ANKARA UNIVERSITESI

BIYOTEKNOLOJI ENSTITUSU

TEMEL BIYOTEKNOLOJI

YUKSEK LISANS TEZi

DOGADA BULUNAN YABANI MAYALARIN HAYATTA KALIM BASARILARI
UZERINE SOYLAR ARASI VE SOY iCi UREMELERININ ETKISI

Onur Erk KAVLAK

Danigman Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

Aralik

2019



ETiK BEYAN

Bu tez ¢alismasinin; akademik kural ve etik ilkelere bagl kalinarak hazirlandigini, caligmada
yararlanilan ve bu c¢alisma triinii olmayan biitiin bilgiler i¢in kaynak yayinlara atifta

bulunulmus oldugunu beyan ederim.

Onur Erk KAVLAK

Imzas1



ONAY

Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC danigsmanliginda Onur Erk KAVLAK tarafindan
hazirlanan bu ¢alisma 26/12/2019 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Biyoteknoloji Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan: Dog. Dr. Mine TURKTAS ERKEN Imza:
Uye: Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC Imza:
Uye: Dog. Dr. Nefise AKCELIK Imza:

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. Aykut OZKUL

Enstiti Midiru



OZET
Yiksek Lisans Tezi

Dogada Bulunan Yabani Mayalarin Uyum Basarilar1 Uzerine Soylar Arasi ve Soy I¢i Uremelerinin

Etkisi
Onur Erk KAVLAK
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

Biyoteknoloji alaninda canlilarin verimliligini arttirmak icin ¢esitli 1slah ¢aligsmalar1 yapilmaktadir.
Eseyli lireme tiplerinden olan soy i¢i ve soylar arasi iireme 1slah ¢aligmalarinda temel alinan iireme
cesitlerindendir. Soylar arasi (outcrossing) ilireme genetik olarak farkli bireylerin {iremesini
tanimlarken soy ici tiremede (inbreeding) ise akraba bireyler ¢iftlesirler. Islah ¢alismalar1 soylar arasi
tiremenin canlilarin uyum basarisini arttirdigini gosterse de dogada soy i¢i tiremenin birgok tiir
arasinda (mayalar, 6riimcekler, bitkiler vs.) yaygin oldugu bulunmustur. O nedenle dogadaki yiiksek
soy i¢i tireme olgusu hala bilinmezligini korumaktadir. Gergeklestirilen bu ¢alismada, yliksek oranda
soy i¢i lireme yapan yabani maya tiiri Saccharomyces paradoxus canlilart kullanilmistir. Bu
dogrultuda eslesme analizi yapilarak yiiksek soy i¢i {ireme olgusu arastirilmistir. Bu adimda soylar
arasi liremenin oniindeki engelleri kaldirmak igin genetik olarak farkli suslar bir araya getirilmis ve
soylar arasi iiremenin gerceklesip gerceklemedigine bakilmustir. Ikinci olarak matematiksel
modelleme ile ¢evresel dalgalanmalarin soy i¢i ve soylar arasi tiremis S. paradoxus’larin frekansini
nasil etkiledigi tespit edilmistir. Son olarak soy i¢i ve soylar arasi iiremeyle olugmus canlilarin
hayatta kalim oranlariin dogal kosullarda karsilagtirilabilecegi diisiiniilmiistiir bu dogrultuda uyum
basarisi analizi yapilmistir. Sonug olarak eslesme analiziyle soylar arasi tiremenin iki haftalik siire
icinde tercih edilmedigi gozlenmistir. Matematiksel modellemede ¢evresel dalgalanmanin soy igi ve
soylar arasi liremis bireylerin uyum basarilarint degistirebildigi gozlenmistir. Son olarak uyum
basaris analizinde genetik belirte¢ bulma adiminda uygun bolgeler bulunamadigi i¢in analiz
tamamlanamamustir. Ozet olarak, soy i¢i ve soylar arasi iiremenin canlilara olan etkisi doga temelli

yaklagimlarla daha net anlasilabilir ve 1slah galigmalarinin gelistirilmesi i¢in kullanilabilir.
2019, 75 sayfa

Anahtar kelimeler: Saccharomyces paradoxus, yabani mayalar, uyum yetenegi, soy i¢i iireme,

soylar aras1 lireme, mikrobiyal ekoloji, popiilasyon, matematiksel modelleme.



ABSTRACT
MSc Thesis
The Effect of Outcrossing and Inbreeding on the Survival Success of Wild Yeasts Found in Nature
Onur Erk KAVLAK
Ankara University Biotechnology Institute
Prof. Dr. Nur KOCBERBER KILIC

Strain improvement techniques are widely used in the biotechnology field. Particularly, outcrossing
and inbreeding have significant effects on strain improvement studies. During outcrossing
genetically distant individuals mate with each other. In contrast, inbreeding is a mating type that
occurs between close relatives (i.e sibling-sibling, parent-offspring). Although there are
comprehensive strain improvement studies showing benefits of outcrossing (i.e fitness gain),
inbreeding is quite common among several populations in nature such as plants, spiders, yeasts, etc.
However, little is known about the reason for the high inbreeding rate in nature. We used a highly
inbred, wild yeast species called Saccharomyces paradoxus to understand the fitness effects of
inbreeding and outcrossing. We designed a mating assay to find out the reasons of the high inbreeding
rate in nature. In the mating assay, we removed the barriers in the way of outcrossing to see if S.
paradoxus prefer to do outcrossing in nature-like conditions. Moreover, a mathematical model was
developed to track how environmental fluctuation affects the frequency of inbred and outcrossed
individuals. Finally, we attempted to measure the relative fitness of outcrossed and inbred cells in
nature by improving a fitness assay. As a result, the mating assay showed that outcrossing may not
be preferable in two weeks. In addition, the model indicated that environmental fluctuation may
change population structure from fixation to coexistence. Lastly, fitness assay could not set up
because of several setbacks in the genetic marker determination step which is essential for
distinguishing inbred and outcrossed individuals during relative fitness measurement. In conclusion,
the fitness effect of inbreeding and outcrossing can be understood clearly via nature-based

experimental designs and this information can be implied to strain improvement studies.
2019, 75 pages

Keywords: Saccharomyces paradoxus, wild yeasts, fitness, inbreeding, outcrossing, microbial

ecology, population, mathematical model.
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar insanlik tarihi boyunca bira, sarap, c¢ikolata vb. gibi sayisiz
biyoteknolojik iiriinlerin elde edilmesinde kullamlmistir. Ozellikle Saccharomyces cinsi
mayalar giiniimiizde biyoteknoloji alaninda siklikla tercih edilmektedir (1,2). Ciinkii
mayalar yiiksek alkol tiretebilme kapasiteleri ve alkole olan toleranslar1 sayesinde ¢evreci
yakit tiretiminde diger bir deyisle mikrobiyal enerji tiretiminde 6nemli yere sahiptir (3). Bu
dogrultuda bircok bilim insan1 mayalarin gerek biyokiitle, gerek biyoyakit {iretim

verimliligini arttirma yolunda ¢alismalar yapmaktadir (4).

Bu denli 6nem tasiyan Saccharomyces cinsi gergeklestirilen tez ¢alismasinda da
kullanilmigtir. Bu ¢alismada S. cerevisiae (bira mayasi) mayasinin dogada bulunan en yakin
akrabasi olan Saccharomyces paradoxus tiirti kullanilmistir. S. paradoxus’lar hem ekolojik
hem evrimsel hem de biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilan bir tiirdiir (3,5). Bu mayalarin
insanlar tarafindan yapay se¢ilime ugratilmamis olmalar1 onlar1 evrimsel ve ekolojik agidan,
algal karbon kaynagi olan manitolden yiiksek verimlilikte biyoyakit iiretme 6zelligine sahip

olmalar1 ise biyoteknolojik agidan 6nemli kilmaktadir (3,5).

Eseyli tireme tiplerinden olan soylar arasi (outcrossing) ve soy i¢i iireme (inbreeding) 1slah
caligmalarinda temel alinan tireme tipleridir. Soylar arasi iiremede genetik olarak uzak,
akraba olmayan bireyler ciftlesirler (6). Bunun yaninda soy igi tireme (inbreeding) yakin
akraba olan bireylerin ciftlesmesini tanimlamaktadir ve genellikle ogul dollerin uyum
basarisini diistirdiigii kabul edilmektedir (7—9). Su ana kadar yapilan laboratuvar ¢aligmalari
soylar arast iremenin daha faydali oldugunu One siirse de, popiilasyon genetigi
caligmalarinda dogada hala birgok canli tiiriiniin soy i¢i liremeyi tercih ettigi goriilmektedir
(10-12). Bu c¢alismada mayalarin verimliligini, uyum basarilarint 6nemli 6lgiide
etkileyebilen soylar aras1 ve soy i¢i iireme lizerinde yapilmistir. Dogadaki yiiksek soy igi
lireme oranini arastirmak i¢in dogal kosullar1 iceren deneysel tasarimlar ve matematiksel
yaklasimlar kullanilabilir (8,9). Deneysel olarak, eslesme analizi yapilip canlilarin hangi
tireme tipine daha yatkin oldugu, hayatta kalim basar1 (bundan sonra ‘uyum basaris1’ terimi
olarak kullanilacaktir.) analiziyle soylar arasit ve soy i¢i olarak iireyen canlilarin gevreye

uyumlan olgiilebilir. Evrimsel ¢aligmalarda siklikla kullanilan kemostat modeliyle ¢evresel



dalgalanmalarin soy i¢i ve soylar arasi liremis mayalarin uyum basarisini nasil etkiledigi

tespit edilebilir (10).

Bu ¢alismada soylar aras1 iiremenin dogal kosullarda iki haftalik siireden daha fazla zamanda
olabilecegi kanisina varilmistir. Ayrica matematiksel modelleme sayesinde ¢evresel
dalgalanmalarin genotiplerin uyum basarilarin1 ve popiilasyon yapisini degistirebildigi
gosterilmistir. Son olarak soy i¢i ve soylar arasi iiremis canlilarin uyum basarilarini
karsilastirmak i¢in genetik belirtegler arastirilmistir. Gergeklestirilen yiiksek lisans tez

calismasinin konu ile ilgili yapilacak aragtirmalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Eseyli lireme gesitlerinden olan soy i¢i ve soylar arasi lireme canlilarin evrimsel siireglerini
ve verimliliklerini farkli sekillerde etkileyen olgulardir (13). Biyoteknoloji alanindaki
gelismeler canlilarin  verimliliginin arttirllmast  konusunda 1slah c¢alismalariyla, sus
gelistirmeleriyle ve GDO uygulamalariyla cesitli ilerlemeler saglamaktadir. Bu dogrultuda
canlilarin verimliligini arttirabilmek igin tireme tiplerinin evrimsel etkileri gerek deneysel

gerek matematiksel yaklasimlarla arastirilabilir.

