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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

PATLICAN ( Solanum melongena L.) BITKISINDE REGULATOR RNA’LARIN
ve TRANSPOZON LOKUSLARIN KARAKTERIZASYONU

Dilay MALYEMEZ
Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU
2022, 48+xi Sayfa

Jiiri
Doc. Dr. Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Emrah TORLAK

Patlican Solanaceae ailesinin en 6nemli iiyelerinden, besleyicilik 6zellikleri ve ekonomik degeri
yiiksek bir bitki tiirii olmasina ragmen genetik 1slah, molekiiler genetik ¢alismalar bakimindan domates ve
patates, biber gibi ailenin diger 6nemli tiirlerine kiyasla daha az ¢alisilmigtir. Sunulan tez kapsaminda
patlican genomuna ait referans genom verisi transpozon lokuslari, kodlamayan RNA ve transmembran
protein siniflandirmast bakimindan biyoinformatik yaklasimlar ile karakterize edilmistir. Caligma
sonucunda elde edilen kodlamayan RNA sekanslari, transpozon sekanslari ve patlicanin var olan EST
sekansi verileri regiilator markor gelistirme potansiyelleri bakimindan aragtirilmistir. Caligma kapsamimda
ilk kez patlican genomuna spesifik regiilator/fonksiyonel olma potansiyeline sahip tiim genom diizeyinde
mikrosatellit markorler gelistirilmis, yapisal ve fonksiyonlari anotasyonlari yapilmistir. Calima sonucu
iiretilen veri patlican gen kaynaklarinin karakterizasyonu basta olmak tizere patlicanda markor destekli 1slah
caligmalarina katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: mikrosatellit, markor gelistirme, NCRNA, patlican, transpozonlar



ABSTRACT

MS THESIS
Characterization of Regulatory RNAs and Transposon Loci in Eggplant (Solanum
melongena L.)

Dilay MALYEMEZ

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
IN MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

Advisor: Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU
2022, 48+xi Pages

Jury
Dog. Dr. Ali Tevfik UNCU
Prof. Dr. Onder TURKMEN
Prof. Dr. Emrah TORLAK

Although eggplant is one of the most important members of the Solanaceae family and is a plant
species with high nutritional properties and economic value, genetic breeding has been less studied in terms
of molecular genetic studies compared to other important species of the family such as tomato, potato and
pepper. Within the scope of the presented thesis, the reference genome of the eggplant genome was featured
by bioinformatics approaches in terms of transposon elements, non-coding RNA and transmembrane
protein classification. The non-coding RNA sequences, transposon element sequences and the existing EST
sequence data of eggplant obtained as a result of the study were investigated in terms of their regulatory
marker development potential. Within the scope of my work, for the first time, microsatellite markers at
the whole genome level, which have the potential to be regulatory/functional specific to the eggplant
genome, were developed and their structural and functional annotations were made. The data produced as
a result of the study will contribute to the characterization of eggplant gene sources and marker-assisted
breeding studies in eggplant.

Keywords: eggplant, microsatellite, marker development, non-coding RNA, transposon elements
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

DNA: Deosiribo Niikleik Asit

RNA: Ribo Niikleik Asit

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

WGS: Tiim Genom Dizileme

NGS: Yeni Nesil Dizileme

EST: ifade Edilmis Dizi Etiketi

TE: Transposable Element

NOR: Niikleolar Organizasyon Bdolgeleri
LTR: Uzun Terminal Sekanslari
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PR: Proteaz

INT: integraz

RT: Ters Transkriptaz

ORF: Ag¢ik Okuma Cergevesi

UTR: Cevrilmemis Bolgeler

SINE: Kisa Serpistirilmis Niikleer Elementler
LINE: Uzun Serpistirilmis Niikleer Elementler
TIR: Terminal Ters Cevrilmis Tekrarlar
MITE: Minyatiir Ters Cevrilmis Tekrarlar
ncRNA: Kodlamayan RNA

MiRNA: Mikro RNA

LncRNA: Uzun Kodlamayan RNA

TM: Transmembran

SP: Sinyal Peptid

RAPD: Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA
RFLP: Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi
AFLP: Amplifiye Edilmis Fragman Uzunluk Polimorfizmi
SSR: Basit Tekrar Dizileri

SNP: Tek Niikleotit Polimorfizmi

QTL: Kantitatif Ozelik Lokus

MAS: Makor Destekli Segilim

GWAS: Tiim Genom {liskilendirme Secilim
AGE: Agaroz Jel Elektroforezi

PAGE: Poliakrilamid Jel Elektroforezi

BP: Biyolojik Siireg

CC: Hiicresel Bilesen

MF: Molekiiler Fonksiyon
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1. GIRIS

Solanaceae ailesinin bir {iyesi olan patlican (Solanum melongena L.), diinyanin
tropikal ve iliman boélgelerinde yetisen 6nemli bir sebze mahsuliidiir (Sharma ve Katoch
2020). Genellikle brinjal veya patlican olarak adlandirilan patlican (Solanum melongena)
Solunum cinsinden domates patates ve biberden sonra dordiincii en onemli sebze
mahsuliidiir (Hirakawa ve ark. 2014). Domates ve biber gibi patlican da 12 kromozomlu
diploid bir bitkidir (2n=24). Genomu 1100 Mb boyutlarindadir. Patlican, aym ailede
bulunan domates basta olmak {izere biber ve patatese kiyasla hem tohum 1slahi da hem
de molekiiler biyoloji ve genetik alaninda ¢ok fazla calisiilmamistir. Bu sebeple
giinlimiizde patlicana ait molekiiler veriler simirhidir. Bunun nedeni olarak patlicanin
Ozellikle bati iilkelerinde daha az iiretilmesi ve tiiketilmesinden kaynakli, ekonomik
degerinin diisiik olmas1 gosterilebilir.

Ozellikle son yirmi yilda yeni nesil sekanslama teknolojilerindeki (NGS)
gelismeler daha az calisilms tiirlere ait biyolojik verinin hizla tiretilmesine yol agmustir.
NGS teknolojilerindeki bu gelismeler ile birlikte tim genom dizileme (WGS) ve
transkriptom uygulamalarinda ki ilerlemeler, molekiiler bilgilerin tiretimini hizlandirmis
ve markor destekli sebze 1slahi alaninda onemli bir ilerlemeye bir yol agmustir
(Arumuganathan 1991). Patlican genomunun da sekanslanmasi ile birlikte, genomik
caligmalar artmis olup iiretilen verilerin 1slah ¢alismalarina adaptasyonu hizlanmistir.

Tez caligmasi kapsaminda; Patlican genomu kodlamayan RNA’lar, transpozon
icerigi ve regiilator elementler bakimindan biyoinformatik araglar ile analiz edilmis, daha
sonra patlican genomuna 6zel regiilator sekanslarin icinden ve/veya cevre lokuslardan
SSR markorleri gelistirilerek yapisal ve fonksiyonel anotasyonlar1 yapilmistir. Patlican
tim genom verisi yiksek oranda korunan ve gen ekspresyonlarini diizenleyen
kodlamayan RNA’larin, genom c¢apinda ¢esitliligi ve dagilimi ile farklilik saglayan
transpozonlarin ve transmembran proteinlerin karakterizasyonu igin hem ab initio hem
de homoloji tabanli yaklasimlar ile incelenmistir. Uretilen veriler patlican gibi genetik
cesitlilik bakimindan dar bir havuza sahip gen kaynaklarmin daha gercek¢i genetik
uzaklik Ol¢limlerini miimkiin kilacak, ayn1 zamanda {iretilen veri patlicanda 6nemli
agronomik 6zelliklerin, biyotik ve abiyotik stres toleransinda etkili gen/QTL lokuslarin
yiiksek ¢ozliniirliikte haritalanmasina imkan saglayacaktir. Patlicanda MAS caligmalari

literatiire 6nemli veri katkis1 saglayacaktir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pathcan (Solanum melongena L.)

Solanaceae ailesinin bir {iyesi olan patlican (Solanum melongena L.), diinyanin
tropikal ve 1liman boélgelerinde yetisen onemli bir sebze iirliniidiir. Patlican, patates,
domates ve biberden sonra ailenin ekonomik a¢idan en Onemli dordiincii tarim
mahsuliidiir. Patlican, brinjal olarak da bilinmektedir (Ansari ve Singh 2014). Patlican,
yumurta seklinde (S. melongena var.esculentum); uzun ince sekilli (S. melongena var.
serpentium) ve bodur tip (S. melongena var. depressum) olmak {izere ii¢ ana geside
ayrilmistir (Kalloo 1993).

Demir (0,9 mg), kalsiyum (18 mg), kiikiirt (44 mg), potasyum, vitaminler ve
proteinler i¢in iyi bir kaynaktir (Noda ve ark. 1998). Beyaz brinjal ile karsilastirildiginda,
koyu mor olanlarin C vitamini agisindan zengin oldugu bildirilmektedir (Tabing ve
Tiwari, 2018). Domates (S. lycopersicum) ve biber gibi (Capsicum annuum), patlican 12
kromozomlu (2n = 24) otogam bir diploidir. Genomu 1100 Mb boyutlarindadir.
Genellikle "diisiik kalorili sebze", olarak kabul edilse de patlican besin degeri diger
yaygin sebzelerin ¢oguyla karsilastirilabilir. Vitaminler, mineraller, proteinler, lif ve
ayrica ¢ogu antioksidan aktiviteye sahip olan fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi
onemli bitkisel besinler icerir (Raigona ve ark. 2008). Iyi bir mineral ve vitamin
kaynagidir ve toplam besin degeri agisindan domates ile karsilagtirilabilir (Kalloo 1993,
Singh ve Kumar 2007). Ayrica geleneksel tipta patlican kullanilmistir. Doku 6zleri astim,
bronsit, kolera ve diziiri tedavisinde kullanilir; meyve ve yapraklar kan kolesteroliinii
diisiirmede faydalidir. Patlicanin da antimutajenik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir
(Khan 1979; Hinata 1986; Kalloo 1993; Collonnier ve ark. 2001; Kasyap ve ark. 2003;
Rajam ve Kumar 2006). Diger solanli iiriinler gibi patlican, insanlar iizerinde potansiyel
toksik etki gdsterebilen solasonine ve solamargin glikoalkaloidleri igerir. Ayn1 zamanda
anti kanser ozellikleri de gostermistir; 6zellikle, cilt neoplazileri patlicandan tiiretilen
glikoalkaloidlere dayal ticari kremlerle verimli bir sekilde tedavi edilir. Ayrica ekonomik
acidan Onemli bircok gen tasiyan birgok yabani patlican tiiri vardir. Yabani patlican
tiirleri ticari patlican iiretimini etkileyen 6nemli zararlilara kars1 direng gostermektedir.

Ekonomik olarak oOnemli olmasmna ragmen, patlicanin molekiiler genetigi,

baglanti haritalarina sahip olan domates, patates ve biberin aksine ¢ok az ¢aligilmistir.



2.1.1. Pathcanin Yetistigi Bolgeler

Patlican domates, patates, biber ve tiitiin gibi diger 6nemli Solanaceae
bitkilerinden farkli olarak; Asya temelli bir bitkidir ve diinya capinda yetistirilmektedir.
Patlicanin yabani tiir Solanum incanum'dan evcillestirildigi varsayilmistir (Ranil ve ark.
2017; Taher ve ark. 2017). Bircok iilkede 6nemli bir sebze iiriiniidiir. Onde gelen patlican
tireticileri Cin (diinya iiretiminin%356's1), Hindistan (diinya liretiminin%?26's1), Misir ve
Tirkiye’dir (Van Der Weerden ve Barendse 2007).Popiilaritesi nedeniyle 16. yiizyilda
Avrupa'ya ve 1806'da Amerika'ya tanitilmistir; bu yerlerden ekimi diinya ¢apinda hizla
yayilmistir. Muhtemelen Hindistan temelli bir bitki oldugu diisiiniilmektedir. Ikinci
merkezi ise Cin olarak bilinmektedir(Kalloo 1993).Bu iiriin 6zellikle Asya'da (diinya
tiretiminin hem de hasat alaninin %93') yetistirilmektedir. Bu mahsuliin iyi verim
vermesi i¢in uzun siire 1lik havaya ihtiyaci vardir; bu nedenle tropikal ve subtropikal
iklimler ekimi i¢in en uygun olarak kabul edilir. Ancak iliman ve karasal bolgelerde hem

acik alanda hem de sezon dis1 iiretim i¢in koruma altinda yetistirilmektedir (Kumar ve

ark. 2020) .

2.1.2. Pathcanin Genetik Yapisi

Domates ve biber gibi patlican da 12 kromozomlu diploid bir bitkidir. Patlicanin
niikleer genomu domatesinkinden biraz daha biyiiktir ve 1100 Mb DNA igerir
(Arumugana than ve Earle 1991). Geleneksel olarak, solanl: tirtinlerdeki arastirmalarin
cogu, genomlar1 yaymlanmis olan patates ve domates lizerine odaklanmistir. Patlican
SME_r2.5.1'in referans genomu ise 2014 yilinda Hirakawa ve arkadaslar1 tarafindan
yayilanmistir (Barchi ve ark. 2019).

