilmesi ile iki biber tiirii arasinda, 12 biber kromozomu {izerine dagitilan polimorfizm
potansiyeli ylksek 4994 SSR markor gelistirilmistir. Aday polimorfik markorlerden
secilen bir markor seti ile yapilan laboratuvar ¢alismalari, hem biber turinden %2100'luk

bir amplifikasyon oraniyla sonu¢lanmig hem de 31 markdr polimorfik aleller Uretmistir.
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Boylece, in silico markor gelistirme ve tiirler arasi haritalama analizleri, primer
dizayn dogrulugunda ve beklenen alellerin hesaplanmasinda olduk¢a verimli oldugunu
kanitlanmistir (Uncu, 2018).
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Sekil 4. 1. Yuksek ¢oziintrlukli kapiler elektroforez ile gériintiilenen bazi polimorfik SSR markorleri
4.6. Polimorfik Fonksiyonel Markdrlerin Protein Anotasyonu ve 3D Modellemeleri

Solanum tuberosum kromozomlarinda haritalanan ve polimorfizm potansiyeli
tirler arast ‘Mapping’ analizi ile belirlenen markorlerin peptit sekansi diizeyinde
anotasyonlar1 ve 3D (ii¢ boyutlu) modelleme analizleri Swiss Prot server’1 kullanilarak
gerceklestirilmistir, proteinin islevi, post-translasyonel modifikasyonlar, domainler
(kalsiyum baglama bolgeleri, ATP baglama bolgeleri, zing finger, homebox, SH2 ve SH3
alanlar1 vb.) ve 3D yapida polimorfizme dayali olas1 degisimler belirlenmistir. 3D yap1
olusturma analizleri, polimorfik bulunan markdr lokuslarinin alel alternatiflerinin tamami

icin gerceklestirilmistir.
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Swiss Prot Server ‘homoloji-temelli modelleme’ yapan bir yazilim sunucusudur.
llgilenilen bir proteinin yapisal bir modelini olusturmak icin evrimsel olarak iliskili

yapilarin taranmasina dayanir. Bir homoloji modeli olusturmak doért adimda gergeklesir:

1. Yapisal sablonlarin belirlenmesi

2. Hedef dizi ve sablon yapilarinin hizalanmasi
3. Model olusturma

4, Model kalitesininin degerlendirilmesi

Kisaca, hedef proteinle evrimsel olarak iliskili proteinleri belirlemek i¢in hassas
dizi arama araglartyla deneysel olarak belirlenmis protein yapilarindan olusan bir kitaplik
aranir. Homoloji kaliplarinin modelleri iizerinden sorgu peptit sekansinin modeli uretilir.
Bir veya daha fazla sablon tanimlanirsa, hedefin hizalanmasi bilgisi, sablonlarin 3D
koordinatlar1 ile birlikte sablon dizileri, ilgilenilen protein i¢in yapisal bir model
olusturmak amactyla kullanilir (Waterhouse ve ark., 2018).

Solanum lycopersicum kromozomlarina aktarilabilirligi ve polimorfizm
potansiyeli belirlenen 99 markor igin homolojiye dayali protein modelleme islemi
yapilmistir. 99 markoriin denk diistiigii Solanum tuberosum cDNA sekanslar1 6-frame
translasyonlar1 gergeklestirilerek protein sekanslarina ¢evrilmistir. Protein sekanslar
SWISS-MODEL sunucusuna yiiklenerek hedefin hizalanma bilgisi, sablonlarin 3D
koordinatlari ile birlikte sablon dizileri, ilgilenilen protein i¢in yapisal bir protein modeli
olusturulmustur. Modelleme sonucunda hedef proteinle evrimsel olarak iligkili sablon
proteinler ve islevleri belirlenmistir. Hesaplanan modellerin dizi kimligi, dizi benzerligi
model kalite bilgileri (QMEAN degerleri) hedefin ongoriilen ikincil yapisi ile sablon
arasindaki hizalama bilgileri de elde edilmistir. En uygun sablonlar1 se¢mek i¢in, bu
bilgiler kullanilmistir. Markoér lokuslar icin modellenen protein bigileri Cizelge 4.11.°de

verilmistir.
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Cizelge 4. 11. Markér lokuslar tarafindan kodlanan peptit sekanslarinin 3D modelleme (iig¢ boyutlu

modelleme) sonuglari.