2.1. UREME TiPLERI

Canlilar kendi soylarint devam ettirmek ve genetik bilgilerini gelecek kusaklara aktarmak
icin farkli tireme stratejileri kullanmaktadir. Bu yontemler temel olarak eseyli ve eseysiz
tireme olarak siniflandirilabilir. Egeysiz tiremede canli herhangi bir ese ihtiya¢ duymadan,
kendi genetik yapisinin birebir kopyasini olusturarak soyunu devam ettirir (14). Fakat eseyli
iiremede esler bir araya gelerek genetik bilgilerini paylasirlar ve ogul dolleri olustururlar.
Eseyli liremenin alt dallarindan olan soy i¢i ve soylar arasi iireme canlilarin yasam
dongiilerinde 6nemli bir yer kaplamaktadir (15). Soylar arasi iireme genetik olarak farkli
olan eslerin iiremesidir. Diger taraftan soy i¢i tireme genetik olarak benzer diger bir deyisle
akraba ebeveynlerin tiremesidir (Sekil 2.1.). Dolayisiyla iki tireme tipi genetik agidan farkli
olgularin meydana gelmesine neden olmaktadir: Soy ig¢i lireme homozigot genotipin
frekansini arttirirken soylar arasi iireme ise heterozigot birey sayisinda yiikselise sebep

olmaktadir ve bundan &tiirii poptilasyondaki genetik gesitlilik artmaktadir (16).



P3 P4

P1 P2

F1 F1

Soy i¢i Ureme Soylar arasi lireme

Sekil 2.1. Soy i¢i ve soylar arasi iiremenin gosterimi. Renkler ebeveynlerin genetik yapisini
gostermektedir. ‘P’ harfi her bir ebeveyni simgelerken ‘F1’ ilk nesil ogul dolleri
gostermektedir. Benzer renkler benzer genetik arka plani yansitirken farkli renkler farkli
genetik arka plan1 gostermektedir. Soy i¢i tireme de benzer genetik yapidaki ebeveynler bir
araya gelerek ogul dolleri olustururlar. Olusan ogul dollerde tipki ebeveynleri gibi benzer
genetik yapiya sahip olacaktir. Diger yandan soylar arasi iireme de genetik farkliliga sahip
olan ebeveynler lireme davranisi sergilerler. Bu sayede ogul déllerde yeni cesitlilik ortaya
¢ikabilir.

Ureme tiplerinin uyum basarisina olan etkisi iki varsayima dayandirilabilir: [1] soylar arasi
iireme faydasi- soy i¢i lireme zarar1 ve [2] soy i¢i lireme faydasi-soylar arasi lireme zarari.
Soylar arasi tireme popiilasyondaki genetik ¢esitliligi arttirarak ogul dollerin uyum
basarilarin1 olumlu yonde etkileyebilmektedir (Sekil 2.1.). Ayrica, soylar arasi ilireme
sonucunda ebeveyn canlilardan daha iist karakterde (fenotipik olarak daha geliskin ya da
daha verimli) ‘melez azmani1’ olarak adlandirilan nesiller olugabilmektedir (17). Bu asamada
her iki ebeveyndeki baskin alleller ogul nesillerde bir araya gelerek iistiin bir karakter
olusturabilirler. Nitekim su ana kadar yapilan bilimsel ¢aligmalar bunu kanitlamaktadir.
Ornegin; Sabatia angularis bitkileri iizerinde yapilan deneylerde bitkilerin yaptigi soylar
arasi iireme sayesinde ¢evresel sartlara daha iyi uyum saglayan bireyler meydana gelmistir
(18). S.paradoxus ve S. cerevisiae mayalari arasinda gergeklesen melezlesme sonucunda da
daha dayanikli doller ortaya ¢ikmistir (19). Benzer bir sekilde bira mayalarinda (S.
cerevisiae) soylar arasi iireme orani arttikga ¢evresel kosullara hizli bir sekilde uyarlandiklar
ve uyum basarilarinin her gegen nesil yiikseldigi tespit edilmistir (20). Diger taraftan, soy i¢i
tiremenin hastalik yapici ¢ekinik allellerin frekansini arttirdigini ve bu nedenle ogul ddllerin
hayatta kalma basarilarin1 diistirdiigii ispatlanmistir (6,16). Bununla birlikte kimi durumlarda

soy i¢i iireme faydali hale gecip soylar arasi iireme canlilarin uyum basarilarini



diisiirebilmektedir. Her ne kadar soy i¢i lireme zararli, ¢ekinik allel eslesme olasiligini
arttirsa da bireylerin {ireme sansin1 da arttirabilir (21). Ornegin bireyler kolayca akrabalariyla
esleserek genetik olarak farkli es bulmak i¢in zaman harcamak zorunda kalmazlar (21).
Ayrica soylar arasi lireme ebeveynlerin genetik olarak uzak yapida olmasi sonucunda
kromozom uyusmazligina neden olabilmektedir. Diger bir ifadeyle ebeveynlerin genetik
farklilig1 popiilasyondaki gesitliligi arttirmak i¢in dnem arz etse de bu durum iireme sirasinda
kromozomlarin birbirleriyle uyusamamalarina ve kisir dollerin  olusmasina neden
olabilmektedir (6,16,22). Bu nedenle iireme tiplerinin verimlilik tizerine etkisi canli tiiriine,

cevreye ve popiilasyon dinamiklerine gore degisim gostermektedir.
2.2.  UREME TiPLERININ BiYOTEKNOLOJIiK ONEMIi

Biyoteknoloji alaninda enzim, kimyasal, biyoetanol gibi iriinlerin elde edilmesinde
mikroorganizmalar kullanilmaktadir. Giiniimiizde iilkemizin enerji konusunda disariya
bagimli hale gelmesi biyoetanol {iretimini can alici bir noktaya getirmistir (23).
Mikroorganizmalarin gerek hizli biiyiimeleri, gerek kolay bir sekilde yonetilmeleri (basit bir
besi ortamina ihtiyag duymalari vb.) onlar1 biyoetanol iiretiminde vazgegilmez unsur
yapmistir (24). Su ana kadar literatiirde birgok organizmadan (E. coli, Zymomonas mobilis,
S. cerevisiae, S. paradoxus vb.) biyoetanol {iretimi i¢in faydalanilmaktadir (25). Fakat
bakteriler hizli bir sekilde alkol {iretmelerine ragmen alkol toleranslar diisiik oldugu i¢in
daha verimli mikroorganizma arayisglar1 siirmektedir. Bu noktada, Saccharomyces cinsi
mayalarin yiiksek alkol toleransina ve diger bir¢ok olumlu yone sahip olmalar1 biyoetanol
{iretimini daha verimli bir noktaya cikarmustir. Ornegin, S. cerevisiae’ler genis pH
araliklarinda aktif olabildikleri i¢in fermantasyon sirasinda olusabilecek kontaminasyonlara
kars1 direnglidirler (4). Fakat bakteri odakli biyoetanol iiretimi sirasinda kontaminasyon
biiyiik bir tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle S. cerevisiae’ler diger mikroorganizmalarin
olumsuz etkisine maruz kalmadan etanol iiretebilmektedirler (3). EK olarak S. cerevisiae
mayalar1 etanol iiretimi gesitli substratlar kullanilmaktadir. Ornegin seker kamisindan, seker
pancarindan, samandan, musir atiklarindan, ligno-seliilozik maddelerden biyoetanol
tiretebilmektedirler (4). Fakat, ligno-seliiloz gibi mono veya disakkarit olmayan kompleks
sekerler enzimatik 6n muameleye tabi tutulurlar. Yine bir bagka maya tiirii olan S. paradoxus
NBRC 0259-3 susu ve E. coli KO11 bakterilerinin {izerinde yapilan bir ¢alismada E. coli
KO11 bakterisinin 50 g/I’lik alkol derisimine dayanamadig: fakat S. paradoxus’larin bu alkol



oranini tolere edebildikleri goriilmiistiir (3). Yine ayn1 ¢calismada S. paradoxus larin mikro-
algal karbon kaynagi olan manitolden en yliksek oranda etanoli iirettigi ve E. coli KO11
bakterilerinin aksine alg kaynakli metabolitlerden de etkilenmedigini ortaya koymustur (3).
Bu dogrultuda S. paradoxus’larin biyoteknolojik ac¢idan oldukga elverisli canlilar olduklari
ortaya ¢cikmaktadir. Fakat bu canlilardaki tiretim verimliligin arttirilmasi hala énem arz

etmektedir (1).

Biyoteknoloji alaninda verimliligi artirmak i¢in gen manipiilasyonlari, adaptif evrim
caligmalari, 1slah yontemleri gibi ¢esitli c¢alismalar yiriitilmektedir (26). Gen
manipiilasyonlarinda verimliligi arttiracagi diisliniilen gen bdlgesi gen aktarim
yontemleriyle (elektroporasyon, viral vektorle aktarim vb.) ilgili canliya aktarilarak
verimlilik arttirilmaktadir (27). Adaptif evrim g¢alismalariyla da mikroorganizmalar bir
secilim baskisi altina alinarak en dayanikli veya verimli bireylerin eldesi saglanir (28). Bu
stiregte yararli mutasyonlarin popiilasyonda yayginlagmasi saglanacagi gibi o ortama adapte
olan cesitlerin (genetik farkliliga sahip olan bireylerin) popiilasyonu baskilamasi saglanir

(29). Her iki durumda da verimlilik fenotipik, uyum basaris1 vb. bakimindan artmaktadir.