2.2. Kodlamayan DNA

Milyonlarca yillik evrim boyunca, bitki genomlari karmagik bir yap1 kazanmustir.
Bitki genomlari, en biiylik ve en kiigiik taksonlar arasinda 1000 kat farkla genis bir boyut
araligina sahiptir ( Schnable ve ark. 2009). Nispeten, bitki genomlarinin en iyi karakterize
edilmis elemani olan protein kodlayan genlerin sayisinda taksonlar arasinda sadece 10-

100 katlik bir varyasyon goriiliir (Hou ve ark. 2019). Protein kodlayan genler, bitki



genomlarinda esit olmayan bir sekilde dagilmistir ve gen yogunluklar1 farklilik gosterir.
Protein kodlayan genlerle serpistirilmis, hepsi ¢ok daha az calisilmis olan ¢ok sayida
baska genomik elementler vardir. Bunlar, protein kodlayan genlerin intronlarmni ve
kodlamayan RNA, tekrar dizileri ve transpozonlar gibi intergenik dizileri igerir. Bu
kodlamayan diziler, gen ekspresyonunu diizenlemeye yardimci olur ve genom
organizasyonu ve islevinde 6nemli bir rol oynadig1 giderek daha fazla kabul edilmektedir
(Hou et al. 2019) .

2.2.1. Transpozonlar

Canli organizmalarin genomlarinda birden fazla yerde bulunan dizilere
"tekrarlayan diziler" denir. Tekrarlayan diziler (DNA tekrarlar1) terimi, DNA
fragmanlarin1 ifade eder. Bu diziler, farkli yap1 ve kokenlerden olusan farkli DNA
pargalaridir. Tekrarlanan diziler "Tandem diziler" ve "Transpozonlar " olmak iizere iki
siifa ayrilir. Tandem dizileri sirali, benzer dizilerdir. Yer degistiren (transposable)
elementler (TE) veya transpozonlar, genom i¢inde yer degistiren ve mutasyonlara neden
olan ve genomdaki DNA miktarmi degistiren DNA dizileridir. Genomda birden fazla
kopya halinde bulunurlar (Arvas ve ark.). Yer degistirebilir elemanlar McClintock’ un
benekli misir analizinden beri taninmaktadir. Barbara McClintock’in yapmis oldugu bu
kesif 1983’te Nobel Odiilii'ne layik gériilmesini sagladi. Baslangicta dnemsiz oldugu
diisiiniilen transpozonlar {izerinde ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Nadir oldugu diisiiniilse de
genom dizileme projelerinin yayginlagsmasi, memeli ve bitki genlerinin ¢ogunun
intronlarinda transpozon eklemeleri barindirdigini ortaya ¢ikardi ve bu durum ile
diistiniildiig kadar 6nemsiz olmadigi anlasildi (Naito 2006). Transpozonlar, genomdaki
transpozisyon yoluyla konumlarin1 degistirebilirler ve bu nedenle de 'sigrayan genler’
olarak da adlandirilirlar (Yepuri ve ark. 2020). Her transpozisyon olayi, mutasyonlar
yaratarak ve bir hiicrenin genom boyutunu degistirerek yeni degiskenlik tiretir (Yadav ve
ark. 2015).Transpozonlar duplikasyon, delesyon, insersiyon gibi kalict genomik
mutasyonlara neden oldugu i¢in déllenme ile sonraki nesillere aktarilir (Arvas ve ark.
2021).

Transpozonlar hem prokaryotik hem de Okaryotik genomlar arasinda yaygin
olarak bulunmaktadir (Fattash ve ark. 2013).Transpozonlar, dkaryotik genom igeriginin

%85'ini  olusturmaktadir (Flynn ve ark. 2020). Bitki genomlarinin da 6nemli bir



boliimiinde transpozonlar yer almaktadir (Yadav ve ark. 2015). Transpozonlar mutasyon,
replikasyon ve transpozisyon yontemleri sayesinde bitki genomlarinin yeni
polimorfizmleri yaratirlar (Yepuri ve ark. 2020). Transpozonlar, bitki genomunun ana
bilesenlerinden biridir ve fonksiyonel genom cesitliligi ve fenotipik varyasyonlarda ¢ok
onemli bir rol oynadiklari bildirilmektedir. Bu nedenle, genomdaki transpozonlarin
organizasyonunu analiz etmek, arastirmacilarin transpozonlarin yakinindaki genlerin
ekspresyonun incelemesine olanak taniyacaktir. Ayrica transpozonlarin bitki fenotipik
cesitliligini sekillendirmesindeki roliinii anlamay1 saglayacaktir (Yadav ve ark. 2015).
Transpozisyon mekanizmalarina dayali olarak, transpozonlar geleneksel olarak iki sinifa
ayrilir; siif 1 transpozonlar ve smif II transpozonlar (Finnegan 1989). Siuf I
transpozonlar, RNA ara maddeleri araciligiyla "kopyala ve yapistir" sekilde hareket eden
retrotranspozonlardir. Siif II transpozonlar, DNA ara maddeleri yoluyla transpoze olan
DNA transpozonlaridir (Neha Samir Roy 2014).

2.2.1.1. Simf | Transpozonlar (Retrotranspozonlar)

Sinif T transpozonlar veya retrotranspozonlar, DNA’nin ana ipliginden RNA ara
maddeleri yoluyla kopyalayarak ve yeni kopyalar1 yeni lokuslara yapistirarak yer
degistirirler (Fattash ve ark. 2013) (Sekil 2.1). Genellikle, transpozonlar ve 6zellikle
retrotranspozonlar sentromerik ve subsentromerik olarak oldukga zenginlestirilmis ve
niikleolar organizasyon bolgelerinde (NOR'ler) bulunur (Klein ve O'Neill 2018). LTR
(Uzun Terminal Sekanslar1) retrotranspozonlart ve LTR olmayan retrotranspozonlar
olmak fizere iki ana alt sinifa ayrilir (Yadav ve ark. 2015). Uzun terminal tekrar (LTR)
retrotranspozonlari; gruba 6zgii antijen (GAG) ve polimeraz (pol) kodlama bélgelerinden
olusur (Kidwell 2005). GAG, replikasyon i¢in bir proteini kodlar ve pol, proteaz (PR),
integraz (INT), ters transkriptaz (RT) ve RNaz H (RH) igeren ¢oklu proteini kodlar (Roy
ve ark. 2014). Bu elemanlar, her iki ugta promotor kabiliyetine sahip LTR'ler ile ¢evrilidir
(Kidwell 2005). Transpozisyon sirasinda bu elementler tarafindan RNA sablonundan ¢ift
sarmalli bir DNA ara maddesi sentezlenir ve yeni kopya yeni lokusa entegre olur (Craig
ve ark. 2002). Ozelliklerine gore, LTR-retrotranspozonlar baslica Tyl-copia ve Ty3-
gypsy olarak iki siiper aileye ayrilir (S. Li ve ark. 2020). Tyl/copia ve Ty3/gypsy
hayvanlarda ve bitkilerde bol miktarda bulunur ve kapsamli bir sekilde karakterize

edilmistir (Kidwell 2005). LTR retrotranspozonu yiiksek kopya sayist olusumu



sagladigindan, bu retrotranspozonlar bitki genomlarinda bulunan en bol mobil
elementlerdir (Yadav ve ark. 2015) .Gergekten de bazi bitkilerde LTR retrotranspozonlari
genomun %90'na kadarmi temsil eder. Ornegin; Misir genomunun >%50'sini,
Arabidopsis thaliana genomunun %14'ni ve bugday genomunun %90'ina kadarini
olustururlar (Yadav ve ark. 2015). Diger bitkilere benzer sekilde, ¢im genomlar1t da
kendilerini genomda RNA aracili bir retrotranspozisyon siireci ile c¢ogaltan
retrotranspozonlar agisindan zengindir.

LTR olmayan retrotranspozonlari transpozisyon sirasinda ters transkriptaz (RT)
kullanan TE'lerin ikinci ana alt siifidir. Tam uzunlukta, otonom LTR olmayan
retrotranspozonlar tipik olarak bir veya iki ag¢ik okuma gergevesi (ORF'ler) igerir (Han
2010). Kisa olan ORF, niikleik asit baglayict bir protein kodlar ve uzun olan ORF
endoniikleaz ve ters transkriptaz aktivitelerine sahip bir proteini kodlar (Neha Samir Roy
2014). Retrotranspozon hareketinin merkezi ters transkriptaz (RT) aktivitesidir ve
dolayisiyla tiim otonom LTR olmayan retrotranspozonlar bir RT alani igerir (Han 2010).
LTR olmayan retrotranspozonlarin 5' ve 3' UTR'ler olduk¢a degiskendir. Fonksiyonel
LTR olmayan retrotranspozonlarin ¢ogu karakterize edilmis 5' UTR’leri promotdr
aktivitesi igermesine ragmen, promotor degisimi siktir ve bu nedenle promotor dizisi
korunmaz. Yapilan c¢aligmalar, bu promotorlerin RNA polimeraz II tarafindan
kopyalandigini gostermektedir. LTR olmayan retrotranspozonlarin UTR'lerindeki genis
degiskenlik nedeniyle, LTR olmayan transkripsiyon baslatma ve sonlandirmanin belirli
ayrintilart hakkinda kapsamli genellemeler yapmak yanlis olabilir (Han 2010). Bu
retrotranspozonlar LTR'lerden yoksundur ve RNA transkriptlerinin tamamlayic1 bir DNA
(cDNA) kopyasin1 dogrudan kromozomal hedef bolgeye ters kopyalayarak transpoze
ederler (Kidwell 2005). Kisa serpistirilmis niikleer elementler (SINE'ler), uzun
serpistirilmis niikleer elementler (LINE'lar) LTR olmayan retrotranspozonlara &rnek
olarak verilebilir (Kajikawa ve Okada, 2002). LTR olmayan retrotranspozonlar ¢ogu
okaryotik genomda bulunur. Insanlar gibi bazi tiirlerde, bu elementler en bol bulunan
genom dizisidir ve bu giine kadar ¢cogalmaya devam ederek bir endojen mutasyon ve

potansiyel stres kaynagi yaratirlar (Han 2010).
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Sekil 2.1. Transpozonlar.

2.2.1.2. Sif II Transpozonlar (DNA Transpozonlari)

DNA transpozonlari, bitkilerde ilk tanimlanan transpozonlardir. Temel olarak
hem germinal hem de somatik dokularda ¢ok yiiksek frekanslarda degistirilmis gen veya
genom fenotiplerine yol agarlar (Bennetzen 2000). DNA transpozonlar1 olarak bilinen
siif II elementler, DNA ipliginde bulunan transpozonun, tek iplikli veya ¢ift iplikli
DNA'sini1 keser ve yeni lokuslara yapistirir (Fattash ve ark.2013) (Sekil 1). Bir RNA ara
molekiilii olmadan genomun baska bir lokasyonuna transpozon sekansini yapigtirirlar
(Rebollo ve ark.2012). Transpozisyon sirasinda kesilen DNA ipliklerinin sayisina bagh
olarak DNA transpozonlari iki alt sinifa ayrilirlar (Classification 2019).

DNA transpozonlari alt siif I, terminal ters ¢evrilmis tekrar (TIR) transpozonlari
ve alt sinif II, TIR olmayan transpozonlar olarak siiflanmiglardir. (Wicker ve ark. 2007;
Schulman ve Wicker 2013). Alt sinif | TIR DNA transpozonlari, ¢esitli uzunluklarda
TIR'larla ¢evrilidirler (Lee ve Kim 2014). TIR transpozonlart "kes ve yapistir"
mekanizmasiyla aktarilir. TIR'lar, transpozonun kendisi tarafindan kodlanan bir
transpozaz tarafindan ¢ikarilarak elde edilen bir geriye katlamali yap1 olusturur. Ozellikle

transpozaz baglanma bolgeleri, transpozonun yer degistirmesi igin tek gerekli dizilerdir.



Kesilen ¢ift sarmalli DNA, genomun bagka bir yerine yeniden yerlestirilir.Bu sekilde
genomun i¢inde yer degistirmis olurlar. TIR transpozonlar1 LTR-retrotranspozonlar kadar
yiiksek kopya sayilarina ulasmaz (Roy ve ark. 2014).

Minyatiir ters ¢evrilmis tekrarli transpoze edilebilir elementler (MITE'ler) TIR
transpozonlaridir (Neha Samir Roy 2014). MITE'ler, yaklagik 100 farkli ailede
gruplandirilmistir. 90.000'den fazla MITE igeren piringte oldugu gibi, cesitli bitki
genomlarinda yiiksek bir kopya sayisina ulasmislardir (Feschotte ve ark. 2003; Jiang ve
ark. 2004; Juretic ve ark. 2004). MITE'ler genellikle gen ekspresyonunu
etkileyebilecekleri genlerin yakininda veya iginde bulunur (Santiago ve ark. 2002; Yang
ve ark. 2005; Ohmori ve ark. 2008; Piriyapongsa ve Jordan 2008; Kuang ve ark. 2009).

Alt simif II, TIR igermeyen transpozonlar klasik DNA transpozonlarindan farkli
olarak, ¢ift sarmalli boliinme olmaksizin replikasyon gerektiren bir transpozisyon
stirecinden gegen DNA transpozonlarini igerir. Bu kopyala ve yapistir transpozonlari,
yalnizca bir ipligin yer degistirmesini igeren replikasyon yoluyla yer degistirir (Wicker
ve ark. 2007). Alt simif II TIR icermeyen DNA transpozonlari, Helitrons ve Maverick adi
verilen iki siiper aileden olusur. Helitronlar yaygin olarak bazi bitkilerde bol miktarda
bulunur, ancak terminal tekrar yapisinin olmamasi nedeniyle tanimlanmalar1 zordur.
Helitronlar bir yuvarlanan daire mekanizmasi yoluyla ¢ogalirlar. Helitronlar ¢ok ytiksek
kopya sayilarina ulasabilir ve genomik cesitlilik yaratabilir (Lee ve Kim 2014) .