Markdér  Sablon Tamm QMEAN- QMQE QMEANgIlobal
ID Z
>MK136 3mb3.1.A PH-interacting protein -1,57 0,06 0,56
>MK157 1h88.1.C MY B Proto-oncogene protein -1,66 0,13 0,66
>MK247 3ulx.1.A Stress-induced transcription -3,75 0,20 0,65
factor NAC1
>MK283 5w3x.1.B Disease resistance protein -3,93 0,09 0,46
RRS1
>MK402 7p8k.1.A Disease resistance protein -1,69 0,09 0,62
RRS1
>MK409 5gnj.3.A Transcription factor MYC2 0,35 0,02 0,60
>MK438 5xd6.1.A Protein kinase superfamily -1,84 0,23 0,65
protein
>MK439 5xd6.1.A Protein kinase superfamily -1,84 0,23 0,65
protein
>MK480 3p86.1.A Serine/threonine-protein kinase -0,64 0,23 0,74
CTR1
>MK481 4im0.1.A Serine/threonine-protein kinase -5,31 0,18 0,46
TBK1
>MK495 615j.1.A Rootletin 0,92 0,04 0,57
>MK57 2ayd.1.A WRKY transcription factor 1 0,45 0,11 0,68
>MK690 5b3g.1.A Protein Scarecrow -2,54 0,24 0,61
>MK693 5gnj.1.A Transcription factor MYC2 1,48 0,03 0,54
>MK698 5gnj.1.A Transcription factor MYC2 1,48 0,03 0,54
>MK699 5gnj.1.A Transcription factor MYC2 1,48 0,03 0,54
>MK90 2ayd.1.A WRKY transcription factor 1 -1,17 0,12 0,67
>MK15 5zd4.1.A Maltose-binding periplasmic 2,07 0,08 0,62
protein
>MK345 6j9b.1.A B3 domain-containing -1,36 0,30 0,77
transcription factor FUS3
>MK353 2ebi.1.A DNA binding protein GT-1 -4,55 0,06 0,37
>MK375 6sc5.1.A E3 ubiquitin-protein ligase -5,34 0,07 0,23
RNF31
>MK473 6a5p.1.1 DNA-directed RNA -1,66 0,01 0,42
polymerase subunit
>MK474 6kks.1.A Transcription factor WER -0,56 0,15 0,77
>MK487 410r.1.A Centrosomal protein of 57 kDa -1,21 0,12 0,39
>MK52 304s.1.0 50S ribosomal protein L37Ae -3,29 0,01 0,36
>MK643 2yqi.1.A High mobility group protein B3 -0,20 0,01 0,52
>MK650 50q0.1.B Condensin complex subunit 2 -2,08 0,01 0,19
>MK653 lryt.1.A Rubrerythrin -0,96 0,00 0,41
>MK669 6fx5.1.A Microphthalmia-associated -2,59 0,00 0,32
transcription factor
>MK437 5eyb.1.A DNA-binding protein rebl -3,48 0,16 0,52
>MK529 datk.1.A Microphthalmia-associated 0,16 0,04 0,52
transcription factor
>MK548 2juh.1.A Telomere binding protein -2,48 0,04 0,49
TBP1
>MKS570 6911.1.A Microphthalmia-associated -1,00 0,03 0,46
transcription factor
>MK?708 5gnj.1.A Transcription factor MYC2 1,22 0,04 0,65
>MKT755 4m59.1.A Chloroplast pentatricopeptide -3,58 0,26 0,59
repeat protein 10
>MK216 3zqc.3.A MYB3 -1,40 0,17 0,64
>MK218 6ryl.1.B Protein Wuschel 0,33 0,14 0,73
>MK324 2gcc.l.A ATERF1 -0,71 0,05 0,61



>MK344

>MK447

>MK518
>MK552

>MK556
>MKS557
>MKS558
>MKG656
>MKG657
>MKG659

>MKG666
>MK166

>MK170

>MK261

>MK428
>MK449
>MK645
>MK706
>MK764
>MK770
>MK812

>MK17

>MK178
>MK737

>MK75
>MK752
>MK757

>MK76
>MK185
>MK303
>MKT775
>MK354
>MK417

>MK508

5tos.1.A
4m59.1.A

6g61.1.A
4m59.1.A

6qdv.1.U
6qdv.1.U
6qdv.1.U
703w.1.D
2gcc.1.A
40x0.2.C

1ryt.1.A
3ulx.1.A

5air.1.B

6e7i.1.A

4hc7.1.A
115y.1.A
4uut.1.A
5t00.1.A
6zfv.1.A
5xd6.2.A
7mqg8.25.A

1wj2.1.A

6wmi.1.A
6y36.1.B

5ly0.1.A
5ly0.1.A
5ly0.1.A
5ly0.1.A
2z00.1.A
3ulx.1.A
2ayd.1.A
2ebi.1.A
5i9f.1.A

1wj6.1.A

Serine/threonine-protein kinase
BIK1
Chloroplast pentatricopeptide
repeat protein 10
Myc proto-oncogene protein
Chloroplast pentatricopeptide
repeat protein 10
Cell division cycle 5-like
protein
Cell division cycle 5-like
protein
Cell division cycle 5-like
protein
Protein sll0617
ATERF1
Developmental protein
sepallata 3
Rubrerythrin
Stress-induced transcription
factor NAC1
Low-density lipoprotein
receptor-related protein 6
Polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase
2
Trans-acting T-cell-specific
transcription factor GATA-3
C4-dicarboxylate transport
transcriptional regulatory
protein detd
Homeotic Protein Ultrabithorax
Transcription factor MYC3
Endothelial transcription factor
GATA-2
Protein kinase superfamily
protein
WD repeat-containing protein
36
Probable WRKY transcription
factor 4
Zinc finger protein 410
CCAAT-binding factor
complex subunit HapC
LOB family transfactor
Ramosa2.1
LOB family transfactor
Ramosa2.1
LOB family transfactor
Ramosa2.1
LOB family transfactor
Ramosa2.1
Mitogen-activated protein
kinase 3
Stress-induced transcription
factor NAC1
WRKY transcription factor 1/
DNA binding protein GT-1
Pentatricopeptide repeat protein
dPPR-U10
KIAA0049 protein