Tarimdan hayvanciliga verimliligi arttirmak i¢in uygulanan diger bir yontem ise 1slah
caligmalaridir (1,30). Bu yontemde birbirleriyle ¢iftlesmesi en verimli olabilecek olan
bireyler ciftlestirilir ve olusan neslin ebeveynlere gore daha verimli olmasi beklenir (31).
Ornegin; misir bitkilerinde yapilan bir arastirmada UH250 ve UHO005 tiirii musirlar
birbirleriyle ¢aprazlanmis ve ebeveynler fenotipik agidan ogul délleriyle karsilagtirtlmistir
(32). Alinan sonuca gore, soylar arasi iireme ogul neslin daha uzun bir kok sistemine ve daha
verimli fenotipik Ozelliklere (kocan biiyiikliigli, tane sayisinda artis vb.) sahip olmasini
saglamistir (32). Bir diger drnekse, bilyiik bag hayvanlarin siit verimliligi tizerine verilebilir.
Insanlar yillardan beri biiyiik bas hayvanlarin siit verimliligini arttirmak igin yapay segilim
uygulamigtir. Diger bir deyisle en verimli hayvanlar birbirleriyle ciftlestirmistir. Yapay
sec¢ilimin bu olumlu etkisi ge¢gmis yillardaki siit iiretimiyle karsilastirildiginda daha agik bir
sekilde ortaya ¢ikmaktadir (31). Mikroorganizma diizlemine inildiginde 1slah ¢alismalarinin
devam ettigi goriilmektedir. Ornegin, S. cerevisiae X S. eubayanus melezi; fermantasyon
orani, seker kullanimi, aroma ve stres kosullarina dayaniklilik bakimindan ebeveyn canlilara
gore daha geliskin 6zelliklere sahiptir (2). Ek olarak insanlik tarihi boyunca S. cerevisiae’ler

bira ve sarap gibi biyoteknolojik tirtinlerin gelistirilmesi i¢in S. uvarum, S. kudriavzevii, gibi



diger tiirlerle ¢aprazlanarak daha verimli melez soylar elde edilmistir (15). Bu o6rnekler,
yapilan ¢aprazlamalarin suglarin gelistirilmesinde olumlu katki sundugunu gostermektedir.
Fakat S. cerevisiae ve S. uvarum c¢aprazlamasi iizerine yapilan bir diger arastirma, olusan
melez neslin alkol iiretim oranmin distigini gostermektedir (33). Bu nedenle iireme
tiplerinin canlilar iizerindeki etkisi detayli bir sekilde birgok bilim insani tarafindan

arastirilmaktadir.

Ozet olarak, biyoteknoloji alaninda yapilan 1slah ¢alismalarinda iireme tiplerinin etkisinin
anlasilmas1 nem tasimaktadir. Ozellikle Saccharomyces cinsi canlilar biyoetanol ve diger
bira, ekmek gibi biyoteknolojik {irlinlerin eldesinde ana unsuru olusturmaktadir. Bu
dogrultuda, Saccharomyces cinsi canlilarin {ireme tiplerinin onlarin verimliligini nasil
etkiledigini bu baglamda ne gibi iyilestirmeler yapilabilecegini bulmak yeni biyoteknolojik

gelismelerin temelini olusturmaktadir.

2.3. S.PARADOXUS MAYALARININ YASAM DONGUSU

S. paradoxus mayalar1 biyoteknolojik 6neme sahip S. cerevisiae mayalarinin dogada
yasayan en yakin akrabalaridir (15). Tek hiicreli, kolay kiiltiire edilebilen S. paradoxus
mayalar1 S. cerevisiae’lerin aksine insanlar tarafindan yapay secilime tabii tutulmadigi igin
ekolojik ¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir (5). Ortalama olarak 5-10 um boyuta sahip
S. paradoxus’lar dogada 6zellikle mese agaglarinin ¢evresinde bulunurlar. Ayrica ¢am, elma
agaclarinda, asma bitkisinde yasayabildigi saptanmustir (34). Okaryot olan S. paradoxus
mayalari eseyli ve eseysiz lireme yoluyla soylarini devam ettirebilirler (35). Bunun yani sira
eseysiz lireme tiplerinden olan tomurcuklanma yoluyla da yeni bireyler olusturabilirler (36).
Eseyli liremeyi g¢evresel stresin arttigi kosullarda yaparlarken g¢evresel kosullarin uygun
oldugu durumlarda eseysiz olarak iiremeyi tercih ederler (36). Eseyli iireme sirasinda diploid
olan ana hiicreler mayoz boliinme gecirerek dort haploid birey olusturur. Bu haploid hiicreler
spor kesesi (ascus) denilen koruyucu bir zarin igerisinde bulunurlar ve ¢evredeki kosullarin
iyilesmesiyle birlikte zar1 parcalayip c¢evreye yayilirlar (37). Diger bir haploid bireyle
karsilastiklarinda hiicre proteinlerinin uyum gostermesi sonucunda birlesirler ve tekrar
diploid birey olustururlar. Baz1 durumlarda ise ascus i¢indeki haploid hiicrelerin giftlestikleri
(inter-tetrad) de gosterilmistir (15). S. paradoxus’lar temelde ii¢ tip eseyli lireme yaparlar:
Bunlar soylar arasi, soy i¢i lireme ve 0z diploidlesmedir (autodiploidization). Soy igci

tiremede genetik olarak benzer maya hiicreleri ¢iftlesirken, soylar arasi tiremede genetik
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olarak farkli haploid hiicreler birleserek diploid yapiya tekrar donerler. Oz diploidlesmede
mayoz sonucu olusan haploid hiicreler 6nce tomurcuklanirlar ve daha sonra bu tomurcukla
birleserek homozigot, diploid hiicreyi olustururlar (37). S. paradoxus’lari tireme tiplerini
arastirmak i¢in 6nemli kilan nokta bu mayalarin yiiksek oranda soy i¢i lireme yapmalaridir.
Yapilan popiilasyon genetigi ¢alismalarinda S. paradoxus’lari hayat dongiilerinde soy i¢i
tiremenin yiliksek oranda gerceklestigi bulunmustur. Diger bir deyisle her 100 eseyli
tiremeden 94’linde soy i¢i lireme, 5’inde 6z diploidlesme ve yalnizca 1’inde soylar arasi
tireme meydana gelmektedir (10). Bu oran literatiirde soylar arasi iiremeye dair olumlu
bilgilerle karsilastirildiginda daha belirgin hale gelmektedir. S. paradoxus’larin diger bir
onemli Ozelligi ise kisa zamanda (iki saatte bir nesil) bir¢ok nesil olusturmasidir. Boylelikle

uzun zaman alabilecek evrimsel siiregler kisa zamanda gézlenmektedir (38).

2.4, MIKROSATELLITLERIN SOY ICi VE SOYLAR ARASI UREME
ANALIZINDE KULLANIMI

Mikrosatellitler yiiksek mutasyon oranina sahip, genellikle 3-6 baz ¢ifti uzunlugunda tekrarl
gen dizileridir (39). Mikrosatellit uzunluklarinin her iki ebeveynde farkli olmasi bu gen
dizilerini ebeveyn tespiti i¢in kullanisli hale getirmektedir. Ayrica mikrosatellitler notral
yaptya sahip olduklar1 igin protein sentezinde gorev almamaktadirlar fakat notral
bolgelerinde cesitli genetik etkilesimler sonucu metabolik bazi etkilere sahip olduguna dair

bulgular da mevcuttur (39,40).

Benzer bir yaklagimla mayalarin hangi tip tireme gerceklestirdigi popiilasyondaki bireylerin
mikrosatellit bilgileri kontrol edilerek incelenebilir (17-19). Bunun i¢in Mendel genetigi
temel alinabilir. Ornegin, mikrosatellit uzunluklar1 bakimindan farkli genotiplere sahip
suslar caprazlanirsa (soylar arasi lireme yaparsa) olusacak yeni ogul dolllerin ayni lokustaki
mikrosatellitleri farkli olacaktir. Diger bir deyisle heterozigot genotipler meydana gelecektir.
Daha detayli bakilacak olursa eger bir ebeveyn mikrosatellit bilgisi bakimindan 220/220
homozigot ve diger ebeveyn de 232/232 homozigot ise soylar arasi iireme sonucunda
220/232 heterozigot yapidaki ogul doller meydana gelecektir (Sekil 2.2.). Elbette soylar arasi
tiremeye isaret edebilecek daha farkli genotipler de popiilasyonda kendini gdsterebilir.

Soylar arasi iireme sonucu olusmus ogul doller tekrar ciftlesebilir (F2 nesli) ve bu sirada



parca degisimi (crossing-over) olayr meydana gelebilir. Bu dogrultuda olusan yeni neslin

genotipi kimi lokuslar i¢in homozigot kimisi i¢inse heterozigot olabilir.

Soylar arasi lireme a Soyigi lireme b mMmitoz (eseysiz lireme) c
(Outcrossing) (Inbreeding)
2n 2n

@
S

l IVIltoz
- 2n 2n
20
220/220 220/220
E§Ie§me Tetrad igi Tetradlar arasi  Tetrad igi
Eslesme
@ ;
220/232 @
220/220

Sekil 2.2. Ureme tiplerinin mikrosatellit bilgileri dogrultusunda tanimlanmasi. Soy igi,
soylar aras1 ve mitoz ile lireme sonucu olusabilecek genotipler gosterilmistir. Renkler
mikrosatellit bolgelerine gore farkli genotipleri gostermektedir (mavi renk 220 baz
uzunlugu, turuncu renk 232 baz uzunlugu temsil etmektedir).(a) Soylar arasi liremede
genetik olarak uzak iki birey (220/220 ve 232/232) giftlesme olanagina sahip dorder adet
haploid hiicreler olustururlar. Bu hiicreler bir araya gelerek mikrosatellit bolgesi bakimindan
heterozigot birey olustururlar. (b) Soy i¢i iremede ise genetik olarak yakin akrabalar iireme
davranis1 sergilerler. Bu adimda aym tetrad icindeki haploid hiicreler iireyebilecegi gibi
tetradlar arasi olarak da ilireme gerceklesebilir fakat genetik acidan ayni sonuglar alinir;
homozigot 220/220 ogul doller. (¢) Diger yandan S. paradoxus hiicreleri mitoz ile boliinerek
de ¢ogalabilirler. Mitoz sirasinda diploid olan hiicre kendi kopyast olan iki tane diploid hiicre
olusturur ve genotip de ata canliyla tamamen ayni olur.