Transpozonlarin hayvan ve bitki genomlarindaki ¢ok sayida bulunmasi, yiiksek
oranda insersiyon polimorfizmi ve tespit kolaylig1 gibi yararli 6zellikleri goz Oniinde
bulunduruldugunda molekiiler markor sistemi igin avantajli olabilirler (Bhat ve ark.
2020). Transpozonlara dayali molekiiler markorler, molekiiler genetik ¢esitliligi
yakalamada daha verimli olabilir. Bu elementler amplifikasyon patlamalari ile genom
genislemesi ve transpozisyonlar nedeniyle kromozomal bolgelerin yeniden olusmasini
saglarlar. Bu sekilde canlida yeni aleller olusturabilirler. Bu sebeple de evrimsel
calismalar i¢in 6nem arz etmektedirler (Venkatesh ve Nandini 2020). Birgok evrimsel
calismada ve filogenetik calismada kullanilmak ftizere transpozonlardan molekiiler

markorler gelistirilmistir.



2.2.2. Kodlamayan RNA’lar

Kodlamayan RNA'lar (ncRNA) veya proteinlere ¢evrilmeyen RNA'lar, 6karyotik
genomlarda evrensel olarak gozlenir. Bitki genomlarinda ¢ok cesitli RNA tiirleri de
tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Bitkilerde, kodlamayan RNA transkriptleri, tiim
RNA transkriptlerinin %50'sinden fazlasini olusturur (Mattic 2004; Shin ve ark. 2018).
Kodlamayan RNA’lar farklilasma, biiylime, metabolizma ve hastaliga direng siiregleri
gibi 6nemli siireglerin diizenlenmesinde ve abiyotik, biyotik streslere yanit olarak koklii
rollere sahiptirler. Bununla birlikte, ncRNA arastirmasi, yiliksek verimli deneysel
caligmalarin eksikligi nedeniyle biiylik ol¢tide sinirliydi. Kiigiik boyutlart nedeniyle,
genomik Ornekler icindeki ncRNA'lar genellikle 6nemsiz DNA olarak yanlig
tanimlanmaktaydilar (Grobhans ve Filipowicz 2008; Kawaji ve Hayashizaki 2008; Budak
ve Zhang 2017). Bu nedenle, ncRNA'larin kapsaminin ve ¢esitliliginin ayrintilari, NGS
teknolojilerinin gelistirilmesinin ardindan ortaya ¢ikmaya baslamistir (Eddy 2001;
Shimoni ve ark. 2007).

[1k kesiflerinden bu yana gegen siire icinde, ncRNA'lar, biyogenez yollarma dayal:
olarak, bircogu farkli, ancak oOrtiisen islevlere sahip olan bir dizi farkli sinifa ayrilir
(Bonnet ve ark. 2006).

Kodlamayan RNA'nin ¢esitliligi {izerine onceki ¢alismalarla ilgili bu bulgular,
ncRNA'lar iki ana kategoride siniflandirilir: yapisal kodlamayan RNA'lar ve diizenleyici
kodlamayan RNA'lar (Sekil 2.2). Yapisal kodlamayan RNA'lar, rRNA'lardan ve
tRNA'lardan olusur. Diizenleyici kodlamayan RNA'lar ayrica kii¢iik, orta ve uzun
kodlamayan RNA'lar olmak iizere ii¢ smifa ayrilir (Ponting ve ark. 2009; Alvarez-
Dominguez ve Lodish, 2017). MIiRNA, siRNA, piRNA, cisRNA, telsRNA, 20-50
niikleotit arasinda bir boyuta sahip kisa kodlamayan RNA olarak kabul edilmistir ve
SnoRNA, scRNA, tiRNA, snRNA orta sinif olarak siniflandirilmistir. Uzun kodlamayan
RNA’lar ise 50-200 niikleotit arasinda bir boyuta sahip ve maksimum diizenleyici
potansiyele sahip genis bir RNA sinifi olarak siniflandirilmistir (Dahariya ve ark. 2019).
Kodlamayan RNA’lardan giincel olarak en fazla miRNA ve IncRNA ¢alisilmaktadir.
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Sekil 2.2. Kodlamayan RNA‘larin siniflandirilmast.

2.2.2.1. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA'lar (miRNA’lar) 21-22 niikleotit (nt) uzunlugunda, diziye 06zgi
diizenleyici elementlerdir. Caenorhabditis elegans'ta ilk miRNA'nin (lin-4)
kesfedilmesinden bu yana (Lee ve ark. 1993), bitkilerde, hayvanlarda ve virtislerden
yiizlerce miRNA tanimlanmistir (Patil ve ark. 2020). Farkli diizenleyici elementler
arasinda miRNA'lar, mMRNA'a ekspresyonunu diizenleyen kii¢iik RNA molekiilleridir.
MikroRNA’lar1 kodlayan MIR genleri RNA polimeraz II tarafindan pri- miRNA’lara
¢ekirdekte bir sag tokasi yapisi seklinde kopyalanir. Pri-mikroRNA'lar daha sonra RNAse
Il Drosha ve onun kofaktorii DGCRS tarafindan sitoplazmaya tasman pre-
mikroRNA'lara donistirilir. Pre-mikroRNA, Dicer'in RNAse III tarafindan, uglari
sarkan yaklagik 22 niikleotitten olusan ¢ift sarmalli bir mikroRNA'ya doniistiiriiliir. Olgun
mikroRNA'nin iki ipligi 3p ve 5p olarak belirtilmistir. Bazen her iki zincir de fonksiyonel
mikroRNA'lara yol agar, ancak daha siklikla ikisinden biri bozulur. Olgun mikroRNA,
RNA ile indiiklenen susturma kompleksi RISC'ye dahil edilir ve transkripsiyon sonrasi
gen susturulmasini indiiklemek igin hedef mRNA'ya yonlendirilir (Sekil 2.3) (Panni ve

ark. 2020).Gelisim, farklilasma, biiyiime, metabolizma ve hastaliga direng stiregleri gibi
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temel siireclerin diizenlenmesinde ve biyotik, abiyotik streslere yanit olarak koklii rollere
sahiptirler (Sontheimer ve Erik 2009). Evrimsel olarak, bazi miRNA aileleri hem
bitkilerde hem de hayvanlarda yiiz milyonlarca yil boyunca yiiksek oranda korunur.
Bireysel tiirler ayrica gesitli gelisimsel ve biyolojik siirecleri diizenlemek i¢in tiire 6zgii
miRNA'lart kullanir ( Voinnet 2009; Vitsios ve ark. 2017 ). Bu nedenle miRNA'lar,

yakindan iliskili genotipler arasindaki genetik ¢esitliligi incelemek i¢in faydalidir.
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Sekil 2.3. MikroRNA biyogenezi.

2.2.2.2. Uzun Kodlamayan RNA’lar (LncRNA)

Uzun Kodlamayan RNA’lar (LncRNA) >200 nt uzunlugunda kodlamayan
RNA'lardir ve gen ekspresyonunun potansiyel olarak énemli diizenleyicileridir (Dykes
ve Emanueli 2017; Mach 2017; Qin ve ark. 2017). LncRNA'lar gen ekspresyonunun ve
hiicre kaderini kontrol eden c¢esitli diger siireclerin ana diizenleyicileri olarak 6ne cikar.
LncRNA'lar, transkripsiyonel veya transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu nasil
etkilediklerine bagli olarak cekirdegin sinirlart i¢inde lokalize olan ve hiicre icinde
hareket edenler olarak iki ayr1 grupta miimiikiiniidr. DNA'ya veya DNA'ya bagh

proteinlere dogrudan baglanma yoluyla transkripsiyonu etkileyebilir, boylece spesifik
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genlerin transkripsiyonunu, kromatin durumunu veya kromozomal yapiyr modiile
edebilirler. Gen transkripsiyonunu etkileyen IncRNA'larin, gen ekspresyonunun
inhibisyonuna veya aktivasyonuna yol agan spesifik genomik lokuslar tizerindeki etkisi
gosterilmistir. Bazi IncRNA'larin ise, RNA polimeraz II ile etkilesim yoluyla
transkripsiyon faktorlerinin hedef lokuslar1 baglamasimi Onleyerek transkripsiyonu
diizenledigi de gosterilmistir (Fort ve ark. 2021).Bitki tiirlerinde InCRNA'larin sayisi
binlerce ila on binlerce arasinda degisir. LncRNA dizileri farkl bitki tiirleri arasinda bazi
farkliliklar oldugu goziikse de, dizilerde goreceli olarak koruma gozlenmektedir.
(Mohammadin ve ark. 2015). LncRNA'nin kesfedilmesinden bu yana tarimsal olarak
onemli olan mabhsiillerde birgok strese duyarli INCRNA bildirilmistir (Joshi ve ark., 2016;
Liu ve ark. 2012; Xiao ve ark. 2015; Wang ve ark 2015; Zhu ve ark. 2015; Ding ve ark.
2011; Chen ve ark. 2018).

Kodlamayan RNA tabanli markdr sistemi, nispeten yiiksek polimorfizm,
tekrarlanabilirlik tiirler arasinda aktarilabilirlik ve kullanim kolayligi gibi avantajlar
saglamaktadir. Kodlamayan RNA’lardan gelistirilen molekiiler markoérler yakindan
iligkili tiirlerde, genetik cesitlilik analizi, popiilasyonlarin ve tohumlarin genetik
haritalamas1 dahil olmak {izere bitki molekiiler ¢alismalar i¢in biiyiikk bir potansiyel
sergilemektedir (Yadav ve Prasad 2014) .

2.3. Transmembran Proteinleri

Plazma zarindaki proteinlerin ¢ogu, diger maddelerin zar1 gegmesine yardimci
olur. Plazma zarlar1 ayrica belirli tipte proteinler igerir. Bir zar proteini, bir hiicrenin veya
bir organelin zarina bagli veya onunla iliskili bir protein molekiiliidiir. Biyolojik zarlarin
birgok islevi vardir. Bir gegirgenlik bariyeri gorevi goriirler ve sonug olarak, hiicrenin dis
ve i¢ bolgesi arasindaki sinir boyunca madde ve bilgiyi tasirlar (Guidotti 1972). Zar
proteinleri, proteinin zarla nasil iligkili olduguna bagl olarak periferal ve integral protein
olarak ikiye ayrilir. Periferik zar proteinleri, zara bagli olamayan ancak zar ylizeyi ile
degisen oranlarda ve ¢esitli kisimlarla birlesen proteinlerdir. Bu proteinler genellikle zara,
integral zar proteinleri ile etkilesim saglarlar veya dogrudan lipit bolgeleri ile baglanirlar.
Integral membran proteinleri, plazma zarini igine kalic1 olarak gémiiliir. Tek veya coklu
transmembran alanlarindan olusurlar. Bunlar tip 1, tip 2 veya ¢ok gecisli proteinler olarak

siiflandirilabilir ve genomun sirasiyla %10 ve % 11-12'sini kapsadigi tahmin
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edilmektedir (Sekil 2.4).Tip 1 proteinler, N-terminalleri hiicre dis1 bosluga veya bir
organeldeki liimen bosluga bakacak sekilde yonlendirilir, Tip II proteinleri zit yonelime
sahiptir. Cok gecisli bir proteinin olas1 bir yoneliminin bir 6rnegi, sitoplazmada bulunan
hem N- hem de C-terminalleri Sekil 4 ‘te gosterilmistir (Macher ve Yen 2007).

Integral proteinlerinden biri de transmembran proteinleridir. Transmembran
(TM) proteinlerinin 6karyotik genomlarin %15-30'unu olusturdugu tahmin edilmektedir.
Birka¢ organizma igin WGS analizi, tiim genlerin %20-25'inin transmembran proteinleri
kodladigin1 gostermektedir (Jones, 1998; Wallin ve von Heijne, 1998). Transmembran
proteinleri, hiicre sinyali, zar gecirgen olmayan molekiillerin taginmasi, hiicre-hiicre
iletisimi, hiicre tanima gibi ¢ok ¢esitli temel biyolojik siireglere aracilik eder. Bu nedenle,
zar proteinlerinin yapisini ve islevini anlamak, biyolojik ve farmakolojik aragtirmalarda
biiyiik 6nem tasimaktadir (Jones 2007). TM proteinleri sinyalizasyon igin ayrica dnem
tagimaktadir bu sekilde biyotik streslere yanit olugsmasini saglayabilirler. Siralanan g¢esitli
hiicresel siireclerde membran proteinlerinin 6nemi, hastaliklarda oynadiklari roller ve ilag
hedefleri olarak potansiyelleri géz oOniine alindiginda, bu protein sinifinin daha iyi
calisilmasi zorunludur (Tan ve ark. 2008).

Bir proteinin islevi belirlenmeye ¢alisilirken cevaplanmasi gereken 6nemli bir
soru, proteinin hiicrenin neresinde bulundugudur. Bir proteinin konumu, baska hangi
protein tiirleri veya diger molekiillerle etkilesime girebilecegini belirler. Bu siiregteki ilk
adim, bir sinyal peptidine (SP) sahip olup olmadigini belirlemektir, ¢linkii bu bize bunun
bir sitozolik protein olup olmadigini séyleyecektir (Kdll 2010). Birgok integral membran
proteini, stop-transfer dizisi olarak adlandirilan sinyal dizisine sahiptir (Rose ve ark.
1980; Yost ve ark. 1983).
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2.4. Sinyal Peptidleri

Bir mMRNA molekiilii bir proteine ¢evrilirken birgok ribozom ona baglanir ve bir
poliribozom olusturur. Sitozelde ayni ribozom havuzunu paylasan iki ayr1 poliribozom
grubu vardir. Serbest ribozomlar herhangi bir zara baglanmazlar. Zara bagli ribozomlar
endoplazmik retikulum (ER) vyiizeyini kaplar ve ER yer degistiren proteinlerin
translokasyonlarin1 saglar. Tim bu proteinler yapilarinda bulunan sinyal peptidleri
sayesinde taginabilirler. Hem prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelerdeki salgi
proteinlerinin ¢ogu, sinyal peptidi (SP) olarak adlandirilan 20 ila 25 amino asit
kalintisinin amino terminal uzantisina sahip bir 6nciiden sentezlenir.