-3,73
-3,58

0,68
-7,14

-1,22
-1,22
-1,22
-0,99
-1,52
2,15

-1,08
-6,11

-1,73

-4,86

-1,24
-0,95
-2,68
-6,69
-5,67
-1,10
-7,01
-4,29

-4,50
-0,62

0,05
0,59
0,59
-0,30
-2,44
-4,18
-2,22
-2,10
-2,23

-2,16

0,28
0,26

0,00
0,32

0,21
0,21
0,21
0,08
0,10
0,11

0,00
0,14

0,40

0,11

0,03
0,09
0,06
0,21
0,02
0,45
0,46
0,06

0,10
0,17

0,37
0,12
0,12
0,28
0,25
0,22
0,12
0,04
0,31

0,05

0,62
0,59

0,58
0,47

0,68
0,68
0,68
0,56
0,50
0,75

0,38
0,52

0,74

0,59

0,60
0,61
0,53
0,44
0,39
0,82
0,46
0,57

0,41
0,67

0,75
0,66
0,66
0,71
0,69
0,63
0,48
0,39
0,69

0,59
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>MK545 2mou.1.A StAR-related lipid transfer -6,28 0,10 0,50
protein 6
>MK628 4b8m.2.A Aurora Kinase B-A -0,93 0,53 0,77
>MK268 4ywc.1.A Transcription factor MYC3 -4,25 0,09 0,44
>MK304 6911.1.A Microphthalmia-associated 0,20 0,04 0,51
transcription factor
>MK387 6s6q.2.A LRR receptor-like serine -2,55 0,45 0,71
>MK575 5xd6.1.A Protein kinase superfamily -2,68 0,22 0,63
protein
>MK576 2elo.l.A Homeobox protein PRH -0,96 0,10 0,60
>MK677 5wjq.1.C Zinc finger protein 568 -4,59 0,10 0,40
>MK818 5vmz.1.A  Transcriptional regulator Kaiso -1,88 0,04 0,43
>MK819 5vmz.1.A  Transcriptional regulator Kaiso -1,88 0,04 0,43
>MK10 5eyb.1.A DNA-binding protein rebl -3,19 0,20 0,49
>MK231 5ag8.1.A OFF7_DB12V4 -4,34 0,10 0,56
>MK292 1lyw0.1.A tryptophan 2,3-dioxygenase -0,65 0,02 0,51
>MK376 3a01.1.A Homeodomain-containing -1,35 0,16 0,63
protein
>MK407 5026.1.A  Serine/threonine-protein kinase -2,88 0,40 0,67
WNK3
>MK784 5tos.1.A Serine/threonine-protein kinase -3,52 0,34 0,65
BIK1
>MK423 5gat.1.C Nitrogen Regulatory protein -2,87 0,02 0,34
area
>MK810 3zqc.l.A MYB3 -3,92 0,15 0,58
>MK197 2ayd.1.A WRKY transcription factor 1 -1,35 0,09 0,66
>MK208 2dmn.1.A Homeobox protein TGIF2LX -1,42 0,06 0,60
>MK209 6zmw.l.u  Eukaryotic translation initiation -2,75 0,26 0,57
factor 4 gamma 1
>MK33 7cvo.l.E Chimera of Nuclear 2,02 0,04 0,68

transcription factor Y subunit
C-4 and Zinc finger protein

constans
>MK426 1ul4.1.A Squamosa Promoter Binding -3,84 0,07 0,54
protein-like 4
>MK540 5ux6.2.A GDP-fucose protein O- -6,81 0,20 0,43
fucosyltransferase 1
>MK58 4m59.1.A Chloroplast pentatricopeptide -2,71 0,20 0,61
repeat protein 10
>MK73 6j4k.1.A Protein phosphate starvation 1,11 0,07 0,67
response 1
>MK730 1h88.1.C MY B Proto-Oncogene Protein -1,67 0,15 0,69

Model kalitesi, ortalama kuvvet potansiyelleri olarak ifade edilen cesitli
istatistiksel tanimlayicilar1 kullanan yerel bilesik puanlama fonksiyonu QMEAN ile
degerlendirilir, modelin geometrik Ozellikleri (¢ift atomik mesafeler, burulma agilari,
cOziicii  erisilebilirligi) deneyselden elde edilen istatistiksel dagilimlarla
karsilagtirilir. Dogal yapiya beklenen benzerligi agiklayan 0 ile 1 arasinda bir giivenilirlik
puani atanir. Daha ylksek degerler (1’e yaklasan), daha ylksek model giivenilirligini
gosterir. Global QMEAN tahminleri, elde edilen degerleri bir dizi yiiksek ¢oziiniirlikli
X-1g1n1 yapisindan hesaplanan puanlarla iliskilendiren bir Z- skoru olarak verir. QMEAN

tahminini, hedef sablon hizalamasindan elde edilen global kalite tahmin puant GMQE ile
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birlestiren birlesik bir kalite tahmini saglar. Ortaya ¢ikan GMQE tekrar sifir ile bir
arasinda bir say1 olarak ifade edilir, burada daha yiiksek sayilar daha yiiksek giivenilirligi
gosterir. Hedef dizi igin tanimlanan uygun sablonlar, tahmin edilen global kalite tahmin
puanina (GMQE) gore siralanan bir tablo bigiminde listelenir. Her sablon biyolojik olarak
ilgili ligandlari, 6ngoriilen oligomerik yapt korumasini ve hedef sablon hizalamasini
listeler. Modeller etkilesimli olarak goriintiilenebilir, baslangicta modelin iyi veya kotii
modellenmis boélgelerini vurgulamak icin QMEAN skoru lizerinden atanan model kalite

tahminleriyle renklendirilir (Waterhouse ve ark., 2018).

Her kromozomdan secilen bazi markorlerin protein modeli sayisal parametreleri,
model-sablon hizalamasi ve ti¢ boyutlu protein model sekilleri asagida verilmistir (Sekil
(4.2-4.13).