25. MATEMATIKSEL MODELLEME

Matematiksel modellemeler 6zellikle karmasik eko-evrimsel siiregleri incelemek icin
oldukca yararli yaklagimlardir (41). Ozellikle uzun zamanlar alan evrimsel deneyler

modellemeler sayesinde saniyelere kadar indirilebilmektedir. Bunun haricinde modellemeler



birgok ¢aligmay1 birlestirerek bilimsel bir olgunun daha da genellesmesini saglayabilir (42).
Ormnegin bir canli grubu i¢in olusturulmus bir model cesitli gelistirmeler saglanarak diger
canli gruplarina da uygulanabilir. Bu nedenle giiniimiizde bir¢ok biyolojik olgu

matematiksel temellerle de giiglendirilmeye ¢alisilmaktadir (43).

Cevrenin, canlilarin evrimsel siire¢lerine olan etkisi birgok aragtirmaya konu olmustur.
Ozellikle dogal secilimin belirli cevresel sartlarda en uygun genotipin secilmesini saglamasi
ve bu genotipin popiilasyonda baskin hale gelebilmesi ¢evre-organizma iliskisinin dinamik
bir sekilde evrimsel siiregleri etkiledigi anlamina gelmektedir. Dogada canlilar birgok
etmene maruz kalmaktadir (44). Ornegin sicaklik giin igerisinde degismekte, besin miktar
dalgalanabilmektedir (45). Bu degisimler uzun siiregte popiilasyondaki gen frekansinda
degisimlere neden olabilmektedir. Ozellikle popiilasyon farkli tip genotiplerden olusuyorsa
her bir genotipin gevresel degisime verdigi tepki farkli olabilir. Nitekim bitkiler {izerinde
yapilan bir deneyde soylar arasi tiremenin incelenen ii¢ farkli ¢evresel kosulda (sera, tarla ve
bahge) soy i¢i iiremeden daha dayanikli nesiller meydana getirdigi bulunmustur (18). Yani

heterozigot genotipler ¢evresel kosullara daha dayanikli olmuslardir.

Arastirmacilar gevresel dalgalanmalarin farkli  genotipler tizerinde olan etkisini
matematiksel modelleme tabanl yaklasimla ele almaya calismislardir. Ornegin Lynch ve
ark. ‘Gaussian se¢ilimi’ni formiilize ederek popiilasyondaki heterozigot karakterlerin
cevresel etmenler 1g181inda nasil segildigini tahmin etmeye ¢alismiglardir (46). Benzer bir
sekilde popiilasyonlarin hayatta kalma olasiliklarin1 hesaplamaya calisan, tireme tiplerini
hesaba katarak canlilarin ¢evresel etmenlere olan tepkisini arastiran modeller de mevcuttur
(12,47). Fakat evrimsel deneylerde siklikla kullanilan kemostat modelinde yararlanilarak

daha basit ve temel diferansiyel denklemler igeren yaklasimlar gerceklestirilebilir.
2.5.1. KEMOSTAT MODELI

Kemostat modeli deneysel evrim ¢alismalarinda kullanilan, canlilarin biiyiime oranlari sabit
tutularak smirl bir substratla muamele edildigi bir modeldir (48). Kiiltiire edilen hiicre
soliisyonuna, es zamanl1 olarak besin girisi ve atik ¢ikis1 olur. Boylelikle kemostat kiiltiiri
sabit bir hacimde tutulur (Sekil 2.3.). Bu teknigin asil amaci popiilasyonda meydana gelen

yararlt mutasyonlarin elenmeden popiilasyonda baskin hale gelmesini saglamaktir (49).
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Sekil 2.3. Kemostat kiiltiiriin basit bir gosterimi. Goriildiigii gibi besin maddeleri kiiltiir

igerisine gelirken ayn1 zamanda tabanda bulunan baska bir musluk araciligiyla atiklar dig

ortama aktarilmaktadir. Yuvarlak, i¢i kirmizi olan sekiller kiiltiirdeki hiicreleri temsil

etmektedir.

Adaptif laboratuvar evrimi ¢aligmalarinda kullanilan kemostat ayn1 zamanda matematiksel
modelleme gelistirmede kullanilabilir (48). Ozellikle yeni mutasyonlarn olusmasi canlilarin
biiylime karakteristigini olusturan maksimum biiyiime orani (gmax) Ve afinitelerini (Ks)
degistirmektedir. Ornegin dogada bulunan popiilasyonlar kendi i¢lerinde birgok cesitlilige
sahiptir (50) ve her birey ¢evreye gelen besin maddesini kendi biiyiime karakteristigine gore
kullanmaktadir. Dolayisiyla bu farklilik evrimsel siirecler sonucunda popiilasyonlarin
degismesine neden olur. Ekolojik bir model olan kemostat modeli bu noktada devreye

girerek genotip ve besin maddesi iliskisinin ortaya ¢ikmasini saglar (49).

Kemostat sisteminde hiicre sayisi ve besin miktar1 iki temel degiskeni olusturur. Zamana
bagli olarak kiiltiirdeki hiicreler boliinerek ¢ogalirlar ve seyreltme oranina gore sayilar1 azalir
(51). Besin miktariysa eklenen yeni besin ¢ozeltisiyle artar, seyreltme orani ve hiicrelerin
besini tiiketmesi sonucunda besin miktar1 diiser. Boylelikle canlilarin evrimsel siire¢lerinde
yer etmis olan genetik siiriiklenme de sisteme dahil edilmis olur. Ornegin, seyreltme oranimnin
0,2 sa oldugu durumda canlinin genotipine bagimli olmaksizin sans eseri elenme oran1 %20

olacaktir (49).

dx _ S D

dt Imasx Ks +s x *
ds _p D X S
dt R Sy Gmax Ks+s
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Yukaridaki denklemlerde hiicre sayisinin zamana bagli olarak degisimi (dx/dt) ve substrat
yani besin miktarindaki degisim (ds/dt) gosterilmektedir. Kemostat sisteminde hiicre

sayisindaki artis maksimum biiylime orani (gmax) ve besin derisimine (S) baglidir. Fakat ayn1

zamanda seyreltme oranina (Dx) bagl olarak hiicre sayisi azalmaktadir. g,,qx ﬁ ifadesi
S

mikroorganizmanin Monod denklemine gore biiylimesini tanimlamaktadir. Ks hiicrelerin
besine olan afinitesini gosteren substrat spesifik sabitidir. Denklemin diger kismindaysa
kemostat ortamindaki besin miktarinin degisimi (ds/dt) gosterilmektedir. Bu kisimda ise
sisteme Dr oraninda yeni besin girmekte, Ds oraninda ise sistemden atilmaktadir. Y
parametresi ise besin maddesinin mol basma hiicre sayisindaki artis1 gostermektedir. Bu
dogrultuda Ks, Y ve Qmax parametreleri hiicrelerin evrimsel siireglerine etki eden
parametrelerdir. Diger bir deyisle, evrimsel siireclerde bu parametrelerdeki bir degisiklik

canlilarin uyum basarilarin etkileyecektir (48,49,52).

Kemostat deneyleriyle bugiine kadar birgok mikroorganizma diisiik besin stresine maruz
birakilarak sus gelistirme deneyleri yapilmistir (53). Model organizma olan E. coli {izerinde
yapilan bir kemostat deneyinde hiicrelere diisiik glikoz stresi uygulanarak n-biitanol
maddesine olan diren¢ arttirllmaya ¢alisilmistir (54). Nitekim 200 nesil sonunda
popiilasyonda bir¢ok faydali mutasyonun biriktigi ve bu mutasyonlar sayesinde hiicrelerin
n-biitanole karsi daha dayanikli hale geldikleri tespit edilmistir (54). S. cerevisiae’ler
tizerinde de benzer ¢alimalar yapilmistir. Bu deneylerde besin kisitlamasi yalnizca glikoz ile
yapilmamis ayn1 zamanda ksiloz, siilfat ve arabinoz gibi karbon kaynaklar1 da kullanilmigtir
(53). Bu galismalar genel itibariyle birkag hafta siirebildigi gibi aylarca da devam etmektedir.
Dolayisiyla kemostat sistemlerinde evrimsel siireclerin oldukca kisa zaman araliklarinda

gerceklesmesi s6z konusudur.

Sonug olarak kemostat modeli canlilarin evrimsel siireclerine dair kisa zamanda bir¢ok bilgi
vermektedir. Bu modelin -6rnegin seri aktarim metoduna kiyasla- daha kullanigli olmasinin
bir diger nedeni in silico olarak denklemlerinden yararlanilabilmesidir (49). Tipki yukarida
gosterildigi gibi canlinin biiylime orani ve besin miktarindaki degisimler denklemler
sayesinde hesaplanabilmektedir. Ayrica kemostat sisteminin Saccharomyces mayalari
tizerinde cokga test edilmeleri, bu dogrultuda Saccharomyces-kemostat iliskisine dair

giivenilir bilgiler vermistir. Bu nedenle kemostatin matematiksel yapisinin Saccharomyces
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mayalarinda kullanilmasi in silico olarak onlarin verimliligini etkileyen evrimsel siireclerin

aydinlatilmasini saglamaktadir (53).

2.6.  UYUM BASARISI VE ANALIZ YONTEMLERI

Uyum basaris1 (fitness) evrimsel biyolojide canlilarin ¢evreye ne kadar uyum sagladiginin
bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Ogul dol sayisi, biiylime orani, viicut biiyiikliigii vb.
parametreler Olgiilerek hedef canlinin var olan kosula uyum derecesi olgiilmektedir (55).
Ornegin popiilasyondaki bir grup canli diger iiyelere gore daha fazla yavru veriyorsa ya da
daha fazla biiylime oranina sahipse bu durum onlarin uyum basarilarinin daha yiiksek
oldugunu gosterir. Ayrica ilerleyen nesillerde uyum basaris1 yiiksek olan bu genotiplerin
frekansinin artacagi varsayilir (55). Boylelikle popiilasyon yapisi en uygun olan canlinin

genotipine gore sekillenecektir.