Yeni sentezlenen polipeptit zincirinde, sinyal peptidi bir dizi protein-protein ve
protein-lipid etkilesiminde yer alir. Translokasyon gorevini yerine getiren sinyal
peptidleri sinyalpeptidaz tarafindan denatiire olarak yok olmaktadir. Sinyal peptidlerinin,
kisa, pozitif yiiklii bir amino terminal bolgesi (n-bolgesi); bir merkezi hidrofobik bolge
(h-bolgesi); ve sinyal peptidaz tarafindan boliinen bolgeyi igeren daha polar bir karboksi-
terminal bolgesinden olusan ortak bir yapisi vardir. Sinyal peptidi ribozomdan ¢ikarken,
once bir riboniikleoprotein kompleksi tarafindan taninir ve ER’ye aktarilir. Protein,
zardan gectikten sonra sinyal dizisi ER zarmin liimen kisminda bulunan bir sinyal
peptidazi tarafindan hizla bozulur. Ancak ER’ye giren tiim proteinler serbest bir sekilde
kalmamaktadir. Baz1 proteinler ER membranina gomiilii kalir. Cogu integral zar proteini,

temizlenmemis bir SP’ler ve art arda SP-benzeri "start -transfer” ve "stop -transfer”
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dizileri igerir. ER ‘ye gomiilii kalan sinyal peptidleri bir proteinin nerden geldigini ve
hangi proteinlerle etkilesim halinde olacagin1 tanimlayabilmek agisindan 6nemli oldugu

diistiniilmektedir.

2.5. Molekiiler Markorler

1980’lerde molekiiler markdr teknolojilerinin gelismesiyle bitki 1slahinin kaderi
degisti. Farkli tipte molekiiler markorler gelistirildi ve sekanslama teknolojisindeki
ilerlemeler mahsul gelisimini ilerletti. Bastein ve ark. (1980), DNA polimorfizmin
saptanmast “RFLP “kullanarak genetik haritalanmanin yapilandirilmasi hakkinda rapor
edilen ilk molekiiler markdor teknigidir. Genetik markérler, belirli bir geni veya 6zelligi
kontrol eden bilinen bir kromozom konumuna sahip bir gen veya DNA dizisidir. Genetik
markorler, hedef gen ile yakindan iligkilidir. Genetik markorler genel olarak 2 kategoriye
ayrilir. Klasik markorler ve DNA/molekiiler markorler (Adhikari ve Ghosh, 2017)

Klasik Markorler:

Morfolojik Markérler; Morfolojik markorler tohum yapisi, ¢igek rengi, biiyime
aliskanlig1 ve diger 6nemli agronomik 6zellikler gibi gorsel olarak ayirt etmemizi saglar.
Morfolojik markoérlerin kullanimi kolaydir. Belirli aletlere gerek yoktur. Herhangi bir
0zel biyokimyasal ve molekiil teknik gerektirmez. Sitolojik Markérler; Kromozomlarin
sayilari, bantlama sekilleri, boyutu, sekli, siras1 ve pozisyonunda var olan degismelerde
iligkili markdorlerdir. Bu varyasyonlar 6kromatin ve heterokromatin dagilimdaki farklilari
ortaya koymaktadir. Bu kromozom markérleri normal ve mutasyona ugramig
kromozomlar1 ayirt etmekte kullanilabilir. Bu tarz markdrler baglanti gruplarinin
tanimlanmasinda ve fiziksel haritalamada kullanilabilir.

Biyokimyasal Markorler; Biyokimyasal markorler veya izozimler genetik
cesitliligin, popiilasyon yapisinin, gen akisini ve popiilasyon alt yapisinin saptanmasinda
basartyla kullanilir. Sayilar1 daha azdir ve daha az polimorfizm tespit eder. (Nadeem
2017).

Molekiiler Markoérler /DNA Markorleri:

Molekiiler markorler niikleotit sekanslaridir ve farkli bireylerin niikleotit
sekanslar1 arasmnda bulunan polimorfizm yoluyla arastirilabilir. Insersiyon, delesyon,
nokta mutasyon, duplikasyon ve translokasyon bu polimorfizmlerin temellerini olusturur

ancak genlerin aktivitesini etkilemez. (Nadeem 2017).
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Molekiiler markorler, hiicrenin biiylimesi, farklilagmasi, gelisimi veya savunma
durumundan bagimsiz olarak tiim dokularda saptanabilir olduklarindan diger markoér
tiirlerine gore ¢ok sayida avantaj saglar. Molekiiler markorlerin ortaya ¢ikmasiyla DNA
diizeyinde organizmalar arasinda genetik cesitlilik ve iliskiler hakkinda dogrudan
¢ikarimlar yapmak miimkiindiir. Ideal bir molekiiler markor su sekilde tanimlanabilir;
polimorfik olmali ve genom boyunca esit olarak dagilmalidir, genetik farkliliklarin
analizini saglamalidir, glivenilir olmalidir, basit ve hizli bulunmalidir, az miktarda doku
ve DNA &rnegine ihtiyag duymalidir (Agarwal ve Padh 2008).

Bu molekiiler markorler su sekilde smiflandirilir: (i) hibridizasyon bazl
markorler, yani restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmleri (RFLP'ler), (ii) PCR bazli
markorler, yani polimorfik DNA'larin (RAPD'ler) rastgele amplifikasyonu, amplifiye
edilmis fragman uzunlugu polimorfizmleri (AFLP'ler), ara basit sekans tekrarlar
(ISSR'lar) ve mikrosatellitler veya basit dizi tekrarlar1 (SSR'lar) ve (iii) sekans bazli
isaretleyiciler, yani tek niikleotit polimorfizmleri (SNP'ler). Bu molekiiler markorlerin
cogu ya genomik DNA kiitiiphanelerinden (6rn. RFLP'ler veya SSR'ler) veya genomik
DNA'nin rastgele PCR amplifikasyonundan (6rn. RAPD'ler) veya her ikisinden (6rn.
AFLP'ler) gelistirilmistir. Ttim bunlar arasinda, SSR markorleri yiiksek polimorfizm, gok
alelli yap1, kodominant kalitim, yeniden {iretilebilirlik, kromozoma 6zgii konum, dahil
olmak tizere bir¢ok istenen 6zellik nedeniyle bitki genetiginde ve 1slahinda 6nemli bir

onem kazanmistir. (Agarwal ve Padh 2008).

2.5.1. Mikrosatellit Markorler (SSR)

Mikrosatellitler (SSR), kisa tandem tekrarlar veya basit sekans tekrarlar tiim
okaryotik genomlarda bulunur. SSR'lar mononiikleotit motifi veya diniikleotit motifi gibi
kisa (1-6 bp) bir motifin tekrarlarindan olusur (Sekil 2.5). Genomun her yerine, dzellikle
Okaryotlarin 6kromatininde, niikleer ve organeller de DNA’da kodlanan ve kodlamayan
bolgelerde ¢ok sayida SSR lokusu vardir. Bitkilerde her 50 kbp genomik sekans igin
yaklasik bir SSR vardir (Mason 2014). SSR dizisi tamamen bir motifin tekrarlarindan
olusuyorsa, "miikemmel" SSR olarak adlandirilirken, "kusurlu" veya "bilesik" SSR'lar
birden fazla farkli tekrar birimi motifinden olusur. SSR'lar, bitki genomlarinin hem

kodlanan hem de kodlamayan bdlgelerinde yaygin olarak bulunur, ancak ¢ogunlukla
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kodlamayan bolgelerde bulunurlar. SSR evrimi, yani SSR'da tekrar sayisinda artis veya
azalma ile iligkili herhangi bir degisiklik, mutasyon orani ile iliskilidir (Senan S. 2014).

Mikrosatellit olusumu evrimsel olarak dinamik bir siirectir ve son derece karmasik
oldugu kanitlanmistir. Mikrosatellit olusumu igin olast mekanizmalar arasinda; tek
sarmalli DNA kaymasi, ¢ift sarmallt DNA rekombinasyonu (esit olmayan gegis ve gen
dontistimii), DNA ¢ift iplik tamir mekanizmasi yer alir. DNA replikasyonu sirasinda,
DNA polimeraz III'iin DNA sablon ipligi tizerinde tekrar bolgesinde kaymasi sonucunda
olusan mutasyonlar onarilmazsa, yeni olusturulan DNA zincirinin tekrar bolgesinde
genislemesine veya biiziilmesine neden olabilir ve bu sekilde genomda bircok SSR
markorii olugsmaktadir. Dahasi, UV 1sinlamasi, c-1sinlamasi ve oksidatif stres vb. gibi
harici stresin neden oldugu DNA hasari, SSR'lar da kayma mutasyonlarina neden olabilir
ve mutasyon oranlarint artirabilir. Kayma ve nokta mutasyonlar1 arasindaki denge
SSR‘larin denge dagilimi i¢in de 6nemlidir. Kaymada ¢ogalma biiylimeyi desteklerken,
nokta mutasyonu uzun tekrarli bir diziyi iki veya daha fazla bolgeye boler. Bu nedenle,
kayma ve nokta mutasyonlarinin géreceli frekanslarindaki degisiklikler, bir genomdaki
SSR ‘larin dagilimi iizerinde dogrudan etkiye sahip olabilir (Adhikari ve Ghosh, 2017).

SSR alelleri, tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesinin zor oldugu RAPD'ler gibi
diger bazi markor tiirlerinin aksine, yliksek oranda yeniden iiretilebilirdir. SSR'lar ilk
olarak bitkilerde 1984'te kesfedildi ve bunlarin molekiiler bir markor olarak kullanimi
sadece 5 yil sonra 1989'da gergeklestirildi (Mason 2014). O zamandan beri bir¢ok
SSR'lar gelistirildi ve gok ¢esitli iiriin tiirlerinde molekiiler markorler olarak, baslangigta
bugday, piring ve soya fasulyesi gibi dnemli mahsullerde ve daha yakin zamanda ay¢icegi
ve fistik gibi mahsullerde kullanildi.

Mikrosatellitler, lokus basina yiiksek mutasyon orani, lokus 6zgilliigi, yliksek
polimorfizm, yiiksek tekrarlanabilirlik, skorlama kolayligi, ¢oklu alellik ile son derece
bilgilendirici olduklarindan 6nceki yillarda bolca kullanilmistir. SSR'larin kodominant
markdrler olduklarindan dolayi, bireyde homozigot / heterozigot ayrimi yapabilirler.
Ayrica az bir DNA miktari ile yeterli veriyi saglarlar. Ozellikle, genetik cesitlilik,
kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL) kesfedilmesi, gen ve markor arasindaki baglanti
haritas1 yapimi, istenen oOzellikler i¢in markor destekli se¢im (MAS), adli tip ve
ebeveynlik analizi, DNA parmak izi, genom g¢apinda iliski calismasi (GWAS) ve genetik

teshis, ve genom organizasyonu ¢aligsmalarinda kullanilmaktadir (Nadeem 2017)
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5° 3
GGCAATGGAAGTGG CACACA...CACACA CACTCACCCACTAGATC
CCGTTACCTTCACCGTGTGT...GTGTGT GTGAGTGGGTGATCTAG ‘

3 5

Sekil 2.5. SSR 6rnegi.

2.5.1.1. Kloroplast Mikrosatellit Markorler

Kloroplast genomu karakterize eden daha az mutasyon orani nedeniyle yeterli dizi
varyasyonu tespit etmek zordur. Bunun aksine kloroplast mikrosatellitler (CpSSR)
kolayca genotipleme ile daha yiiksek polimorfizm seviyeleri saglar. Bu da onlar
popiilasyon genetigi ¢alismalart igin oldukga kullanisli ve popiiler bir markor haline
getirir. Bu mikrosatellitler 8-15 kez tekrarlanan mononiikleotit motifleri igerir. CpSSR’lar
da polimorfizm seviyeleri tiirler ve lokus arasinda olduk¢a degismektedir.

Kloroplastlar birbirinden bagimsiz olarak kalitsaldir. Kloroplast kromozomu
cpSSR lokuslarmin bagli oldugu rekombinant olmayan bir molekiildiir (Agarwal ve Padh
2008).

2.5.1.2. Mitokondriyal Mikrosatellit Markorler

Bitki mitokondriyal DNA (MtDNA) okaryotlar arasinda en biiyiik ve en az gen
yogunluguna sahiptir ve ¢ok dinamiktir. MtDNA markorlerinin evrim hizi yavastir.
Bitkilerde mitokondriyal genomlar reorganizasyon hizi nedeniyle filogenetik analizlerde
genellikle kullanilmazlar. Mitokondriyal tekrarlar popiilasyonun 6zellik bazli ayrimi igin
kullanilmistir (Adhikari ve Ghosh 2017) .