-, Oligo-State Ligands GMQE QMEANDiIsCo Global
Monomer 1xZN“ W 012 XIP:on
lo -~y
® QMEANDiIsCo Local QMEAN Z-Scores -
\ v
) ey ovean IIEETTT T 107
A ce MR e
Iw’llﬂll‘l."-'n"‘-‘"“' anaom [ [0z  S————es
Model 01 ~ i sowvation .. 1 . 1 -0.9¢
Structure torsion T (1 051
Assessment
Template Seq ldentity Coverage Description
. 2ayd. 1A 54.05% WRKY transcription factor 1 v
Crystal Structure of the C-terminal WRKY domainof AtWRKY1, an
SA-induced and partially NPR 1-dependent transcription factor
Model-Template Alignment -~
240
VKNSL
WRRYGOR-VK:S CEVIKREVED:S e
ass

Sekil 4. 2. Kromozom 1 {izerinde haritalanan >MK90 markérinin ¢ boyutlu protein modeli
a. Protein modelinin say1sal parametreleri.
b. Ug boyutlu model



Oligo-State Ligands GMQE QMEANDisCo Global
Monomer None 0.30 UNg® + 0.08
QMEANDIsCo Local QMEAN Z-Scores ~
e ool Qualty Estieniate QMEAN -1.36
y B ce HEETTT "Moo
‘r w i ‘ r v 'H anaom IR L | [ (.03 S —————
Model 01 2 2 solvation 0.04
Structure % torsion [, | PN s i i
Assessment
Seq ity C g D i
=0 6j9b.1 A 64.49% i) B3 domain-containing transcription factor FUS3 v
Arabidopsis FUS3-DNA complex
Model-Template Alignment -
£FModel 01 70
639D.1.A -
Model 01

Sekil 4. 3. Kromozom 2 lizerinde haritalanan >MK345 markdriiniin t¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri.
b. Ug boyutlu model
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a.
Oligo-State @ Ligands @ GMQE @ QMEANDisCo Global &
Homo-dimer None WIS 0 65 PG
(matching
lﬁ prediction)
‘QMEANDIsCo Local QMEAN Z-Scores -~
Local Quakity Estimate QMEAN 122

Model 01+ cec HEET . Mo
FoY ‘J_,_,-Jlu._,,,‘ antom T T T oo S ————]
| ‘-J il_ snlvalmn-::::- 278
' torsion T ] . UMl 075 Protein Size (Residues)
Template Seq ldentity Coverage Description
Sgnj 1A 51.72% ] Transcription factor MYC2 v

Structure of a transcription factor and DNA complex

Model 01:
Model 01:
Sgnj.l.

Model 01:
Model 01:
S5gnj.l.

Model 01:R azn
Model_01:B[H 250
R | et =

Model 01:R
Model 01:B =)

=T 14T Lt

Sekil 4. 4. Kromozom 3 Uizerinde haritalanan >MK708 markdriinin t¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri
b. Model-Sablon dizi hizalamasi
c. Ug boyutlu model
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Oligo-State @ Ligands @ GMQE € QMEANDisCo Global €
Monomer  None 0.10 ED o011

QMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores -~
o Gty Bt aomean T, T 152
cp HEEETTT T oes

om I LT[l 100  Som———
|Ff“‘-q‘pﬂ‘ﬂ1nun“"“mm‘wq| NN — S B P

torsion IEENTT 1 | T 052 Protein Size (Resithses)
Template Seq ldentity Coverage Description
= 2gcc.1.A 54.84% | ATERF1 hg

SOLUTION STRUCTURE OF THE GCC-BOX BINDING DOMAIN,
NMR, MINIMIZED MEAN STRUCTURE

Model-Template Alignment -~
3 dodel_o1 CTYXGUEDRTHGKAVE -
2ges IR KEYRGVEQREWGHEER 19
Model 01 [ENNEESEN 138
2gec.1.AE DELKNGARVHLGL E TEEDAALLRYDERAAL MRGSRALLNFPLREV-—---—-————-———— - ——————— &8
Model 01 aos
PEEEcfll s m s s s e e s e e e e
Model_01 azg
BFEEcm e e e e e e e e e e e

Sekil 4. 5. Kromozom 4 {izerinde haritalanan >MK®657 markoriiniin ¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri.
b. Ug boyutlu model
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a.
Oligo-State @ Ligands @ GMQE @ QMEANDisCo Global @
Homo-dimer MNone 0.14 1 0.05
(matching
prediction)
GMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores ~
Locsl Quaity Estimate amean I T Tl 511

Model 01+

Structure
sment

Cp | /BEE ETA .

anaom IR 0l 31c  S——s:
sulvalion-::[:. -0.73 )
torsion -::. -5.23 Protein Size {Residues)

Template Seq ldentity Coverage Description

3ubc1 A 30.07% | Stress-induced transcription factor NAC1 v
Crystal structural of the conserved domain of Rice Stress-responsive
NACH

b.

[FModel 01:
Model 01:B(¥C
3ulx.l.

Model 01:
Model 01:
3ulx-1.

Model 01:
Model 01:
3ulx.1.AEF

Model 01:
Model 01:
Sulx-1.