Biyoteknoloji alanindaki sus gelistirme ¢alismalar1 da hedef organizmalarin uyum basarisini
yiikseltmeye yonelik ¢alismalardir (30,56). Onceki paragraflarda belirtildigi gibi 1slah
arastirmalarinda verimi diisiik (Or; biliylime oram1 diisiik), endiistriyel Oneme sahip
mikroorganizmalar gesitli soy hatlariyla ¢aprazlanarak daha verimli hale getirilmistir (2,19).
Bu dogrultuda ogul nesil ve ebeveyn canlilarin uyum basarilarini dogru bir sekilde kiyaslama
admna farkli yaklagimlar gelistirilmistir (56). Yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisi
uyum basarisi i¢in bir vekil parametre belirlemektir (57). Ornegin nesil verme siiresi uzun
olan canlilarda viicut biiyiikliigli, kas orani gibi fizyolojik girdiler uyum basaris1 i¢in bir
gosterge olabilmektedir. Viicudu biiylik ve kasli olan canli muhtemelen es bulmada daha
sansli olacaktir. Bu dogrultuda daha fazla yavru olusturacaktir. Fakat gosterge olarak kabul
edilen fizyolojik etmenler uyum basarisini birebir, tam olarak 6l¢ememektedir (58). Sonucta
cinsel se¢ilim, genetik siirtiklenme vb. gibi diger evrimsel siirecler de uyum basarisinda
onemli roller oynamaktadir (55,56). Nesil verme siiresi daha kisa olan canlilar hedef
alindiginda (6r; mikroorganizmalar) ise vekil parametre belirlenebilecegi gibi farkli
yaklasimlar da kullanilabilmektedir. Ornegin biiyiime orani vekil olarak kullanildiginda
yaris halinde olan canlilarin bir zaman araliginda ne kadar birey olusturduklar1 hesaplanir
(59). Daha sonra hangi canli daha ¢ok tiremis ise ya da hangi canlinin biiyiime orani daha
fazla ise o canlinin uyum basaris1 daha yiiksek olarak kabul edilmektedir. Bu durumda
biiylime oranlar1 uyum basarisinin bir gdstergesi, bir vekili olarak kullanilmistir (58). Diger

bir yontemde ise yaris halinde olan iki canlinin birbirlerine gére goreli uyum basarilari
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hesaplanmaktadir (55). Bu yontemde uyum basarisi yaris halinde olan iki canlinin gen
frekansinin birbirlerine oranlanmasiyla bulunur. Yani eger bir grubun gen frekansi oransal
olarak digerinden fazlaysa o grubun uyum basarisinin daha yiiksek oldugu anlamina gelir

(58).

Gliniimiize kadar bir¢ok bilim insan1 canlilarin uyum basarilarin1 6lgmek adina ¢esitli deney
tasarimlari gelistirmistir (58). Ornegin, evrimsel biyoloji alaninda dnemli caligmalar yapmis
olan Richard Lenski deneylerinde kullandigi E. coli bakterilerinin uyum basarilarin
karsilastirmak i¢in mutasyona ugramis bakteri kiltiiri kullanmustir. E. coli bakterisinde
bulunan arabinoz (Ara) operonundaki mutasyona gore atasal ve evrimlesen bakterileri
birbirinden ayirt etmistir (60—62). Ciinkii Ara operonu mutasyona ugramis koloniler segici
medya iizerinde beyaz renkte olmaktayken, mutasyona ugramamis koloniler kirmizi renk
almaktadirlar. Boylelikle renk farkindan yararlanilarak hangi soy hattinin (atasal veya adapte
olan hatlar) daha fazla biiyiidiigiinii hesaplamistir (61). Boylelikle yaris halinde olan iki tiiriin
hangisinin daha fazla iiredigi ve dolayisiyla uyum basarisinin yiiksek oldugu farkl

renklerdeki kolonileri sayarak basit bir yontemle ortaya konmustur.

Doga temelli deneylerde cevre, kontrollii ve steril olmadigi i¢in Lenski ve ark.’nin
gelistirdigi diizenek verimli olmamaktadir. Bunun yani sira genetigi degistirilmis canlilarin
doga kosullarinda kullanilmasi hem yasal hem de etik olarak uygun goériilmemektedir (44).
Sonug olarak polimorfik gen bolgelerinin kullanim1 doga temelli deneylerde uyum basarisini

hesaplamak igin tercih edilmektedir (58).

Canli tiirler1 bircok popiilasyondan olusmaktadir ve her popiilasyonda genetik olarak
farkliliga sahip bireyler bulunmaktadir. Bu nedenle popiilasyonda farkliliga sahip olan,
notral gen bolgeleri hedeflenerek yaris halinde olan mikroorganizmalarin goéreli uyum
basarilart hesaplanmaktadir (58). Ornegin bir gen bolgesi igin iki farkli allel mevcut ise
karsilastirilacak olan mikroorganizmalar farkli allellerde segilerek gen bolgelerinin frekansi
uyum basarisini hesaplamak i¢in hedef alinir (58). Boylelikle uyum basarilar1 hedef gen
bolgelerinin kopya sayisinin oranina bakilarak hesaplanir. Ozellikle uyum basarisinin kesin
olarak hesaplanamayacagi durumlarda goreli basar1 6l¢iimiiyle hangi canlinin ¢evreye daha

uygun oldugu genel hatlariyla belirlenir.
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Gen bdlgelerinin kopya sayisinin ger¢ege en yakin olarak tespit edilmesi i¢in Q-PZR’den
yararlanilmistir (63). Q-PZR’de hedef gen bolgeleri farkli floresan boyalarla isaretlenerek
1s1ma miktarlarina bakilir. Hangi gen bolgesi daha fazla 1s1ma yapiyorsa o bolge daha ¢ok
sentezlenmistir. Bu yontemin en temel zorluklarindan birisi gen bdlgesinin sentez miktarinin
belli bir esik degeri gegmesinden sonra hesaplanabiliyor olmasidir. Bir baska deyisle diisiik
miktardaki gen sentezi tespit edilememektedir. Bu da Q-PZR yonteminin hassasiyetini
azaltmaktadir. Fakat teknolojinin gelismesiyle birlikte daha dogru ve kesin sonuglar veren
araglar gelistirilmistir. Dijital damlactk PZR (ddPZR) bunlardan birisidir (63). Normal
PZR’den farkli olarak ddPZR’sinde DNA molekiilleri (100-150 baz uzunlugundaki)
damlaciklarin igine hapsedilerek cogaltilirlar (64). Tipki Q-PZR’deki gibi gen pargalart
farkli boyalarla isaretlenirler ve her damlacikta meydana gelen PZR sirasinda meydana gelen
1s1ma Olgiilerek hedeflenen bolgenin ka¢ kopya oldugu gercege ¢ok yakin bir sekilde
bulunmaktadir (63,65).

Kisaca, 1slah c¢alismalarinda yapilan c¢aprazlanmalarin sonucu uyum basart analizi
yontemiyle hesaplanmaktadir. Mikroorganizmalar gibi hizli boéliinen canlilarda gen
frekanslar1 hedef alinarak goreli uyum basarilar1 Olclilmektedir. Dijital PZR gibi umut
vadeden teknolojilerin gelistirilmesiyle birlikte dogadaki canlilarin uyum basarilarinin

hesaplanmasi kolaylagmustir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Bu tez caligmasinda biyoteknolojik 1slah ¢aligsmalarinda 6neme sahip soy i¢i ve soylar arasi
{iremenin yapis1 ve S. paradoxus mayalar1 iizerindeki etkisi incelenecektir. Oncelikli olarak
soy i¢i iiremenin dogada neden yiiksek oranda tercih edildigi iizerinde durulacaktir. Ilk
olarak hiicrelerin kendi akrabalari tarafindan ¢evrili olduklar1 i¢in soy i¢i iireme yapmak
zorunda kaldiklar1 diisiiniilmektedir. Bu dogrultuda soylar arasi lireme analizi yapilarak
genetik farkliliga sahip iki S. paradoxus susu bir araya getirilmis ve dogal kosullara benzer
bir ortamda (teraryum) inkiibe edilmistir. Deneyin sonunda mikrosatellit bolgeleri hedef
alinarak suslarmn soylar arasi iireme yapip yapmadig belirlenmistir. Ikinci hipotezde gevresel
dalgalanmalarin soy i¢i ve soylar arasi iiremis canlilarin uyum basarilarii degistirdigi
varsayllmistir. Ozellikle soy ici iiremis canlilar halihazirda var olan duragan kosullara
uyarlandiysa duragan kosullarin, soy i¢i liremenin yararina olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu
hipotezi test etmek igin kemostat sisteminden denklemler kullanilarak matematiksel
modelleme yapilmistir. Maya popiilasyonun toplamda 3 genotipten var oldugu (homozigot
¢ekinik ve homozigot baskin ebeveynler, heterozigot ogul déller) sayilmis ve genotiplerden
heterozigot olanin soylar arasi tireme sonucu olustugu kabul edilmistir. Son olarak soy i¢i
ve soylar arasi lireme sonucu meydana gelen hiicrelerin uyum basarilarinin incelenmesi igin
yeni yontemler gelistirilebilecegi ongoriilmiistiir. Bu kisimda soy i¢i ve soylar arasi iireme
sonucu olusan hiicrelerin uyum basarilarini tespit etmek ve birbirleriyle karsilastirmak i¢in

S. paradoxus popiilasyonunda 16. kromozomunda bulunan sekiz gen bdlgesi arastirilmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Soylar arasi iiremeyi tespit etmek amaciyla eslesme analizi gerceklestirildi. Bu adimda
genetik olarak farkli yabani maya suslari teraryumda inkiibe edildi. Soylar arasi iireme
suslarin mikrosatellit uzunluklarina bakilarak incelendi. Bunun igin ebeveyn suslar
mikrosatellit uzunluklar1 bakimidan homozigot olacak sekilde se¢ildi (bir sus ¢ifti harig).
Fakat ebeveyn suslar homozigot olmalarina ragmen- farkli uzunlukta mikrosatellitlere
sahipti. Bu sayede soylar arasi iireme olmasi durumunda heterozigot yapida genotiplerin
meydana gelmesi tasarlanmis oldu. Diger hipotezde ¢evresel dalgalanmalarin popiilasyon
yapisini nasil etkiledigini incelemek i¢in basit diferansiyel denklemlerden olusan kemostat
modeli gelistirildi. Modelde diisiik ve yiiksek cevresel dalgalanmalarin genotip frekanslarini
nasil etkiledigi simiile edildi. Son hipotezde, uyum basar1 analizi i¢in bazi 6n ¢aligmalar
yapildi. Dogada yapilan deneylerde soylar arasi lireme ve soy i¢i lireme yapmis canlilari
ayirt etmek zor olmaktadir. Fakat popiilasyonda farkliliga sahip olan gen bolgeleri bu ayirma

islemi i¢in belirteg olarak kullanilabilir (Sekil 4.1.).