2.5.2. Mikrosatellit Markorlerin Tamimlanmasi ve Genotiplenmesi

Bitki genetiginde SSR markorlerin genis uygulanabilirligine ragmen, SSR
markdrlerinin  gelisimi tiirlerin ¢ogunda, Ozellikle kiiciik mahsullerde 6zgii SSR
gelistirmek sorun haline gelmektedir. SSR markdrleri, hayvan genomuna kiyasla bitki

genomlarinda nispeten diisiiktiir (Mason 2014).
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Biyoinformatik araglarin  gelismesiyle birlikte NGS teknolojileri, SSR
markorlerini gelistirmek i¢in kullanilan geleneksel yontemlere tistiin bir alternatif saglar.
Bu, SSR ile zenginlestirilmis DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasini 6nler ve biiyiik
Olcekli SSR lokuslarinin olusturulmasi i¢in hizli bir yaklasim saglar. Son zamanlarda
biiyiik 6lgtide NGS teknolojisindeki gelismeler ve dizileme maliyetlerindeki azalma, SSR
markdrlerinin daha kolay, daha ucuz ve hizli bir sekilde tanimlanmasini1 saglayacaktir.
SSR markor genotiplemesindeki ilk adim, SSR bolgesinin tekrar sekansina 6zel primerler
tasarlamaktir (Taheri ve Shamshiri 2018) .Baslica mahsul tiirlerinde ve model bitkilerde,
uygun SSR primerleri halihazirda kamuya agik veri tabanlarinda mevcuttur, ancak diger
durumlarda SSR markorleri sifirdan tasarlanmalidir. Genomik dizi mevcutsa, SSR'leri
tanimlamak i¢in yazilim programlar1 kullanilabilir ve SSR bdlgelerini biiyiitmek igin
genomik diziden primerler tasarlanabilir. Bununla birlikte, birgok tiir i¢in genomik sekans
mevcut degildir ve bu durumda genomik sekans kiitiiphaneleri olusturulmalidir. SSR’lar1
icerdigi diisiiniilen bolgeler sekanslanmali, primer sekanslar tasarlanmali ve primerler
polimorfik iiriinleri amplifiye etmek i¢in denenmelidir (Fu ve An 2013)

SSR primerleri mevcut oldugunda, SSR bolgesinin PCR esasli amplifikasyonu
genotipleme i¢in kullanilabilir ayrica hibridizasyon bazli diger yontemler
SSR'leri  tespit etmek igin tercih edilebili. PCR bazli amplifikasyon
acik arayla en basit ve en yaygin olanidir. Hibridizasyon yontemi, ozellikle SSR
yoniinden zengin genomlar i¢in nispeten basit olmasina ragmen, diisiik SSR frekanslarina
sahip tiirler i¢in son derece verimsiz olabilir. (Mason 2014)

PCR primerleri, hedef SSR sekansinin her iki tarafina da spesifik olan
oligoniikleotitlerdir (genellikle 18-25 bp uzunlugunda) 5’ — 3 ’ yoniinde sekans igin
spesifik bir ileri primer ve spesifik bir ters primer 3’ — 5 ' yoni ile DNA’nin
amplifikasyonu saglanir. Daha sonrasinda ise olusan PCR iiriiniiniin boyut
polimorfizmleri gorsellestirmektir. Bunu yapmanin en yaygin ve kolay erisilebilir yolu,
PCR f{iriiniiniin kat1 bir jel tizerindeki bir kuyuya yiiklendigi ve iginden bir elektrik akimi
gectigi agaroz jel elektroforezidir (Sekil 2.6).Daha kiiciik pargalar daha biiyiik
parcalardan daha hizli hareket ettiginden, bu islem zamanla negatif yiikli DNA
pargalarin1 ayirir. Agaroz jel elektroforezine (AGE) popiiler alternatifler arasinda
poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE) ve kapiler jel elektroforezi bulunur. PAGE, teknik
olarak AGE'den daha zor olsa da fragman boyutundaki daha kiigiik farkliliklari%S5 veya
daha az bir farka kadar ¢6zebilme avantajina sahiptir. Kapiler jel elektroforezi genellikle
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DNA fragmanlarinin floresan etiketlenmesini ve ardindan bir Sanger dizileme makinesi
kullanilarak saptamayi igerir. Bu yontemde DNA kilcal tiip jellerine yiiklenir ve
elektroforezden sonra, floresan olarak etiketlenmis DNA fragmanlar1 kaydedilir (Sekil
2.7) (Taheri ve Shamshiri 2018).

Sekil 2.6. SSR markorlerinin elektroforez goriintiisiine 6rnek.
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Sekil 2.7. Kapiler elektroforez SSR sonuglarina 6rnek.
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3.METERYAL METOD

3.1. Veri Analizi

3.1.1. Transpozonlarin Karakterize Edilmesi

Solanum melongena kromozom sekanslarina NCBI veri tabanindan erisim
saglanmistir (GenBank kayit no: PRJIDB1505). Genomda var olan transpozonlari tespit
etmek i¢in Galaxy Europe (v 22.01) (Afgan ve ark. 2018) sunucusundan erigilebilen
RepeatModeler (Version 2.0.3) (Flynn ve ark. 2020) programi kullanilmustir.
RepeatModeler programi, bir genom sekansinda transpozonlarin tanimlanmasi ve
smiflandirilmasimi  gergeklestirmektedir. Kullanilan program transpozonlart bir veri
tabanina bagli olmadan tanimlamaktadir. RepeatModeler programinda transpozon
belirteci modeller 6nceden tanimlanmigtir ve bu sayede var olan transpozonlari patlican

genomunda de novo olarak karakterize edilebilmistir.

3.1.2. Kodlamayan RNA‘larin Karakterize Edilmesi

Solanum melongena genomunda bulunan kodlamayan RNA’lar1 karakterize
etmek i¢in PLEK (A. Li ve ark. 2014) programi1 kullanilmistir. Program Phython araciligi
ile calismaktadir. Oncelikle PLEK programinin dogru bélgeleri bulabilmesi igin dikotil
bitkilerin model organizmasi olan Arabidopsis thaliana ve patlicaninda iginde bulundugu
Solanaceae ailesinin model organizmasi olan Solanum lycopersicum kodlamayan
RNA-‘larina miRBase (Kozomara ve Griffiths-Jones 2014) veri tabanindan erisim
saglanmistir. Kodlamayan RNA dizileri kullanilarak olusturulan tanima dosyast PLEK
programina tanitilmistir ve bu sekilde kodlamayan RNA‘lar programa ogretilmistir.
Program SVM (Support Vector Machine) algoritmasi iizerinden ikili siniflandirma
yaparak kodlamayan RNA ‘lar1 ve kodlanan RNA ‘lar1 ayirmaktadir. SVM algoritmasi bu
gruplamay1r K-mer degeri {izerinden yapmaktadir. K-mer degeri ne kadar yiiksek ise
programin o kadar iyi bir ayrim yaptigir sonucuna varilmistir. Fakat yapilan ¢aligmalar
sonucunda bu deger i¢in 5 degerinin {istiiniin herhangi bir ayrim yapmadig: belirtilmistir.
Bu sebeple tez ¢alismasinin kapsaminda k-mer degeri 5 olarak alinmistir. Kodlanan ve

kodlamayan RNA ayrimi igin program tizerinden 1364 model hesaplanmis sonug olarak
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iki grup birbirinden ayrilmistir. Diger kullanilan parametreler i¢in SVM algoritmasinin
calismasi i¢in Onerilen parametreler kullanilmistir. Kullanilan parametreler Tablo 3.1 ‘de
verilmistir. Kodlamayan RNA’larin ¢ogu diizenledikleri proteinlerin gen bolgelerine
yakin bolgelerde bulunurlar. Diizenledikleri fonksiyonel olma ihtimali olan bolgeleri de
analiz edebilmek i¢in kodlamayan RNA sekanslarinin 2000 nt ¢evresi alinarak analiz
gerceklestirilmistir. Patlican genom sekans verisi FASTA formatinda input olarak

kullanilmis ve bulanan kodlanan ve kodlamayan RNA’lar ayrilmistir.

Tablo 3.1. PLEK programu igin kullanilan parametreler.

Parametreler Degerler
mMRNA own_model/plek_model_mirna.fa
INcRNA own_model/plek_model_Incrna.fa
Minimum sekans uzunlugu (nt) 200
Thread sayist 12
n-kat capraz dogrulama 10
log2c 05,1
log2g 0,-5-1
k-mer 5

3.1.3. Transmembran Proteinlerinin Karakterize Edilmesi

Transmembran proteini tahmin etmek i¢in Galaxy Europe (v 22.01) (Afgan ve
ark. 2018) sunucusu iizerinden TMHMM (Krogh ve ark. 2001) programi kullanilmustir.
TMHMM, Markov modeli (HMM) yaklasimmna dayalidir. Bir HMM'nin ana
avantajlarindan biri, diger yontemlerin ¢ogunda oldukg¢a kaba bir sekilde yapilmig olan
membran proteinleri sarmal uzunlugu i¢in st ve alt sinirlar belirleyerek modellemenin
miimkiin olmasidir (Krogh ve ark. 2001). HMM hidrofobiklik, , sarmal uzunluklar1 gibi
ozellikler tizerinden parametre tahmini yapmaktadir ve tahmin i¢in algoritmalarini zaten
mevcut oldugu bir modelde birlestirebildiginden, transmembran proteinlerin tahmini i¢in
¢ok uygundur. TMHMM transmembran proteinlerini % 97-98 olasilik ile dogru tahmin
etmektedir (Krogh ve ark. 2001). Sinyal peptidleri mevcut oldugunda dogruluk diisse de,
%99'dan daha iyi 6zgiilliik ve hassasiyetle sinyal peptidi ve zar proteinleri arasinda ayrim

yapabilir (Krogh ve ark. 2001). Arastirilan dizinin amino asit dagilimi onceden bir
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transmembran proteini i¢in hesaplanmis ve bilinmektedir. Amino asit dizilimi beklenen
amino asit dagilimiyla karsilastirilir, incelenen protein amino asit dagilimlari ile topolojik
bolgelerde beklenen amino asit dagilimlar arasindaki korelasyon goz oniine alindiginda
en olasi dizilim segilir. Transmembran sarmallarinda beklenen amino asit sayisi yiiksek
ise, bunun bir membran proteini olma olasiliginda yiiksek oldugunu gostermektedir
(Krogh ve ark. 2001). Solanum melongena genom sekansi tizerinden TMHMM programi
calistirilmistir. En kisa transmembran heliks yapilart yaklagik 18 amino asitten
olusmaktadir, dolayisi ile aminoasit sayisi buna yakin olmalidir. ExpAA parametresi
transmembranda bulunan aminoasit kalinti sayisini temsil etmektedir. Bu sebeple patlican
genom sekansinda bulunan transmembran protein sekanslarinin EXpAA degerleri en az
18 olmalidir. Elde edilen sonuglar bu sebeple minimum ExpAA degeri 18 olacak sekilde
filtrelenmistir. TMHMM programi ayni zamanda transmembran proteinlerinden sinyal
peptidlerini mevcut oldugunda iyi bir ¢oziiniirliik ile ayirmaktadir. Bulunan dizinin sinyal
peptid olarak tanimlanabilmesi i¢in EXP60 parametresi en az 2 olmalidir (Krogh ve ark.
2001). Calismada kullanilan parametreler Tablo 3.2’de verilmistir. Bulunan sinyal
peptidlerini ayirt etmek i¢in ise bu parametrede filtreleme yontemi kullanilmistir. Bu

baglamda sinyal peptid proteinleri ve transmembran proteinleri karakterize edilmistir.

Tablo 3.2. Transmembran proteinleri parametreleri.

Parametreler Tanimlari
ExpAA TM sarmalinda amino asit sayisi
Exp60 Bulunan ilk 60 amino asit sayis1
N-best Tahmin edilen heliks sayisi
Topoloji TM konumu

3.1.4. Mikrosatellit Markorlerin Gelistirilmesi

Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen transpozonlar, kodlamayan RNA’lar ve
Solanum melongena genomuna ait EST (ifade Edilmis Dizi Etiketleri) sekanslari, SSR
markorlerinin gelistirilmesinde kullanilmistir.

SSR markérlerinin tanimlanmast GMATA (Genom ¢apinda Mikrosatellit Analiz
Araci Paketi) (Wang X. ve Wang L. 2016) programi kullanilarak biyoinformatik olarak

gerceklestirilmistir. Program FASTA uzantisi ile ¢aligmaktadir. Bu sebeple Solanum
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melongena genomuna ait EST sekans koleksiyonu NCBI veri tabanindan FASTA
formatinda indirilmistir. Kodlamayan RNA sekans contigleri Solanum melongena
genomunda bulunup FASTA formatinda diizenlenmis ve GMATA programi ile
mikrosatellit lokus tanimlama analizlerinde kullanilmistir. Karakterize edilen transpozon
sekanslari da FASTA formatinda markoér tanimlama analizleri i¢in input olarak
kullanilmistir. GMATA programi Perl, R ve Java programlari ile birlikte ¢alismaktadir.
Program mikrosatellit lokuslarin tanimlanmasi, lokuslarin amplifikasyonu igin primer
sekans dizayn1 ve e-map analizi ile markorlerin in silico haritalamasini
gerceklestirmektedir.

Patlican genomundan karakterize edilen TE, ncRNA ve patlican genomunun var
olan EST sekans1 i¢in de ayn1 parametreler kullanilarak GMATA programinda analizler
gerceklestirilmistir. GMATA yazilimi kapsaminda bulunan “SSR Gelistirme “bdliimii
icin sekanslar FASTA formatinda bu boliime yiiklenmistir. Genomda SSR gelistirmek
i¢cin minimum ve maksimum niikleotit uzunlugu degerleri sirasi ile 2 ve 6, minimum motif
tekrar sayisi ise 5 olacak sekilde uygulanmistir. Yapilan analiz sonucunda (.ssr ) ¢ikti
dosyalar1 alinmistir.