Model 01:A|DVI
Model 01:B(DVH FD
B s - B e e

Sekil 4. 6. Kromozom 5 Uizerinde haritalanan >MK166 markdriniin ti¢ boyutlu protein modeli
a. Protein modelinin say1sal parametreleri
b. Model-Sablon dizi hizalamas1
c. Ug boyutlu model
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a.
Oligo-State @ Ligands & GMQE © QMEANDisCo Global @
Homo-dimer 1 xZN“ v 012  (ED:o0s
(matching
prediction)
1 X ZINC ION A

ZN.2: 4 residues within 4A:v
4 PLIP interactions: ¥

Model 01«
fure QMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores A~
trrzeer Local Qualty Estimate omean T T TH o055
cc N WM
=[] FLHJUH‘HWWFW ancom R . M 253 M
f | sovation B T T 179
torsion -::I:. -0.88 Prodein Size (Residues)
Template Seq ldentity Coverage Description
Sly0.1.A  39.32% | LOB family transfactor Ramosa2.1 v
Crystal structure of LOB domain of Ramosa2 from Wheat
LModel 01:
Mpdel 01:
51y0.1.
Model 01:
Mpdel 01:
51y0.1.
Model 01:
Model 01:
Sly0.1.

Model 01:
Model 01: N} I
L et e

Sekil 4. 7. Kromozom 6 Uzerinde haritalanan >MK752 markériinn (¢ boyutlu protein modeli.

a. Protein modelinin sayisal parametreleri
b. Model-Sablon dizi hizalamas1
¢. Ug boyutlu model
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Oligo-State @ Ligands & GMQE € QMEANDisCo Global @
Monomer  None 012 +0.11

QMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores A
o ey Bt ovean IIEECT 22

cc HEET ] Moss

anstom IERL T 116 m—m

Model 01+ sotvation ML 1. . T o34
Structure torsion -::I:. -1.01 Protein Size (Residues)
Assessment
Template Seq ldentity Coverage Description
=0 2ayd.1.A 43.55% P WRKY transcription factor 1 v

Crystal Structure of the C-terminal WRKY domainof AWVRKY 1, an
SA-induced and partially NPR1-dependent transcription factor

Model-Template Alignment ~

ﬁl‘.‘l.odel_ﬂl FSEVNMNFGHEL

Sekil 4. 8. Kromozom 7 Uzerinde haritalanan >MK775 markoriiniin t¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri ve Model-Sablon dizi hizalamas1
b. U¢ boyutlu model

81



Model 01 -

cture
essment

=0

Model 01:
Model 01:
EECE

Model 01:
Medel 01:
4mss.1.

Oligo-State @ Ligands @
Homo-dimer MNone
(matching

prediction)

QMEAMNDIsCo Local QMEAN Z-Scores
Lol Qualty Estimate QMEAN 245

ce W Ml
anaom I T 0.0z
sovationlL_._. . M 1.36
torsion LT . | Wl >34

Seq i C g D

GMQE © QMEANDisCo Global &
0.40 [ 0.63 FRXE

e — e

Proasin Size (Residues)

4m59.1.A 26.58% [ ] Chloroplast pentatricopeptide repeat protein 10 v
Crystal structure of the pentatricopeptide repeat protein PPR10 in
complex with an 18-nt psaJ RNA element

Model 01:
Model 01:
4mSs.1.

Model 01:
Modsl 01:

4mS5_1_

Model 01:
Model 01:

amss_1.

Model 01:
Medel 01:
4mS5.1.

Medel 01:
Model 01:
4mSs.1.

Model 01:
Modsl 01:
4mS5. 1.

Modsl_01:

Modsl 01:
4mS5._1_

Model 01:
Model 01:
4mS5_1.

Sekil 4. 9. Kromozom 8 uizerinde haritalanan >MK417 markériintn (¢ boyutlu protein modeli.

Protein modelinin sayisal parametreleri

b. Model-Sablon dizi hizalamas1
c. Uc boyutlu model
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Mode! 01 =

r

Structure
Assessment

=0
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Oligo-State @ Ligands @ GMQE @ QMEANDisCo Global @

Homo-dimer None 0.04 (051 Eig

(matching

prediction)

QMEANDisCo Local QMEAN Z-5Scores -~
Lo Dusity Esmats avean [T T T Tl o2

cE | T o4z

. . ancom BT T T T 217 G —————
L '1' ff "ﬂhﬂm soivaton [T . | T 28
¥

™ worsion T | T T -1.00 .
" Bretein Sz (Feskducs)
Template  Seqldentity Coverage Description
Ggll1A  31.34% Microphthalmia-associated transcription factor hd

MITF/CLEARbox structure

Model-Template Alignment ~

Sekil 4. 10. Kromozom 9 iizerinde haritalanan >MK304 markdriniin {i¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri ve Model-Sablon dizi hizalamasi

b. Uc boyutlu model
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Oligo-State  Ligands GMQE QMEANDisCo Global
Monomer None 016 @EE)o0n
QOMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores hd
Template Seq ldentity Coverage Description
3a01.1A 28.00% Homeodomain-containing protein ~
Model 02 = Crystal siructure of Aristaless and Clawless homeodemains bound to DMA
SiLalE Biounit Oligo State Hetero-dimer
Assessment
QSQE 0.00
= Method Xray, 270 A
Seq Similarity 0.34
Coverage 0.35
Range 15-79
~

Model-Template Alignment

TNEIQVACLERRFEDKYLYFEERA LAY LK I(DEQVEIWEQNRRT ENERQTAE B0

Sekil 4. 11. Kromozom 10 uzerinde haritalanan >MK376 markdruniin Gg boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri ve Model-Sablon dizi hizalamasi
b. U¢ boyutlu model
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a.
Oligo-State @ Ligands @ GMQE @ QMEANDisCo Global ©
Monomer  None 0.15 (0,55 EXIDE)
QMEANDisCa Local QMEAN Z-Scores ~
Local Oty et ovesn [T T 202