Hipotez 1 Hipotez 2 Hipotez 3

Eslesme Analizi * Matematiksel Modelleme ¢ Uyum Basarisi Analizi

Besin | Genetik belirteg belirleme |

“
Cevre [ \
Soylar arasi Soy i¢i Uremis

|

Diferansiyel denklemler

Multipleks PZR

I Kapiler jel elektroforezi I ddPZR ile géreli uyum basarisi
tespiti

Sekil 4.1. Test edilecek hipotezlerin akis diyagrami.
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4.1. MIKROORGANIZMA

Bu calismada kullanilan tiim S. paradoxus suslar1 Kuzey Almanya’nin Scheleswig-Holstein
bolgesinde bulunan Nehmten Ormani’ndan elde edilmistir. Izolasyon islemi S.paradoxus
mayalarinin dogal habitati olan mese agaclarindan 6rnekleme yapilarak tamamlanmistir. Bu

amagla yapilan iglemler su sekildedir:

e Oncelikle mese agaclarinin 1m ¢apindaki ¢evresinden mese yapraklari toplandi.

e Bu ornekler 50 ml’lik tiiplere aktarildi. Kurumus yapraklar tiipiin 5 ml seviyesine kadar
sikistirildi.

e Laboratuvarda her tiip yaklasik 20 ml steril su ile dolduruldu. 10 saniye siddetli bir
sekilde calkalandi.

e Daha sonra tiiplerden 200 pl 6rnek alinarak PIM1 agar yiizeyine yayildi (Cizelge 4.1.).

e  Agar yiizeyler kuruduktan sonra cam boncuklar ¢ikartildi ve petriler 30 °C de inkiibe
edildi.

e Koloniler goriiniir hale geldiginde 12 adet maya benzeri koloni YEPD agara aktarildi
(Cizelge 4.1.).

e  Bir giinliik inkiibasyondan sonra olusan koloniler %20’lik gliserol ¢ozeltisine konularak
-80 °C saklandi.

e Kolonilerin ger¢ekten maya olup olmadigini anlamak i¢in KAc agar (potasyum asetat
agar) kullanildi (Cizelge 4.1.). Bu agar mayalarda spor olusumuna neden olmaktadir.

e Elde edilen maya kolonilerinin hangisinin S. paradoxus tiiriine ait oldugunu belirlemek

iginse gen dizileme teknigi kullanildi (66).
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Cizelge 4.1. Calisma sirasinda kullanilan tiim besi yerlerinin kimyasal igerikleri.

PIM1 Besi Yeri igerigi YEPD Besi Yeri icerigi KAc Besi Yeri icerigi

3 g/l Maya ekstrakti 10 g/ Maya ekstrakti 2.2 g/l Maya ekstrakti

5 g/l Pepton 20 g/l Pepton 0.5 g/l dekstroz

10 g/l Siikroz 20 g/l Dekstroz 20 g/l potasyum asetat

3 g/l Malt ekstrakti 3 g/l Malt ekstrakti 870 mg/l temel aminoasitler
(COM)

25 g/l Agar 25 g/l Agar 25 g/l agar

54 ul/I Kloramfenikol
80ml/I Ethanol

2 M 2.6 ml/I HCI
4.2. ESLESME ANALIZIi

Denemelerin bu asamasinda, Soylar arasi liremenin Oniindeki engelleri kaldirmak igin

genetik olarak farkliliga sahip olan S. paradoxus suslari bir araya getirildi.

e Bu nedenle oncelikle dogal kosullar taklit etmeyi saglayan teraryum olusturuldu.

e Suglarin ilizerinde yasayacagi tiip ve filtreden olusan yapilar tasarlandi.

e Genetik olarak farkli 4 S. paradoxus susu teraryumda inkiibe edilmek i¢in kullanildi.

e 4 sus ikili grup haline getirildi. Boylelikle toplamda incelenecek iki sus ¢ifti olusturuldu
(Cizelge 4.2.).

e Hiicreleri aktif hale getirmek icin 4 sus YEPD agarin {lizerine yayildu.

e Hiicreler biiyilidiikten sonra 5 mI’lik YEPD s1v1 besi yerine alind1 ve burada hiicrelerin
gerekli oksijeni alabilmesi i¢in c¢alkalamali inkiibatorde 30 °C, 200 rpm’de bir giin
boyunca inkiibe edildi.

e QGenetik olarak farkli olan 2 sus esit hacimlerde karistirilarak sus ¢iftleri olusturuldu.
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Cizelge 4.2. Deneyde kullanilan S. paradoxus suslarinin genel 6zellikleri.

Organizma Bolge Ornekleme
zamani

5203 S. paradoxus Nehmten, Almanya

5213 S. paradoxus Nehmten, Almanya  Mart 1
5238 S. paradoxus Nehmten, Almanya  Mart 2
5212 S. paradoxus Nehmten, Almanya Mart 2

4.2.1. SUSLARIN TERARYUMDA iNKUBASYONU

Soylar arasi1 tiremenin dogal kosullara yakin bir ortamda gézlenmesi i¢in teraryum sistemi

kuruldu.

e Bu adimda sus birlesimleri pipet yardimiyla filtrelerin iizerine dokiildii.

o Filtreye koyulacak olan S. paradoxus sayis1 dikkat edilmesi gereken bir noktaydi ¢iinkii
doga kosullar1 belirli bir sayidaki hiicreyi desteklemektedir. Yapilan arastirmalara gore
bu saymin 100 ile 1000 hiicre arasinda oldugu bulunmustur (58). Bu nedenle ~660 hiicre
filtrelerin lizerine aktarildi.

e Hiicre sayisin1 uygun miktara getirmek i¢in (~660 hiicre inkiibe etmek i¢in) hiicre
ornekleri YEPD sivi1 kiiltiirtinden alind1.

e 12000 rpm’de 1 dakika boyuna santrifiij edildi. Supernatant kisim atildi ve pelletin
tizerine %0,9 NaCl c¢ozeltisi eklendi. Bdylelikle hiicreler YEPD kalintilarindan
temizlendi.

e Daha sonra tiipiin i¢ine konulan tuz ¢ozeltisi pellet ile karistirildi. Alinan 100 pl hiicre
soliisyonu seri seyreltme yoluyla 10’ den 10°e kadar seyreltildi.

e Bu dogrultuda uygun seyreltme oranindan (107) uygun hacimde (10 pl) érnek alarak
hiicre sayis1 ~660’a ayarlandi.

e Ayrica hiicre sayisin1 kontrol etmek icin pozitif kontrol de yapildi. Bu asamada ayni1
derisimde hiicre alinarak YEPD agara yayildi. Boylelikle filtredeki yaklagik hiicre sayist
bu sekilde tahmin edildi.
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Hiicre inkiibasyonu sirasinda oncelikle filtreler steril bir kaba yerlestirildi. Filtreler
hiicrelerin disar1 kagmasini engellerken kimyasal ve besin maddelerinin gegisine izin
verecek boyutta porlara sahipti. 10 pl hiicre ¢ozeltisi (~660 hiicre) pipet yardimiyla
filtrelerin lizerine dokiildii. Negatif kontrol i¢in ayn1 hacimde steril su konuldu. 15 dakika

filtrelerin kurumasi igin oda sicakliginda beklenildi.
Filtrenin dis yuzeyi

Delik tlip kapagi
Dis ylizey

15 ml 15 ml

Sus

kombinasyonlari
filtereye doékultr

15 dk hacre

slispansiyonun Filtre hiicre Tupin

kurumas: beklenir siispansiyonu tipiin kapagi
igine bakacak sekilde yavasga
yerlestirilir kapatilir

ic ylizey

Sekil 4.2. Filtrenin hiicre siispansiyonu ile inkiibasyonu ve tiipe yerlestirilmesi

Filtreler kuruduktan sonra plastik tiipiin st tarafina yerlestirildi. Fakat hiicrelerin
giivende kalmasi i¢in hiicre igeren filtre yiizeyi tiipiin igine bakacak sekilde gevrilerek
konuldu (Sekil 4.2.).

Plastik tiiptin kapaklar1 nester yardimiyla kesildi. Boylelikle kapaklarin tizerinde
filtrelerin gevreyle temas edebilecegi bir alan agildi

Tipiin kesik kapag1 yavasca kapatilarak filtre tiipe sabitlendi.

Daha sonra parafilm yardimiyla tiipiin kapagi iyice tiipe sabitlendi ve tiipiin sizdirmazligi
arttirild.

Teraryumu olusturmak igin S. paradoxus mayalarinin dogal habitati olan ormandan
toprak 6rnegi ve yaprak kuruntulari kullanildi. Toprak ve yapraklar behere yerlestirildi
ve plastik tiipler filtrenin toprak ile temas etmesi icin ters ¢evrilerek teraryumun igine

konuldu.
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Sekil 4.3. Deneyde kullanilan filtre, tiip tasarimi ve teraryumun gercek goriintiileri. (A) 0,2
um por ¢apina sahip polikarbon filtreler. (B) Nester ile ortasinda delik agilmis kapak ve 15
ml’lik plastik tiip. (C) Toprak ve yaprak kuruntulariyla olusturulmus teraryum sistemi.

e Teraryum plastik bir posetle kapatildi (Sekil 4.3.). iki giin araliklarla fisfis yardimiyla su
piskiirtiilerek teraryum nemlendirildi. Boylelikle, ormandaki nemli hava kosulu
olusturuldu.

e Deney sirasinca sus ciftleri ve negatif kontrol i¢in toplamda 16 adet tiip kullanildu.

e Her bir sus ¢ifti icin hem deneyin basinda hem de deneyin sonunda 6rnek alinmasini
saglayacak sekilde 6’sar tlip (li¢ii baslangicta, licli deney sonunda), negatif kontrol igin
4 (ikisi baslangigta, ikisi deney sonunda) adet -hiicre icermeyen filtreye sahip- tiip
kullanildi (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Deney siiresince kullanilan 6rnekler ve sayilari.