Bulunan SSR sekanslari GMATA programinin “Markér Dizayn1” bolimii
kullanilarak PCR markoérlerine dontistiiriilmiistiir. SSR gelistirme boliimiinde alinan SSR
dosyast (.ssr) sonuglart kullanarak “Markoér Dizayni® boliimii calistirilmistir. Primer
dizayni islemlerinde amplikon boyutu parametreleri; minimum amplikon boyutu 120 bp,
maksimum 300 bp olacak sekilde secilmistir. Boylece bulunan SSR lokuslar i¢in PCR
markorleri gelistirilmistir. Bu igslemin sonucunda primer sekansi, primer uzunlugu,
primerin baglanma sicakligi verileri ¢ikti olarak elde edilmistir. Bu analiz sonucunda
(.mk) ve (.sts ) uzantili iki tiir ¢ikt1 dosyasi olusturulmustur. GMATA programinin e-map
modiilii ise, markor haritalamasinda kullanilmigtir. E-map analizi ile patlican genomunda
gelistirilmis olan (.sts ) uzantili dosya input olarak kullanilarak e-PCR yontemi ile genom

sekansi lizerinde fiziksel olarak haritalanmstir.
3.1.5. Gelistirilen Markérlerin Fonksiyonlarinin Belirlenmesi
Kodlamayan RNA’lara komsu genomik sekanslar ve EST sekanslarindan

gelistirilen aday molekiiler markorlerin Solanum melongena bitkisi igin biyolojik

siireclerdeki, molekiiler islevdeki ve hiicresel bilesiminde 6nemli 6zellikleri ifade ettigi
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distiniilmektedir. Bu baglamda Omicsbox (_https://www.biobam.com/omicsbox/ )
araciligiyla gelistirilen markor sekanslarinin - protein anotasyonlar1 (tanimlama)
yapilmistir. Omicsbox programi, kodon biansi goz oniine alarak homoloji tabanli sekans
tizerinden anotasyon yapmaktadir. NCBI veri tabaninda Solanum melongena tiiriine ait
tanimlanmig 617 adet peptit sekanst bulunmaktadir. Veri tabanlarinda patlican tiiriine
spesifik peptit sekansi kayitlarinin gelistirilen markorlerin fonksiyonlarini belirlemek igin
yeterli olmamasi sebebi ile tiiriin en yakin akrabasi olan domatese (Solanum lycopersicum
L.) ait peptit sekans koleksiyonu (34,489 adet peptit sekans1) NCBI veri tabanindan
indirilmistir. Markor lokuslarin fonksiyonel anotasyonu igin Omicsbox programi
kullanilmig, S. lycopersicum protein sekans koleksiyonu kullanilarak Omicsbox
programinda blast analiz veritabani olusturulmustur. EST sekanslari, transpozonlar ve
kodlamayan RNA’lara komsu sekanslar, blastx analizi ile S. lycopersicum peptit sekans
veri tabani ile eslestirilmistir. Bunun sonucunda EST, transpozon ve kodlamayan

RNA’lara komsu bolgelerde protein kodlama potansiyeli belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. SONUCLAR

Son on yilda tiim genom dizileme (WGS) ve transkriptom uygulamalarindaki hizli
ilerlemeler, molekiiler bilgilerin iiretimini hizlandirmistir ve sebze 1slah1 alaninda bir
devrime yol agmustir (Tiwari 2019). Domates gibi sebzeler, genomik araglarin
uygulanmasinda model mahsuller olarak hizmet etmislerdir ancak en biiyiik sebze bitki
grubu ve dordiincii en biiyiik ekonomik bitki grubu (FAO 2000) olmasina ragmen patlican
gibi mahsuller geride kalmaktadir ve karakterizasyonlari i¢in ¢ok az molekiiler veri
mevcuttur (Doganlar ve ark. 2002). Tezin amaci patlican genomunda yiiksek oranda
korunan ve gen ekspresyonlarini diizenleyen kodlamayan RNA’larda ve genom ¢apinda
cesitliligi ve dagilimi ile farklilik saglayan transpozon lokasyonlarinin karakterizasyonu
amaglar. Ayrica karakterize edilen bu bolgelerden ve patlicanin bulunan EST sekansindan

aday molekiiler markorler dizayn edilmis ve fonksiyonel olarak tanimlanmastir.

4.1.2. Transpozonlarin Tespit Edilmesi

Transpozonlar patlican genomunda in slico olarak ilk defa analiz edilmistir.
Solanum melongena genomunda RepeatModeler programi ile de novo olarak 11.923 tane
transpozon karakterize edilmistir. Kesfedilmis transpozonlarin bir kismi1 Tablo 4.1 ‘de
verilmistir (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20000054). Yapilan analiz sonucunda

karakterize edilen transpozonlarin bir kisminin hangi sinifa ait oldugu belirlenirken, bir

kisminin belirlenememistir (Sekil 4.1).Karakterize edilen transpozonlardan; 128 tane
LTR/ Gypsy, 44 tane LTR / Copia, 6 adet LINE / L1, 6 adet LINE / Rte-bovb transpozon
karakterize edilmistir. Bu siiflandirilan transpozonlarin hepsinin birer retrotranspozon
oldugu sdylenebilir. Retrotranspozonlar bitki genomlarinda DNA transpozonlarina oranla
daha fazla bulunurlar. Geriye kalan sekanslar ise bir sinifa atanamamustir.
Transpozonlar evrimsel a¢idan Onemlidirler. Hem genom biyiikligiini
degistirirler hem de canli da fenotipik olarak etki gosterirler. Eger genomda gergeklesen
transpozisyon canli i¢in yarar sagliyorsa sonraki nesillere aktarilir. Dolayisiyla

karakterize ettigimiz transpozonlar evrimsel ¢alismalar i¢in 6nem arz etmektedir. Tiirler
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arasinda veya aileler arasinda transpozonlarin varligini analiz ederek evrimsel

yakinliklarini, taksonomik olarak ait olduklar1 yerler bulunabilir.

Tablo 4.1. Solanum melongena genomunda karakterize edilen transpozonlar.

Transpozonlar Simf Sekans
TGTTAGAACCCGTACTTTGGTACGTTGGGCCAATTACGAAATT
TGGAACC
Transpozon 1 - AATGTTACAATTTTTGGAAAATTCGGAANTTANGTGTCAATTT
TAGAAAT
TT

TTTTGGTCCTGTTTTTTTTACTTCGGTCCAAGACTTTTAAGTCT
TGGGCC
TAAGGGTTCCCACACTTGAAAATACCTATACTTAGCCTTATTT

Transpozon 2 - CACCCTC
ATATCATCCTAAACATTCCCCAATACTCACTCAAACACTTAGN
CNAATAT
TTCACTCCTAAATTCAAGTCCCAAA

AATAAAGATGTGGCTTCNGTTAAAGTGCTGTGGCGAAACAAT
AACNGAGA
LTR/ GGAGATGACCTGGGAAGCNGAGGAGCAGATGAAGAAGAAGT
Transpozon 3 Copia ATCCTCACT
TGTTTTCAGTGCCTNCAGGTAATTCAATTCTTCGCTTGACTTTG
TTGCNT
GATAAATAAATT

ACATCGGGNACCTCATCAACCCCTTGCCTCCCATGCAAAGCAT
AAAACCG
ATTGTGCCTTGGGGCACCACCTTGTCGGCCACCTCTCCCCAAA
GGAACCG
CATTAGCACCTTGTGGACGAACCTCCTTACCCTTGTTGCGATT
TCGAGGG
LTR/ | CAATCCATCNCCTTATGNCCCACTTCCCCACAACCATAACANG

Gypsy CATTAGT
ATCCCTCAAGCATGGGCCATTATCCTTATGCCCAACTTCCCCA
CAACCAT
AACANGCATTAGTATCCCTCAAGCATGGGCCACTATGACCCCT
ACCACAT
TTTGGACACACATCATTAGGAACCACACCACCAACACCTTGG
GCCCTTGG
GAAGTCATTGGCAAACCTCCTATTAGAAGCATGAGAAGACCC
TTGGCCTT
GATGGAACCGGCCACCCTTTTGGAACTT

Transpozon 4
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M Bilinmeyen
M LUTR / Gysyp
M LTR /Copia
Line /L1
M Lline /RTE-BOVE
H Rrna

Sekil 4.1.Karakterize edilen transpozonlarin oranlari

4.1.3. Kodlamayan RNA’larin Tespit Edilmesi

Patlicanin tim genomunda kodlamayan RNA’lar in slico olarak ilk defa
karakterize edilmistir. Kodlamayan RNA analizi i¢in kullanilan PLEK programinda
Arabidopsis thaliana ve Solanum lycopersicum model organizmalarinin kullanilmas: ile
birlikte Solanum melongena genomundan toplam 33.873 kodlanan RNA, 25.133
kodlamayan RNA bolgesi karakterize edilmistir (Sekil 4.2). Solanum melongena
genomunda karakterize edilen bir kisstm kodlamayan RNA lokasyonlar1 Tablo 4.2°de
verilmistir (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19991504).

Kodlamayamn
RMA

Kodlanan
RMA

N Kodlanan RNA B Kodlamayan ENA @ m

Sekil 4.2. Patlican genomunda kodlanan ve kodlamayan RNA’larin dagilimi
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Tablo 4.2. Karakterize edilen kodlamayan RNA’larin sekans i{izerindeki konumlari.

RNA'lar Sekans Uzerindeki Lokasyonlar
Kodlamayan RNA 1 -0.878668
Kodlamayan RNA 2 -0.151231
Kodlamayan RNA 3 -1.631.530
Kodlamayan RNA 4 -1.725.270
Kodlamayan RNA 5 -0.392965
Kodlamayan RNA 6 -0.431396
Kodlamayan RNA 7 -2.142.950
Kodlamayan RNA 8 -0.548811
Kodlamayan RNA 9 -1.503.820
Kodlamayan RNA 10 -1.109.720
Kodlamayan RNA 11 -0.695081
Kodlamayan RNA 12 -0.514957
Kodlamayan RNA 13 -1.561.470
Kodlamayan RNA 14 -0.787901
Kodlamayan RNA 15 -0.880656
Kodlamayan RNA 16 -1.237.200
Kodlamayan RNA 17 -1.914.710
Kodlamayan RNA 18 -0.700525
Kodlamayan RNA 19 -0.884963
Kodlamayan RNA 20 -1.044.600

Kodlamayan RNA analizlerinin sonucun da bulunan ncRNA ’larin ¢ogunun
miRNA oldugunu sdyleyebiliriz. Yapilan fonksiyonel homoloji tabanli olan blast
karakterizasyonu ile domates ve Arabidopsis thaliana ’da daha dncesinde tanimlanmis
olan miRNA’lar patlican genomunda bulunmustur
(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20158226). Arabidopsis thaliana’ nin tanimlanmig
olan 664 adet miRNA’st bulunmaktadir (Kozomara ve Griffiths-Jones 2014).
Tanimlanmig olan miRNA ’larin 238 tanesi patlican da biyoinformatik olarak
bulunmustur. Arabidopsis thaliana patlicanin uzaktan bir akrabasi olmasina ragmen

patlicanda ncRNA’lara rastlanmis olmasi aslinda ncRNA’larin ¢ok fazla korundugunun
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bir gostergesi olabilir. Yapilan onceki ¢alismalar sonucunda domateste ise 112 adet
tanimlanmis miRNA bulunmaktadir (Kozomara ve Griffiths-Jones 2014). Analizi yapilan
patlican da ise domateste bulunan 112 adet miRNA ‘dan 90 adet miRNA bulunmustur.
miRNA’lar hemen hemen tiim biyolojik siirecte etkisi olan RNA’lardir. Transkripsiyon
sonrast gen susturmasina aracilik ederler. Farklilagma, biiyiime, metabolizma ve hastaliga
direng siiregleri gibi 6nemli siireclerin diizenlenmesinde abiyotik ve biyotik streslere yanit
olarak koklii rollere sahiptirler. Ozellikle abiyotik stres kosullarinda canliy1 toleransl
duruma getirebilecek diizenlemeler yaparlar. Patlican da abiyotik stres ile ilgili olan 16
adet miRNA analiz edilmistir (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20158226 ). Analiz

edilen abiyotik stres ile ilgili miRNA’lar Tablo 4.3’de verilmistir. Patlicanda in slico
olarak tanimlanan abiyotik stres ile ilgili miRNA’lar, patlicanin stres kosullarina duyarl
ya da toleransli olmasi agisindan 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Karakterize edilen 16
miRNA, patlicanda yiiksek verim ve kaliteye sahip yeni mahsul ¢esitlerinin 1slagi i¢in

umut verici olabilir.
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Tablo 4.3. Patlicanda analiz edilen abiyotik stres ile iligkili miRNA’lar.

miRNA'lar

Sekanslar

>sly-MIR156a M10009971

UUGACAGAAGAUAGAGAGCACUAAUG

AUGAUAUGCUAAUUUCAUUCAAUUUG

GGCAGCAAAAGCAUCUCAAUUCAUUU
GUGCUCUCUAUGCUUCUGUCAU

>sly-MIR156b M10009972

UUGACAGAAGAUAGAGAGCACGAAUA

AUGAGGUGCUAAUUGGAAGCUGCACC

UUAAUUCCUUGUGAUCUCUAUACUUC
UGUCAU

>sly-MIR156¢ M10009973

UUGACAGAAGAUAGAGAGCACGAAUA

ACGAGGUGCUAAUUGGAACAUGCACC

UUAAUUCUUUGUGCUCUCAUUCUUUU
GUCAU

>sly-MIR159b M10033710

AAGGUAGAGCUCUUCUGAAUUCCAAA
GAGGAUCUAAGAGGGAAAAUCGAGCU
GCUAAUCUAUGGAUCCCUCAAUCCUA
UCUAUUCUCAAAAUAAUUUUAGAUAG
GUUUGUGGUUUGCAUAUAUCAGGAGC
UGUAUUUACUCUUCUAGGAUCCUUAU
UGGAAAGAAGGGAGCUCUACACUUG