N e

Model 01 ~ soivation T [ . 1.1 *
[
Siructure tersien Ea Protein Sk (Feskucs)
Assessment
=0 Template Seq ldentity Coverage Description
- Jzqe 1A 32.38% MYB3 v

Structure of the Trichomonas vaginalis Myb3 DMA-binding domain bound to a
prometer sequence reveals a unigue C-terminal beta-hairpin conformation

Model-Template Alignment

Sekil 4. 12. Kromozom 11 iizerinde haritalanan >MK810 markériiniin (i¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri ve Model-Sablon dizi hizalamas1
b. Uc boyutlu model
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Sekil 4. 13. Kromozom 12 iizerinde haritalanan >MK810 markdriniin {i¢ boyutlu protein modeli.
a. Protein modelinin sayisal parametreleri ve Model-Sablon dizi hizalamasi
b. Ucg boyutlu model
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Kromozomlar Uzerinde haritalanan ve polimorfizm potansiyeli e-Mapping

analizleri ile gosterilen polimorfik markérlerin, {i¢ boyutlu protein modelleri, sayisal

parametreleri, model sablon hizalama degerleri incelendiginde, dizayn edilen markdr

lokuslarin kodladig1 proteinlerin ii¢ boyutlu model sablonlarinin neredeyse tamaminin

transkripsiyon faktorii kodlayan genlere (WRKY, MYB, NAC vb.) denk diistiigii

gozlenmistir.

Domates kromozomlarinda haritalandiginda tiirler-arasi polimorfizm potansiyeli

gorilen markorlerden bazilarinda motif tekrar sayist modifikasyonlar: yapilarak tekrar

modellenmis ve model degerlerindeki degisimler Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4. 12. Segilen markorlerin sekanslarinda yapilan modifikasyon sonrasi modelleme degerlerindeki

degisimler.

Alel  Markér  Sablon Tanim QOMEAN-Z GMQE QMEANDiIsCo
Alel-1 MK-90 2ayd.1.A  WRKY transcription -1,17 0,12 0,67
Alel-2 factor 1 -1,25 0,12 0,68
Alel-1  MK- 6j9b.1.A B3 domain-containing -1,36 0,30 0,77
Alel-2 345 transcription factor -1,59 0,27 0,67

FUS3
Alel-1  MK- 5gnj.1.A  "Transcription factor -1,22 0,03 0,65
Alel-2 708 MYC2 -1,26 0,03 0,64
Alel-1 MK- 1gcc.1.C Ethylene Responsive -1,03 0,11 0,58
Alel-2 657 Element Binding -1,26 0,10 0,60

Factor 1
Alel-1 MK- 1ut7.1.A No apical meristem -2,65 0,15 0,54
Alel-2 166 protemn -2,41 0,15 0,54

structure of the
conserved domain of

ANAC
Alel-1  MK- 5ly0.1.A  LOB family transfactor 0,59 0,12 0,66
Alel-2 752 Ramosa2.1 0,54 0,12 0,66
Alel-1  MK-  2ayd.l.A -2,22 0,12 0,48
Alel-2 775 WRKY transcription -2,18 0,13 0,49

factor 1
Alel-1  MK-  4m59.1A LOB family transfactor -2,45 0,40 0,63
Alel-2 417 Ramosa2.1 -3,77 0,28 0,62
Alel-1  MK- 5gnj.3.A 0,26 0,04 0,53
Alel-2 304 Transcription factor 0,26 0,04 0,53

MYC2
Alel-1 MK-  3a01.1.A Homeodomain- -1,35 0,16 0,63
Alel-2 376 containing protein -3,16 0,16 0,69
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Alel-1  MK-  6kks.1.A MYB-3 -0,13 0,12 0,69
Alel-2 810 -2,75 0,16 0,62
Alel-1  MK-  1h88.1.C MYB PROTO- -1,67 0,15 0,69
Alel-2 730 ONCOGENE -1,67 0,15 0,69
PROTEIN
Alel-1  MK-  7p8k.1.A -1,69 0,09 0,62
Alel-2 402 Disease resistance -5,5 0,04 0,27
protein RRS1
Alel-1  MK-  5v3m.1.C Zinc finger protein 568 -4,68 0,08 0,39
Alel-2 699 -1,06 0,01 0,46
Alel-1  MK- 7d8t.1.C 0,31 0,04 0,52
Alel-2 529 Microphthalmia- 0,42 0,04 0,43
associated transcription
factor
Alel-1  MK-  5xd6.1.A -2,58 0,27 0,63
Alel-2 344 Protein kinase -3,12 0,26 0,61

superfamily protein

Alel-1 MK- 6cth.1.A Protein kinase -2,58 0,28 0,63
Alel-2 344 superfamily protein -3,12 0,26 0,63