Sus ¢ifti 1 6
Sus cifti 2 6
Negatif kontrol 4

4.2.2. MIKROSATELLIT BIiLGISIYLE SOYLAR ARASI UREME TESPITi

Suslarin soylar arasi tireme yapip yapmadiklarini tespit etmek igin 5 lokusa ait mikrosatellit
bilgilerinden yararlanildi. Her bir sus hedeflenen 5 lokus i¢in tamamiyla homozigot 6zellik
gostermektedir fakat mikrosatellit uzunluklar1 birbirlerinden farkli olarak ayarlanmistir.
Diger bir deyisle farkli genotiptedirler. Ornegin suslardan birinin bir lokustaki tekrar
sayisinin 200 bp uzunluga sahip oldugu disiiniiliirse eslenik sus aynmi lokus icin farkli

uzunluga sahip olacaktir (6rnegin 232 bp). Bu tasarim sayesinde e8er soylar arasi lireme
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gerceklesirse heterozigot bireyler (200/232 uzunlugunda mikrosatellitler) olusacaktir
(bakiniz Boliim 2.3, Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Deney sirasinda kullanilan suslarin mikrosatellit bilgileri ve F1 nesli i¢in baz1
olas1 senaryolar. Sus ¢ifti 1’de suslarin mikrosatellit uzunluklar1 yalnizca iki lokus igin
farkliyken sus cifti 2 icin 5 lokus farklidir. Lokuslarin mikrosatellit bilgileri sirastyla
kromozom 16’ da ‘CTT’, kromozom 11°’de ‘TTG’, kromozom 4’te ‘TAA’ ve kromozom
15°de ‘CAA’ dizi tekrarindan olugsmaktadir.

5203 220/220 274/274 212/212 255/255 301/301
5213 223/223 274/274 212/212 261/261 301/301
5203-5213 220/223 274/274 212/212 255/261 301/301

(soylar arasi,F1)

5203-5213 (soy 5203 veya 5213 no’lu sus genotipi

ici,F1)

5203-5213 , ..

o) 5203 veya 5213 no’lu sus genotipi

5212 223/223 274/274 212/212 261/261 301/301
5238 220/220 280/280 208/208 255/255 292/292
5212-5238 220/223 274/280 208/212 255/261 292/301

(soylar arasi,F1)

5212-5238 (soy , o
ici,F1) 5212 veya 5238 no’lu sus genotipi

5212-5238
(mitoz)

5212 veya 5238 no’lu sus genotipi

4.2.3. SUSLARIN FILTREDEN iZOLASYONU

Sus ciftlerinin filtre lizerinde yasayabilmesi bu ¢aligmada 6nemli bir noktaydi. Bu yiizden
ilk adim olarak hiicreler filtre inkubasyonu i¢in hazir hale getirildi. Daha sonra sus ciftleri

filtrelerin lizerine aktarildi ve deney sonunda bu filtrelerden hiicreler izole edilmeye caligildi.

Teraryum deneyinin sonunda soylar arasi iireme olup olmadigin1 gérmek igin tiipler disari
cikarilarak filtreler alindi. Filtrelerdeki hiicreleri elde etmek igin filtreler deterjan ¢ozeltisi
olan %0,05’lik 1 ml Tween 20 ¢ozeltisiyle muamele edildi. Yaklasik 2 dakika boyunca
kuvvetli ¢alkalama islemi uygulandi. Tiiplerden 100 ul 6rnek alinarak PIM 1 besiyeri tizerine
aktarildi. Kolonilerin goériinlir hale gelmesi icin petriler 3 giin boyunca 30 °C’de inkiibe

edildi. Goriiniir hale gelen kolonilerden 6 adet segilerek soylar arasi lireme tespiti
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yapilmigtir. Incelenen kolonilerin mikrosatellit bilgilerini elde etmek igin &ncelikle

multipleks PZR daha sonra ise kilcal jel elektroforezi islemi uygulandi.

e Multipleks PZR i¢in 270 ul multipleks karisimi, 32,4 ul primer karigimi ve 237.6 pl
PZR suyu koyu bir mikrosantrifiij tiipiinde karigtirtlda.

e Olusturulan bu karisim 5ul’lik kisimlar halinde 96 kuyulu well-plate’e aktarildi.

e FElde edilen koloniler pipet yardimiyla soliisyonlarin igerisine konuldu. Pipetaj
yontemiyle iyice karistirildi.

e Her kuyuya 100ul’lik PZR-grade konularak 30 dakikalik inkiibasyon islemi
gerceklestirildi.

e Denaturasyon adimi igin yeni bir 96’lik well-plate alinarak 10 ul ROX/formamit
sollisyonu aktarildi.

e ROX/formamit karistmim hazirlanmasinda 1000 ul HiDi formamit ve 10 ul ROX-
500 kimyasallar1 karigtirildi ve 10 pl olacak sekilde kuyulara aktarildi.

e Kolonilerin bulundugu soliisyondan 1 pl’lik 6rnekler alinarak ROX/formamit
sollisyonu i¢eren kuyulara aktarildi.

e Well-plate plastik bir pargayla kapatilarak 30 saniye, 2000 rpm’de santrifiij edildi.

e Denaturasyon adimimi bitirmek igin, plate 90 °C’de 2 dak ve 20 °C’de 5 dak inkiibe
edildi.

e Bu adim tamamlanir tamamlanmaz plate buzun iizerine yerlestirildi. Daha sonra 4
°C’de saklandi.

e PZR adim bittikten sonra soliisyonlar kilcal jel elektroferezi aletine yiiklenerek bes

lokustaki mikrosatellit bilgileri elde edildi (66).

4.3. MATEMATIKSEL MODELLEME

Bu bdliimde cevresel dalgalanmalarin soy i¢i ve soylar arasi liremis bireyleri nasil etkiledigi
matematiksel modelleme ile belirlenmeye ¢alisildi. Modelleme yapilirken ti¢ temel ilke g6z
oniinde bulunduruldu. Ilk olarak sistemi etkileyebilecek cevresel parametreler tek bir
parametreye indirgenerek besin miktar1 g¢evresel dalgalanmanin temel gostergesi olarak
secildi. Clinkii besin miktar1 hem mikro habitat da gerekli dalgalanmay1 saglayacak bir
parametre hem de canlilarin biiylime oranint dogrudan etkileyebilecek bir degiskendi (67).

Diger bir nedense karmasik yapidaki abiyotik (sicaklik, nem, pH vb.) ve biyotik (diger
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mikroorganizmalar) etmenlerin hepsinin modele dahil edilmesinin ¢ok karmasik,
anlasilmast zor bir yapiya neden olmasidir (68). Besin miktarindaki dalgalanma siniis
fonksiyonuna eklemlendi. Boylelikle besin miktarindaki dalgalanmalar canlandirildi. Besin
dalgalanmasinin frekansi arttirilip azaltilarak besin stresi uyguland. Ikinci olarak mayalarin
uyum basarilarinin monogenik olarak aktarildig: varsayildi. Baska bir deyisle popiilasyonda
yalnizca bir dominant (6rnegin ‘A’) ve bir resesif allel (6rnegin ‘a’) oldugu kabul edildi.
Modeli olusturmak i¢in kemostat tekniginden yararlanildi. Daha sonra her bir genotipin
biiyiime karakteristigi Monod denklemine gore olusturuldu. Bu noktada soylar arasi tireme
sonucu olugsmus olan heterozigot bireyler homozigot genotiplerin ortalamasi olarak kabul
edildi (6r; biiyime orami iki ebeveynin arasinda yer aldi). Kullanilan parametreler

olusturulan senaryoya gore tercihen olusturuldu.
4.3.1. CEVRESEL SENARYOLAR

Dogada gevresel kosullar hizla degisim gosterebilmektedir. Ozellikle ¢evrede bulunan besin
miktar1 glin icerisinde dalgalanabilmektedir. Bu nedenle besin miktarindaki dalgalanma
cevresel dalgalanmalarin gostergesi olarak kabul edildi. Cevredeki dalgalanma siniis

fonksiyonu kullanilarak gosterildi (Sekil 4.4.).

Besin dalgalanma orani 10 Besin dalgalanma orani 5

Besin dalgalanmasi

Zaman Zaman

Sekil 4.4. Cevresel dalgalanmalar1 gosteren siniis grafikleri. (A) yiiksek cevresel
dalgalanmay1 gosterirken (B) daha diisiik dalgalanmay1 gdstermektedir. Bir baska deyisle
grafik (A)’da birim zamanda daha sik degisim olurken grafik (B)’de daha seyrek degisim
gerceklesmektedir.

Daha sonra yukardaki gibi ¢evresel dalgalanmalar1 yansitacak sekilde besin miktarindaki

dalgalanmay1 gosterecek bir esitlik olusturuldu.
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I(t) = E_min + 0.5*(1 + sin(W*t))*(E_maXx - £ min).........ccccevevevevveeeee v 1

Denklem 1°de I(t) zamana bagli besin miktarini yansitirken, E_min ¢evrede bulunan en
diisiik besin miktarini, E max ise en yiiksek besin miktarini gostermektedir. ‘w’ terimi ise
cevresel dalgalanma frekansini belirtmektedir. Denklemin yukaridaki sekilde kurulmasinin
temel nedeni normal siniis fonksiyonunun model i¢in uygun hale getirilmek istenmesidir.
Ormnegin, bu denklemde siniis fonksiyonun bir eklendikten sonra 0,5 ile ¢arpilmasi, siniis
fonksiyonunun 0 ve 1 arasinda pozitif degerlerde salinim yapmasini saglamistir. E_ min ve
E max degerlerinin de eklenmesiyle siniis fonksiyonunun minimum ve maksimum degerler

arasinda dalgalanmasi saglandi.
4.3.2. GENOTIPLERIN CEVREYLE ETKILESIMLERI

Popiilasyonu olusturan genotiplerin ¢evresel dalgalanmalardan nasil etkilendigi tespit etmek
icin kemostat modeli kullanildi. Bu dogrultuda genotiplerin c¢evredeki besinleri kendi

biiyiime Ozelliklerine gore tiikettigi varsayildi (Sekil 4.5.).