>ath-MIR164c M10001087

UAACACUUGAUGGAGAAGCAGGGCAC

GUGCGAACACAAAUGAAAUCGAUCGG

UACUUGUUGAUCAUAUUUUCGCACGU
GUUCUACUACUCCAACACGUGUCU

>ath-MIR8166 M10026794

AAUAAAAAUAAUGAAAAUGAAGGAGA
GAGUGUAGAAAGUUUCUCACUUGAGA
UACUUUUUACAACCCAUCAUGACAAU
UUUCAUUUUAUU

>sly-MIR396a M10029111

UGAUUCUUUGUGUACUUUUCCACAGC

UUUCUUGAACUGCAUACAUAUAACAA

AAAAAUCUGAUUUUUUUUUGAUUUUU

UUUUACUUUUAUAAAGAAAAAAUUUA

GAUGGAAAGAAUUAAAUUGUUGCGGU

UCAAUAAAGCUGUGGGAAGAUACAUA
UAGGAUCA

>sly-MIR167b M10029112

UCUCACUUCUGUAUGUUGGUUUUUUG
AGAGGUUAAAGCUGCCAGCAUGAUCU
GGUAAGAACAAAAUCCUAUUAUAUUU
CAUCUAUAUUUUCUUAUAAAAAGAAG
AAAUGAAUUUAAAUUUGAAUUUUUUG
UAAAAAAAAAAUGUUGAGGUUUUUAA
UUUCCUUCUUUUGGAUUUGAAAAAAA
GAAAAUUAAAUUUUUGUAAGGAUUUU
AUUUCUUUGAAGAAAAUAUAGAUAGA
UAGCUUUGGUUCCAUCAGGUCAUCUA
GCAGCUUCAAUCACUCACCAACAAUA
CACACAAAGGA

>sly-MIR168a M 10024352

CUCUUAUUCGCUUGGUGCAGGUCGGG

ACCUCAUUCGCCGGCGCCGGGAAUAA

UGCCGGACGAACGACGGCGGUGUUAA

UUCUACUAAAGCUGUCACCGACGGAU

AGAUGUUUGAUUAGCGGCGAAAUUUG

GGUCCUGCCUUGCAUCAACUGAAUUG
GAG
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Tablo 4.3. Patlicanda analiz edilen abiyotik stres ile iliskili miRNA’lar (Devam).

>sly-MIR169a M10008361

GGUCUAUAAGGUUUGCAUGAAGUUGA
AGAGAGUCAAGUUGCAGCCAAGGAUG
ACUUGCCGGACCAAAAGUUGUGACCA
UUUUCUAGUUCCGGCAAGUUGUUUUU
GGCUAUAAGUUUGCUCUCUUCUUCUC
AUGUUAUCCUCGUUAGACC

>sly-MIR169b M10008362

UUUUAAUUUGGUUUCAGGCAGUCUCC
UUGGCUACCUUGACAUGCUCUUUUCU
UUUAUGCAAGAUAUCUUUUCAAAAUA
GAAGUUUUAGUCAUCGUUAAAAUAUC
GAGACGGGGUUACAAGUCUUAUUUAA
AAGAAGAGAAGUCUAGCAUGAUGAGA
AGAGUCUUAUUUGGUAGCCAAGGAUG
ACUUGCCUGCACCGUACUUGAAA

>sly-MIR169c M10008363

GUCUAGAGAGUUAUUGUAUGAAGAGG
UAGGGAGUGGAGUGCAGCCAAGGAUG
ACUUGCCGAGAUGUUGUAGCCUAAUG
CAAUGACAUAUCGGCAGGUCAUCUUU
GGCUACAUUUUAUUCUCUCCUAUUCA
UGUAAAACUUUAUAGAC

>sly-MIR169d M 10008364

GAAGAGGGGUUUUAUAUGAAGUUGAG
AGUAUUAUUUAGUAGCCAAGGAUGAC
UUGCCUACUUCAUUUGAUAUAUAGUU
UAAAAUAAUAAUAUUGACAAUAUUUG
UCAUUUGGUCGUAGGCAAGUUAUCCU
GGCUAUCUUGACAUGCUCGUAAUUUU
UCAUGUAAGACCUUAUCUUC

>sly-MIR395a M10008369

AGGGCUUACUUUGAUGUUGGAAGCCU
UGCUGAAGUGUUUGGGGGAACUCCCG
GGUUGACUUUGAAAAUUACGCAAACA
AGUAUAUAUAAAUGCAUGAGUACGUA
UUAGCUAAAGAUGAUGAGUACAAUAU
UGAUUCAUGUACCUUUGGAGUUCCCU
UGACCACUUCAUGAGAGCUUAAUAUU
UGAUUGUUUGAAGUCCU

>ath-MIR396a M10001013

CUCUGUAUUCUUCCACAGCUUUCUUG
AACUGCAAAACUUCUUCAGAUUUUUU
UUUUUUUCUUUUGAUAUCUCUUACGC
AUAAAAUAGUGAUUUUCUUCAUAUCU
CUGCUCGAUUGAUUUGCGGUUCAAUA
AAGCUGUGGGAAGAUACAGAC

>ath-MIR396b M10001014

GGUCAUACUUUUCCACAGCUUUCUUG

AACUUUCUUUUUCAUUUCCAUUGUUU

UUUUCUUAAACAAAAGUAAGAAGAAA

AAAAACUUUAAGAUUAAGCAUUUUGG

AAGCUCAAGAAAGCUGUGGGAAAACA
UGACA

32
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4.1.4. Transmembran Proteinlerin Tanimlanmasi

Markov Hidden modeline dayali Galaxy Europe sunucusu iizerinde bulunan
TMHMM programi kullanilarak Solanum melongena genomunda var olan transmembran
proteinleri ve sinyal peptidleri karakterize edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda 33.873
veri elde edilmis ve alinan veriler EXpAA ve Exp60 parametreleri ile filtrelenmistir.
Sonuglar EXpAA degeri igin ortalama 236.3573 degerinin {istii, Exp60 i¢in 9.03 ortalama
degerinin Ustiinde olanlar transmembran proteini ve sinyal peptidi i¢in sonug olarak
eklenmistir (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.19999985 ). Transmembran protein

sonuclarinin bir kismi Tablo 4.4 ‘de verilmistir.

Tablo 4.4. Transmembran proteinleri ve sinyal peptidleri.

ID Uzunlugu ExpAA  Exp60  N-Best TOPOLOJI
DF359985.1 67816 278,69 9,03 0 0
DF359370.1 101949 179232 9,06 0 0
DF357788.1 173527 276,42 9,11 0 0
DF365395.1 26273 554,05 9,11 0 0
DF361987.1 46769 715,88 9,11 0 0
DF358469.1 108116 29547 9,13 0 0
DF359058.1 82716 309,57 9,15 0 0
DF357414.1 173458 901,11 9,15 0 0
DF359564.1 73823 600,77 9,17 0 0
DF360308.1 72660 543,77 9,2 0 0
DF376599.1 4999 240,61 9,23 0 0
DF359688.1 71751 597,04 9,23 0 0

BAUE01069822.1 24929 339,64 9,24 0 0
DF357497.1 159534 853,03 9,24 0 0
DF361108.1 54976 334,08 9,25 0 0
DF360639.1 59827 392,46 9,26 0 0
DF359592.1 73253 544,18 9,26 0 0
DF359389.1 76701 861,36 9,27 0 0
DF365099.1 38709 514,75 9,28 0 0
DF357301.1 214876 108884 9,36 0 0

Aliman sonuglarda transmembran proteinlerinin hiicre icindeki konumlari

belirlenmistir. Hiicre i¢ine dogru i, disina dogru olan heliks yapilari i¢in o olarak
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adlandirilmigtir. Bu sekilde tahmin edilen transmembran proteinlerinin ve sinyal
proteinlerinin hiicre i¢indeki konumlar1 belirlenmistir.

Hiicre-hiicre iletisimi, tasima, sinyalizasyon ve biyotik stres ile ilgili bu genlerin
karakterizasyonu dnemlidir. Bitki olusan sinyalizasyon sayesinde biyotik stres karsisinda
bir savunma mekanizmasi olusturur. Biyotik stres aninda hiicrede olusan sinyalizasyon

takibi agisindan bu bolgelerin tahmininin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir

4.1.5. Mikrosatellit Markorlerin Gelistirilmesi

Karakterize edilen transpozonlardan, kodlamayan RNA’lardan ve patlicana ait
EST sekansindan GMATA programi kullanilarak mikrosatellit markdorler gelistirilmistir.
Karakterize edilen transpozonlarin FASTA uzantili dosyast GMATA programinin
“SSR Gelistirme” boliimiinde analiz edilmesi sonucunda en fazla 5 tekrara sahip olan
toplam 280 SSR lokusu gelistirilmistir (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20000291).

Transpozonlar sekans olarak uzun tekrarlari igerdikleri i¢in kisa tekrarlara sahip olan SSR

markorleri transpozonlarda az bulunmustur. SSR lokuslarindan 165 primer ¢ifti dizayn
edilmistir. Bu markorler en ¢ok 2 ve 3 tekrardan olusmaktadir (Tablo 4.5 ). Yapilan analiz

sonucunda 5 ve 6 tekrarli motif yogunlugu TE sekanslarinda az bulunmustur.

Tablo 4.5. Transpozonlarda gelistirilen SSR motiflerinin tekrar niikleotit sayisi.

Motif(-mer) Total
9 207
3 67
6 2
4 2
5 2

Transpozonlar genom boyunca en fazla tekrar eden SSR motifi 75 lokasyonda
bulunan “TA” motifi olmustur 65 lokasyonda ise “AT” motifi bulunmustur. En ¢ok
bulunan triniikleotit ise “CAA” motifi olmustur (Sekil 4.3-4.4) .

Transpozonlardan  gelistirilen aday molekiiler markorler evrimsel

caligmalarda kullanilabilirler. Bize tiirlerin birbirlerine olan uzakliklar1 hakkinda ve
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taksonomik konumlar1 hakkinda bilgi verir. Bu sebeple de gelistirilen aday SSR

markorlerin evrimsel ¢alismalarda kullaniminin etkili olacagini séyleyebiliriz.
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Sekil 4.3. Transpozonlarda gelistirilen SSR motiflerinin dagilimu.
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Sekil 4.4. Transpozonlarda gelistirilen SSR motiflerinden en ¢ok bulunan markérlerin yiizdelik dagilim
grafigi.
Gelistirilen kodlamayan RNA sekanslari igin GMATA analizinden sonra ise 6318
tekrar motifine sahip SSR lokuslar1 bulunmaktadir. Bulunan SSR sekanslarindan 2 ve 3
tekrarli SSR motifleri daha fazla gelismistir (Tablo 4.6).Yapilan analiz sonucunda 5 ve 6
tekrarli motif yogunlugu kodlamayan RNA sekanslarinda az bulunmustur. Gelistirilen
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kodlamayan RNA SSR’larindan en fazla 2042 lokasyonda bulunarak “AT” motifi
gelistirilmistir.1927 lokasyonda ise “TA” motifi bulunmustur. Bulunan triniikleotit
sekanslarindan en fazla “CAA" motifi, tetraniikleotit sekanslarindan ise “AAAT”
gelistirilmistir (Sekil 4.5-4.6) . Karakterize edilen SSR lokuslarindan 5416 lokus primer
cifti olarak tasarlanmistir (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20000150 ).

Tablo 4.6. Kodlamayan RNA bolgelerinde gelistirilen SSR motiflerinin tekrar niikleotit sayisi.

Motif(-mer) Total
2 4477
3 1762
4 49
6 21
5 9
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Sekil 4.5. Kodlamayan RNA’larda gelistirilen SSR motiflerinin dagilim grafigi.


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20000150
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m AT/AT
HTA/TA
m CAA/TTG
u GTT/AAC
B ACA/TGT
B CA/TG
m GT/AC
m AG/CT

W AGA/TCT

W Diger

Sekil 4.6. Gelistirilen SSR motiflerinden bulunan markoérlerin yiizdelik dagilim grafigi.

Kodlamayan RNA’lar asir1 derecede korunmus bolgelerdir. Bu sebeple de bu
bolgelerden polimorfizm bulmak zordur. Bu bélgelerden buldugumuz aday SSR
markorlerinin fonksiyonel olma ihtimali daha yiiksektir.

Solanum melongena genomuna ait EST sekanslarindan toplam 5973 SSR markdrii
gelistirilmistir  (https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20000294).  Gelistirilen =SSR
lokuslarindan en fazla 2 ve 3 tekrarli motifler bulunmaktadir (Tablo 4.7). Bulunan SSR

sekanslarindan en fazla “TC” motifi 723 lokasyonda, “AT” ise 524 lokasyonda
belirlenmistir. “TTC” motifi en fazla bulunan triniikleotit ve “ATTA” motifi ise
tetraniikleotit SSR’larda en fazla karakterize edilen motiftir (Sekil 4.7-4.8). Bulunan SSR
motifleri arasinda pentaniikleotit ve heksaniikleotit motifleri igin EST genomunda kayda
deger bir sonu¢ alinamamistir. Gelistirilen 5973 SSR markoriinden 3927 primer cifti

gelistirilmistir.