Yapilan modifikasyonlar sonuncunda protein islev taniminda bir degisim
gozlenmemistir, ancak QMEAN-Z, QMQE ve QMEANglobaldisco degerlerinde
gozlenen degisimler post-translasyonel modifikasyonlar, kalsiyum baglama bolgeleri,
ATP baglama bolgeleri, zing finger, homebox, SH2 ve SH3 alanlar1 vb. ve 3D yapida
polimorfizme bagh degisimlere neden olabildigi modelleme analiz sonuglarina dayali
olarak ortaya konmustur. Bu durum, ¢alisma kapsaminda gelistirilen markdrlerin tekrar
sayist degisimi kaynakli alellerinin transkripsiyon faktorlerinde fonksiyonel
modifikasyonlara sebep olabilecegini ve dolayis: ile gelistirilen markdrlerin fenotip-
genotip iligkilerinin olusturulmasinda kullanilabilecek fonksiyonel markorler olma

potansiyelini gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Patates (Solanum tuberosum) tiim dinyada 6zellikle de gelismekte olan iilkelerde
temel enerji kaynagi olan, nisasta agisindan zengin ekonomik degeri yiiksek bir bitkidir.
Patates genis tarimsal arazilerde yiiksek verimle yetistirilebilir. Ancak 1slah ¢alismalari,
tetraploid genomu ve ylksek heterozigosite seviyeleri nedeniyle geride kalmustir.
Otopoliploidi tarafindan olusturulan bircok genetik karmasiklik nedeniyle, patates
genetik ¢alismalarin ¢ogu, ¢ift ebeveynli popiilasyonlar kullanilarak diploid diizeyde
gerceklestirilmistir.

Patates genom sekansi ve ilgili genetik haritalarin varligina ragmen, bir¢cok 6nemli
tarimsal ve ekonomik agidan Onemli patates Ozelligini etkileyen genler heniiz
kesfedilmemistir (Sharma ve ark., 2013; Patates Genom Dizileme Konsorsiyumu 2011).

Onemli bir faktor de birgok dzelligin karmasik genetik konumunun yani sira QTL
caligmalar1 igin oldukga heterozigot ebeveyn hatlarinin kullanilmasi nedeniyle birgok
QTL 6zelliginin genetik konumlarinin kesin olmayan bir sekilde belirlenmesidir. Ayrica,
biparental caprazlamalarda faydali 6zellik alellerine sik1 bir sekilde bagli oldugu bulunan
markdrler, genellikle daha genis germplazm havuzlarina simirli aktarilabilirlige sahiptir
(Sharma ve ark., 2018).

SSR markdrleri koodominant yapilari, genomlardaki bolluklari, yliksek oranda
tekrarlanabilirlikler, hiperpolimorfizmleri ve ilgili tiirlere yiiksek diizeyde aktarilabilirlik
gibi avantajlara sahip olmalar1 nedeniyle 1slah ¢aligmalari i¢in olduk¢a 6nemlidir. SSR
markdrleri  genetik  haritalama, ebeveyn tayini genetik ¢esitlilik analizleri,
popiilasyonlarin aragtirilmasi, gen kaynaklarinin korunmasi ¢aligmalar1 gibi ¢aligmalarda
kullanilabilir. QTL c¢alismalarinda daha giivenilir sonuclar vermesi ve istenilen gen
bolgelerinin belirlenip secilmesini saglamasi agisindan tim arastirmalarin yani sira
Patates gibi otopoliploid genomlarin arastirilmasi i¢in de olduk¢a 6nemlidir.

Sekanslama teknolojilerinin hiz kazanmas1 ve daha ekonomik hale gelmesi,
genetik baglant1 haritalarinin olusturulmasi, QTL analizi MAS gibi genetik arastirmalar
icin gelistirilmis algoritmalar ve yazilimlarin gelistirilmesi, genel olarak hem molekiiler
caligmalara hem de patates gibi otopoliploid mahsul tiirlerinin 1slah ¢aligmalarina son

zamanlarda 6nemli ilerlemeler saglamigtir. Ozellikle biyoinformatik gelismeler, agik-
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erisim veri tabanlarindan elde edilen verilerle, aday genlerin i¢inde veya yakininda
bulunan fonksiyonel markor gelistirmeyi miimkiin kilmistir.

Bu c¢alismada c¢DNA sekanslarindan olusan patates (Solanum tuberosum)
transkriptomunda transkripsiyon faktorii homologlarini belirlemek izere, Arabidopsis ve
piring transkripsiyon faktorl gen setleri veritabani olarak kullanilarak BLASTX analizleri
gerceklestirilmigtir. Patateste trankripsiyon faktori kodlayan gen setlerinin homologlari
belirlenmistir. Yapmis oldugumuz her iki Blastx analizinde eslesmeler i¢in elde edilen e-
degerleri “0” veya 0’a olduk¢a yakin degerlerdir ve bu da Blastx analizi ile bulunan
eslesmelerin “tam eslesme” oldugunu, istatistiksel olarak “rastgele” olma olasiliginin 0
veya 0’a yakin oldugunu gostermistir.

Blastx analizleri ile Arabidopsis transkripsiyon faktorii peptit sekanslari ve patates
cDNA sekanslarmin eslestirilmesi sonucunda 5089 benzersiz ¢cDNA’min 1984
Arabidopsis transkripsiyon faktorii homologu oldugu bulunmustur.

Piring transkripsiyon faktorl peptit sekanslarinin, patates cDNA sekanslari ile
homoloji analizleri sonucunda 4379 benzersiz ¢cDNA’nin 1791 benzersiz piring
transkripsiyon faktoriniin homologu oldugu bulunmustur.

Her iki homoloji analizi sonucunda ortaya ¢ikan toplam 9468 cDNA sekansi,
Arabidopsis ve piring ortologlarindan otiiri iki veri seti arasinda yinelenen cDNA
sekanslar filtrelenerek, her bir cDNA sekansi birer kez temsil edilecek sekilde 6052 adet
cDNA sekansina sadelestirilmistir. Her cDNA’ya denk diisen TF erisim numaralarinin
hangi transkripsiyon faktorii ailesinin iiyesi oldugu plantTFDB’den alinan peptit
dosyalart ile belirlenmistir. Transkripsiyon faktOrlerinin patates transkriptomunda
dagilimina baktigimizda, en fazla temsil edilen transkripsiyon faktor( gen ailesinin 1392
gen ile WRKY TF ailesi oldugu tespit edilmistir (Grafik 4.1.).

TF kodladigini belirledigimiz sekanslar, GMATA yazilimi kullanilarak analiz
edilmis, toplam 1435 SSR lokusu tespit edilip, bu lokuslari gogaltacak 845 SSR markor
gelistirilmistir  (Cizelge 4.10). Markorlerin  tirler-arast transfer edilebilirlik  ve
polimorfizm potansiyellerini arastirmak igin gelistirilen markorler hem patates hem de
yakin akraba tiir olan domates kromozomlarinda haritalanmistir. Haritalama analizlerinde
kullanilan =~ parametreler dahilinde patates kromozomlarinda 535 domates
kromozomlarinda ise 99 markor haritalanmistir (Cizelge 4.8.)

Solanum tuberosum transkriptomunda gelistirilen yeni 845 SSR markor
havuzundan secilen bazi markorler tiirler-arasi amplifikasyon ve polimorfizm igin

deneysel olarak da test edilmis, kapiler elektroforez sistemi ile elde edilen analiz
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sonuglari, primerlerin beklenen boyutlarda amplikonlar1 basariyla iirettigini (e-Mapping
sonuglarindan + 50 bp), in silico markor dizayn ve transfer edilebilirlik analizlerinde
ylksek verimin alinabilecegini kanitlanmistir (Sekil 4.1.).

Solanum tuberosum kromozomlarinda haritalanan ve polimorfizm potansiyeli
tiirler aras1 ‘Mapping’ analizi ile Solanum lycopersicum’ da belirlenen markorlerin peptit
sekansi diizeyinde anotasyonlar1 ve 3D (li¢ boyutlu) modelleme analizleri Swiss Prot
server’t kullanilarak gerceklestirilmistir. TUrler-aras1 transfer edilebilirligi gosterilen 99
markor igin protein modelleme analizi yapilmis tamaminin transkripsiyon faktori
ailesinden oldugu, transkripsiyon mekanizmasiyla evrimsel olarak iligkili sablon
proteinler ve islevleri ve QMEAN degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Polimorfik oldugu belirlenen 18 markoriin peptit sekanslarinda modifikasyonlar
yapilarak tekrar protein modelleme analizi yapilmis ve modellere ait 3D yapida ve
QMEAN degerlerindeki degisimler karsilastirillmistir. Bu karsilastirma sonucunda
beklendigi lizere protein anotasyonlar1 degismemekle birlikte (homoloji sablonlari ayni
kalmistir), QMEAN degerlerindeki degisimin hedefin hizalanmasi bilgisi, sablonlarin 3D
koordinatlar1 ile birlikte sablon dizileri, ilgilenilen protein igin yapisal modellerde
degisimler olabilecegi gozlenmistir (Cizelge 4.12). Her kromozomdan segilen markor
lokuslar igin yapilan protein modelleme analizleri sonucunda elde edilen ¢ boyutlu
protein modelleri, protein modelinin sayisal parametreleri ve model-gablon dizi hizalama

bilgileri elde edilmistir (Sekil 4.2.- Sekil 4.3.).

5.2. Oneriler

Yapilan c¢alismaya genel olarak bakildiginda 6052 cDNA sekansindan
transkripsiyon faktorii kodlayan toplam 845 SSR markori gelistirilmis ve tirler-arasi
aktarilabilir markorler de belirlenmistir. Markdrler, Transkripsiyon faktori kodlayan gen
bolgelerindeki polimorfizmi genotiplememizi saglayacagi i¢in bitki 1slahinda secilim
markdrii olarak kullnilabilir. Genler arasi bir bolgeden gelistirilen SSR’lar ile
kiyaslandiginda kodlayan bolgelerden gelistirilen SSR’lar fenotipik olarak canlinin nasil
davrandigini, nasil yasadigini, neye nasil tepki verdigini degistirme olasiligi daha
yuksektir bu sebeple fonksiyonel markdrlerdir. Genetik cesitlilik, 1slah, ya da belli bir
ozellikle ilgili 6zelligi kontrol eden bir gen seti i¢in gelistirdigimiz markdr seti daha

yuksek olasilikla ilgili bir markdr tespit etmemizi saglayacaktir
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Transkripsiyon faktoru gen aileleri bakimindan karakterize etmek ve bu genler
uzerinden regulator fonksiyona sahip olma potansiyeli yiksek DNA markorleri
gelistirmek, patatesin polimorfizm seviyesi ve cesitliligi hakkinda bilgiler saglamak,
patates yetistirme programlarini hizlandirmak igin 6nemli ve giivenilir bir kaynak
olacaktir. Patates bitkisinde karakterize edilen transkripsiyon faktori genlerinde
gelistirilen SSR markorleri ile yapilacak ¢alismalar, bitkilerde ¢esitli biyotik ve abiyotik
streslere yanit verebilecek ve degisen bir ortamda optimum biiyiimeyi siirdlrebilecek
daha verimli genotipleri segmeyi kolaylastiracaktir ve 1slah ¢alismalar1 i¢in oldukca
onemli olacaktir. TF’ler tarafindan kontrol edildigi bilinen sayisiz hiicresel stire¢ tizerinde

de ¢aligmalara yarar saglayacagi diistiniilmektedir.
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