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.20000294

Tablo 4.7. Solanum melongena EST sekanslarindan gelistirilen SSR motiflerinin niikleotit sayist.

Motif(-mer) Total
2 3616
3 2157
4 98
5 14
6 88
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Sekil 4.7. EST sekanslarinda gelistirilen SSR motiflerinin grafik {izerinde dagilimi.



39

m AG/CT

ATA/TAT mTC/GA

1% Diger = AT/AT

TGA/TCA _\ 16% TA/TA
2% AAT;% _— B TTC/GAA

GCT/AGC 2% W GT/AC
" o i

2%
mTCT/AGA
TCT/AGA m CCA/TGG
A% TG/CA W GCT/AGC
4% W AAT/ATT
CTT/AAG mTGA/TCA
4% G1/Ac = ATA/TAT
6% 1TC/GAA = Diger

6%
Sekil 4.8. Gelistirilen SSR motiflerinden markérlerin yiizdelik dagilim grafigi.

Yapilan analizler sonucunda en fazla SSR markorii kodlamayan RNA
sekanslarinda gelistirilmistir. Gelisen SSR sekanslar1 EST, transpozon sekanslar1 ve
kodlamayan RNA sekanslar1 da dahil olmak iizere genellikle 2 ve 3 tekrardan olusan
motiflerden olusmaktadir. Gelistirilen markorler daha sonra gen anotasyonlari
yapilmustir.

Gelistirilen markorlerin 3 tekrardan olusan motiflerin SSR bolgeleri agisindan
degerli oldugunu sdéylemek miimkiindiir ¢iinkii bu bolgelerin fonksiyonel olma ihtimali

daha ytiksektir.
4.1.6. Gelistirilen Markorlerin Fonksiyonlarimin Belirlenmesi

EST, transpozon ve kodlamayan RNA ‘lardan gelistirilen markdorlerin
fonksiyonlarmi belirlemek amaciyla Omiksbox programi kullanilarak Solanum
melongena genomu i¢in énemli fonksiyonlar analiz edilmistir.
4.1.6.1. Transpozon Markor Sekanslarinin Fonksiyonlarinin Belirlenmesi

GMATA programindan gelistirilen 280 SSR lokusu NCBI domates protein

sekansi ile analiz yapilmistir. Yapilan anotasyon sonucunda transpozonlar ¢ogunlukla

protein kodlamadigindan dolay1 beklenildigi gibi higbir proteinle fonksiyonel olarak bir
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anotasyonu gerceklesmemistir. Dolayisiyla yapilan Omicsbox analizi ile bir veri elde

edilememistir.

4.1.6.2. Kodlamayan RNA Markor Sekanslarinin Fonksiyonlarimin Belirlenmesi

Kodlamayan RNA’larda karakterize edilen 6318 SSR lokusu, Solanum
lycopersicum protein sekansi ile analiz edildi. Omicsbox programi biyolojik siire¢ (BP),
hiicresel bilesen (CC) ve molekiiler fonksiyon (MF) olmak {izere ii¢ gen ontoloji
prensibiyle sonucglar1 vermektedir. MF; gen {irlinlin yani tanimlanan proteinin
biyokimyasal olarak hangi gorevi yaptigini, BP; proteinin hiicrede hizmet ettigi biyolojik
amacin1 ve CC; proteinin hiicrenin hangi alanlarinda gorev aldigini belirtmektedir.

Patlicanda karakterize edilen kodlamayan RNA’lar i¢in yapilanan analiz
sonucunda anotasyonu saglanan proteinler en fazla sitoplazma bélgesinde bulunmustur.
Sonrasinda ise en c¢ok ¢ekirdekte gorevli olan proteinlerle anotasyon saglanmistir.
Karakterize edilen SSR anotasyonlar1 biyolojik siirecte en ¢ok bir immiin savunma yolagi
olan MAPK yolagi ve bir¢ok hiicresel olay i¢in énemli olan protein fosforilasyonunda
eslesme gergeklestirilmistir. Gen anotasyonu en ¢ok bir mitojenik bir protein kinaz olan
MAP kinaz ile gergeklestirilmistir. MAP kinazlar bitkilerde patojen olusturma
durumunda bitkinin savunma mekanizmasin1 etkinlestirmektedir. Ikinci olarak
kodlamayan RNA SSR’larinda en fazla tanimlanan protein bir transmembran proteini
olan ATP baglayan kaset tastyicilart olmustur. Bu membran proteini sitoplazma ile hiicre
cevresi arasinda olusturdugu kanal ile ATP ‘nin par¢alanmasi sonucunda olusan enerjiyi
kullanarak madde tasinmasi saglamaktadir. Yapilan analiz sonucunda metal iyon
aktivitesi, protein kinaz aktivitesi, protein baglama gibi bircok Onemli proteinle
anotasyonu saglanmistir. Saglanan anotasyon sonucunda molekiiler fonksiyonlarda,
hiicresel bilesenlerde ve biyolojik siire¢lerde bulunan proteinler Sekil 4.9-4.10-4.11-
4.12°de verilmistir. Anotasyonu saglanan markorlerin rastgele 10 tanesi Tablo 4.8°de
verilmistir.

Kodlamayan RNA bolgelerinden elde edilen anotasyon sonuglarinin muhtemelen

diizenledikleri proteinler oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.8. Omicsbox programinda analiz edilen kodlamayan RNA markorlerinin rastgele 10 tanesinin
protein sonuglari.

MARKOR PROTEIN

DF373458 Serin/treonin-protein fosfataz

DF381218 Ters transkriptaz igeren protein

DF381130 Gliserofosfodiester fosfodiesteraz

DF383756 Fenilalanin amonyum liyaz
BAUE(01138976 PWWP proteini

DF372111 CCHC-Tip protein

DF382926 Gag-pol polyprotein

DF373807 Protein kinaz
BAUEO01136329 Alkol agil transferaz

DF378072 Siilfotransferaz

GO-Level [eggr ]
GO Level (Total Mﬂﬂ(aﬂu:-PH:d:dn LEV: = 581, Std. Deviation = 2.354)

Sekil 4.9. Kodlamayan RNA gen anotasyon dagilimi biyolojik stireg¢ (BP), hiicresel bilesen (CC)
molekiiler fonksiyon (MF). Yesil, sar1 ve mavi sirasiyla BP, CC ve MF kategorilerini temsil eder.
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Sekil 4.10. Biyolojik siire¢ kisminda tanimlanan proteinlerin dagilimu.

Direct GO Count (MF) [eggplantnoncodinsst]
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Sekil 4.11. Tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyon dagilimi.
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Direct GO Count (CC) [eggplantnoncodinssr]

#5eqs

Sekil 4.12. Tanimlanan proteinlerin hiicresel bilegenlerin dagilimi.

4.1.6.3. EST Markor Sekanslarinin Fonksiyonlarimin Belirlenmesi

Gelistirilen 5973 EST markorii Omiksbox programi ile analizi sonucun da en fazla
zar bileseninde ve sitoplazma da protein anotasyonu gergeklestirilmistir. Gelistirilen
markorler hiicre gelisme, biyolojik gelisim, molekiiler fonksiyon gibi bir¢ok 6nemli
olayda yer almaktadir (Sekil 4.13.). Cogu bolgede tanimlanan proteinler transkripsiyon
diizenleyici, , translasyon, cift iplik tamiri mekanizmasinda gorev yapmaktadir. ATP
baglama, DNA baglama, metal iyon baglama gibi dnemli molekiiler fonksiyonlar1 oldugu
karakterize edilmistir. Hiicresel gelisme, biyolojik gelisme, uyarilara cevap verme gibi
onemli kisimlarda gorev yapmaktadir. Anotasyonu saglanan markorlerden rastgele 10
tanesi Tablo 4.9’de verilmistir. Tanimlamadan sonra markoérlerin genel olarak dagilimi
Sekil 4.13-4.14-4.15-4.16 © da verilmistir.



Tablo 4.9. Omicshox programinda analiz edilen EST markérlerinin rastgele 10 tanesinin protein

70

#Annotations

sonuglari.

Markér PROTEIN
FP030686.1 60S ribosomal protein L10
FS077884.1 NADH-sitokrom b5 rediiktaz
FS071016.1 DDE Tnp4 igeren protein
FS089513.1 RRM igeren protein
FS071280.1 TPX2 igeren protein
FS075057.1 TCP igeren protein
FS091461.1 DNA-bagimli protein
FS081300.1 SBP-tip igeren protein
FS070808.1 Serin/treonin protein kinaz
FS084142.1 Ring tipi E3 ubikuitin transferaz

GO-Level Distribution [eggplantestssr]

s N % B v s . A s s s R 3 > K K3

GO Level (Total Annotations = 6608, Mean Level = 6.559, Std. Deviation = 2.569)

LI L ¢

Sekil 4.13. EST bolgelerinin gen anotasyon dagilimi biyolojik siire¢ (BP), hiicresel bilegsen (CC)

molekiiler fonksiyon (MF). Yesil, sart ve mavi sirasiyla BP, CC ve MF kategorilerini temsil eder.
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Direct GO Count (BP) [eggplantestsst]
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Sekil 4.14. Biyolojik siire¢ kisminda tanimlanan proteinlerin dagilimi

Direct GO Count (MF) [eggplantestssr]
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Sekil 4.15. Tanimlanan proteinlerin molekiiler fonksiyon dagilimi.
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Direct GO Count (CC) [eggplantestssi]

#5eqs

0 0 100

Sekil 4.16. Tanimlanan proteinlerin hiicresel bilesenlerin dagilima.

Tanimlanan proteinler en fazla transkripsiyon diizenleme kisminda
bulunmaktadir. Biyolojik siirecte ve gelisim siirecte birgok genin arttirilip, azaltilmasi
veya c¢alisip calismamasini etkiledigi i¢in bu siiregte etkilesen proteinler bizim igin
degerlidir. Transkripsiyon diizenleme de iliskili markorlerin bulunmasi patlican bitkisinin
gen mekanizmasi hakkinda bir¢ok bilgi edinmemizi ve genetik miihendisligi ad1 altinda
birgok ¢aligmaya adim atabilecegimizi gostermektedir.

Ayni sekilde antioksidan aktivitesi birgok insan beslenmesinde savunma
mekanizmasma katkida bulundugu i¢in bitkisel bir gida olan patlicanda bulunan
markdrler besin degerini arttirmaya yonelik 1slah c¢alismalart i¢in biiylik bir dneme

sahiptir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez caligmasi kapsaminda patlican genomu, ncRNA’lar bakimindan makine
Ogrenmesi algoritmalari ile analiz edilmis olup literatiirde ilk kez tiim genom diizeyinde
ncRNA tahmin edilmistir. Daha sonra tanimlanmig ncRNA lokuslarina yakin genomik
bolgelerden SSR  markorler adaylar1  gelistirilmis ve  fonksiyonel olarak
anlamlandirilmistir. Ayrica tiim genom diizeyinde de novo yaklasimlar ile transpozon
lokuslar tahmin edilerek markoér tanimlama g¢alismalarina tabi tutulmustur. Patlican
genomu son olarak hem transmembran protein siniflandirilmasi i¢in motif Oriintiisii
taranmis hem de tanimli EST lokuslari i¢in EST-SSR markérleri gelistirilmistir. Calisma
kapsaminda 10000 iizerinde SSR markorii gelistirilmis olup bu markoérlerin yarisina
yakini regiilatdr genomik lokuslardan tretilmistir.

Calisma kapsaminda patlicanin 12 kromozomunu yiiksek yogunlukta kapsayacak
sekilde regiilator ve/veya fonksiyonel olma potansiyeli yiiksek, polimorfik olma orani
yiiksek olabilecek yiiksek verimlilikte yeni molekiiler markorler gelistirilmistir. Bu
markorlerin bagta patlican gen kaynaklarinin karakterizasyonunda kullanilabilecektir.
Ayrica genetik/agronomik 06zelliklerin  haritalanmasinda ve iligkili markorlerin
gelistirilerek markor destekli 1slah caligmalart i¢in kullanilmasina olanak saglayacak
yiiksek miktarda taniml1 molekiiler veri iiretilmistir.

Karakterize edilen TE’ler evrimsel calismalarda birgok bilgi saglayacagi
diistiniilmektedir. Ciinkii TE hem gen evrimi hem de fenotipik evrim agisindan 6nemli
oldugu soylenebilir. Bu sebeple de patlican genomunda karakterize edilen TE’lerinin
yapilan filogenetik ¢aligmalarda kullaniminin etkili olacagi tahmin edilmektedir.

Ozellikle abiyotik stres toleransinda bitki tiirleri arasinda korunmus miRNA’ larin
calisma kapsaminda patlican genomunda hem kromozomal lokalizasyonun hem de pre-
miRNA genom sekanslarinin tanimlanmasi bu 6nemli miRNA ailelerinin patlicanda
hedefli bigimde ekspresyon analizlerine tabi tutulabilecegi ongériilmektedir. In silico
olarak karakterize edilen miRNA ‘’larin belirli bir abiyotik stres kosuluna toleransh
patlicanlar i¢in se¢ilim yapmak ve bu stres kosuluna toleransli patlican hatlar1 gelistirmek
icin umut vadettigi diistiniilmektedir.

Gelistirilen aday markorler cesitlilik analizlerinde, filogenetik analizlerde, genetik

haritalama gibi bircok patlican genetigi ve 1slahinda 6nemli olan bir¢ok c¢alismada etkili
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bir bicimde kullanilabilecegi 6ngoriilmektedir. Caligma sonuglarinin patlican markor

destekli 1slah ¢alismalarina ileri de adapte edilebilecegi diistiniilmektedir.
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