® G
gaa
9aa G a Y.,

Ysa
94aa

Yaa

Cevre

Sekil 4.5. Genotiplerin ¢evreye gelen besinin kendi biiylime oranlarina (g) ve popiilasyon
yogunluklarina (Y) gore tiikketimini gosteren sema. Besin akis1 basladiginda her genotip
kendi bliylime 6zelligine gore besinden yararlanir ve soyunu devam ettirmeye calisir. Fakat
bu modelde heterozigot (‘Aa’) olan genotipler iki homozigot bireyin ortalamasidir.

E:I(t)_gAA(E)*YAA_gAa(E)*YAa_gaa(E)*Yaa ..................................... 2

Bu denklem (denklem 2) I(t) ¢evreye gelen besin miktarini gosterirken maksimum biiyiime

orani (g(E)) ve popiilasyon yogunlugu (Y) carpimi tiiketilen besin miktarin1 ifade
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etmektedir. E simgesi ise gevredeki besin miktar1 degisimini gdstermektedir. Buna gore
cevreye olan besin girisi (I(t)) besin miktarmin artmasinda pozitif etkiye sahip oldugu i¢in
‘+’, besin azalmasina neden olan genotiplerin isaretleri ‘-> olarak ifade edilerek gevredeki

besin miktar1 degisimi gosterilmistir.
4.3.3. GENOTIPLERIN BUYUME OZELLIKLERI

Genotiplerin biiyiime 6zellikleri Monod denklemi kullanilarak olusturuldu. Monod denklemi
popiilasyonlarin biiylime egrilerini ¢ikartmak i¢in siklikla kullanilan bir denklemdir. Bu
denkleme gore ¢evredeki besin miktar1 sonsuz derecede arttirilsa bile canlilarin maksimum
biiyiime oran1 bir noktadan sonra sabitlenmektedir. Biiylime oranlar1 her bir genotipe 6zgii
oldugu i¢in kimi genotipler diisiik besin seviyesinde daha ¢ok biiyiiyebilirken kimisi de
yiiksek orandaki besin derisimine uyum saglamislardir (Sekil 4.6.).

40
35 1 /
30

7

25 1

20 1

15 A1

10 A1

g (bitylime orani)

0.5 1

0.0 1

{E8E8

0 20 40 60 80 100
S (besin derisimi)

Sekil 4.6. Ug farkli genotipin bilyiime ozelligine gore cizilmis bilyiime oran1 ve besin
derisimi grafigi. Besin miktarinin fazla oldugu yerlerde (6rnegin 60 birim/hacim) her genotip
maksimum biiylime orani ile biiyiime gostermektedir. Fakat ortamdaki besin miktar
azaldik¢a biiylime oranlar1 degismektedir. Bu noktada besine kars1 reaksiyonu en hizli olan
(en diisiik Ks) daha avantajli duruma gegmektedir (‘aa’ genotipinin biiyiimesi diisiik besin
derisiminde 6rnegin 10 birim/hacim de en yiiksektir). Bu dogrultuda genotipler biiyiime
orant ve substrat spesifik sabiti arasindaki iliskiye gore popiilasyonda var olma savasi
vermektedir.

Monod denklemi asagida gosterilmektedir:

S

g = gmaxm
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‘g’ spesifik biiyiime orani, ‘gmax’ maksimum biiyiime oran1 ve ‘S’ (bu calismada E olarak
gosterilmistir) iSe maksimum biiylime oraninin yarisinin oldugu besin derisim noktasini
gostermektedir. Monod denklemi her bir genotipin biiyiime oranini hesaplamak igin

kullanilmustir.

Asagidaki denklemlerde (denklem 3,4 ve 5) esitligin sol tarafindaki deger her bir genotipin
frekansinin biiylime orani1 (g), 6liim orani (d) ve popiilasyon yogunluguna (Y) gbre zaman

icindeki degisimini vermektedir.

YAA = gAA(E) * YAA - d * YAA ........................................................................ 3
Ya=gAa(E)*Y:4a_d*YAa ........................................................................ 4
Yaa = 9aa(E) * Yau — A % Y g 5

Cizelge 4.5. Matematiksel modeli kurmak i¢in kullanilan parametre degerleri.

Maksimum  biiyiime | Substrat spesifik sabiti | Oliim orani (d) Baslangic  popiilasyon
oran (g {Ks) yogunluklan {Y)

AA (homozigot baskm)  0.100 0.01 0.075
Aa (heterozigot) 0.125 0.10 0.075 0.1
Aa (homozigot ¢ekinik)  0.150 0.15 0.075 0.1

44. UYUM BASARISI ANALIZI

Soylar arasi ve soy i¢i lireme ile olusmus bireylerin goreli uyum basarilarini karsilastirmak
icin uygun gen bolgeleri test edildi. Clinkii doga temelli yiiriitiilen deneylerde inkiibe edilen
mikroorganizmalarin birbirinden ayirt edilebilmesi laboratuvar deneylerinden daha farkli
olmaktadir (69). Bu nedenle gevreye zarart dokunmayacak sekilde deneylerin tasarlanmasi
gerekmektedir. Dolayisiyla herhangi bir gen manipiilasyonu yapmadan g¢esitli gen

bolgelerinin belirteg olarak kullanilmasi uyum basari analizi igin 6nem arz etmektedir (58).
Genetik belirte¢ bulmak i¢in uygulanan bu yontem iki parg¢ada 6zetlenebilir:

A) Hedef gen bolgelerinin in silico olarak yeterli ¢esitlilige (polimorfizme) sahip olup

olmadigini incelemek,
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B) Gen bolgelerini laboratuvarda bulunan S. paradoxus suslari lizerinde test etmek ve

uygun suslar1 uyum basar1 analizine dahil etmektir.
Bu dogrultuda asagidaki yollar izlenmistir.

e Oncelikle daha énceden NCBI veri tabani kullanilarak S.paradoxus mayasinda 16.
kromozom {izerindeki 10 kb’lik parcalara bakilarak olast SNP (indel, nokta
mutasyonu vb.) igeren bolgeler secildi.

e Daha sonra hedeflenen bu bolgeler NCBI-blastx programi yardimiyla incelendi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?LINK_LOC=blasthome&PAGE_TYPE=B
lastSearch&PROGRAM=blastx). Blastx programi sayesinde gen bdlgelerinin
herhangi bir protein kodlayip kodlamadigi tespit edildi. Incelenen gen bolgesi Snemli
bir protein kodladig1 takdirde elendi. Ciinkii protein kodlayan bélgeler canlinin uyum
basarisini etkileyen bir 6zellige sahip olabilir.

e Daha sonra elemeyi gegen gen  bolgeleri SGRP  veri  seti
(http://www.moseslab.csh.utoronto.ca/sgrp/blast_original/)kullanilarak S.paradoxus
Avrupa popiilasyonu ile karsilagtirildi. Litti ve ark. Sagladigi bu veri seti S.
paradoxus’larin Avrupa popiilasyonunda var olan gen dizilimlerini gostermekteydi
(70). Boylelikle gen bolgesinin Avrupa popiilasyonunda yeteri kadar farkliliga (SNP,
silinme, eklenme vb) sahip olup olmadig: in slico olarak tespit edildi. En az iki
haplotip (polimorfizm) tespit edildigi takdirde gen bolgesi ileriki asamaya alindi.
Ciinkii polimorfik bdlgenin birisi homozigot ebeveynde digeri ise heterozigot ogul
dolde yer almaliydi. Boylelikle her iki hiicre tipi birbirinden ayirt edilebilecekti.

e Gen bolgelerinin laboratuvardaki S. paradoxus suslarinda da polimorfizme sahip
olup olmadigini bulmak igin alt1 genetik olarak farkli S. paradoxus susu (Nehmten,
Almanya bolgesinden izole edilmis) incelendi. Alt1 adet susun incelenmesinin nedeni
S. paradoxus popiilasyonun genetik ¢esitliligini ortaya koymakti. Bu sayede
polimorfik bolgeler popiilasyon genelinde incelendi.

e Elemeyi gecen gen bolgeleri alt1 S. paradoxus susunda primer tasarlanarak ¢ogaltildi.
Primer tasariminda Primer3 2.4.2 programi kullanildi (71). Tasarlanan primerlerin
calisip calismadigi jel elektroferizi ile kontrol edildi. Daha sonra alti farkli S.
paradoxus susundan elde edilen gen bolgeleri Sanger dizileme yoOntemiyle

karsilastirildi.
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Sanger dizileme metodunda 2,5 ul PZR iiriinii 0,5 pl Shrimp Alkalin Fosfotaz ve 0,5
ul Ekzoniileaz 1 ¢ozeltisiyle muamele edildi. Boylelikle PZR {iriinii arta kalmig
primer ve dNTP’lerden temizlendi.

Daha sonra ¢ozelti 37 °C ’de 5 dakika ve 80 °C’de 10 dakika boyunca bekletildi.
Inkiibasyon siireci bittiginde sekans PZR’si yapmak iizere 1 pl &rnek 6 pl su, 2 pl
SB ¢ozeltisi, 0,5 ul Big Dye ve 0,5 ul sekanslama primeriyle karistirildi.

Sekans PZR’si isleminde ilk denatiirasyon islemi 96 °C’de 1 dk daha sonra 25 dongii
igerisinde 95 °C’de 10 dk denatiirasyon, 55 °C’de 15 dk baglanma ve 60 °C’de 4 dk
uzama islemi uygulandi.

Elde edilen PZR ornekleri dizilemeden 6nce saflastirma islemine tabi tutuldu. Bunun
icin 10 pl’lik PZR firiiniine karsilik 47 ul SAM ve 10 pl X Terminator ¢dzeltisi
eklendi.

96’lik well-plate kuyucuklarinda bulunan ornekler tizerleri kapatilarak 30 dk 2000
rpm’de c¢alkalandilar ve son olarak 1200 rpm’de 2 dk santrifiij edilerek dizileme i¢in
hazir hale getirildiler (66).

Dizileme isleminden sonra gen bolgeleri Geneious 2019.0.4 programi kullanilarak
goriintlilendi. Boylelikle suslarda hedeflenen gen bolgesinin yeteri kadar farkliliga
sahip olup olmadig1 belirlenmis oldu.

Bu adimdan sonra dijital damlacik PZR’si igin gen bélgesinin uygunlugu BioRad™
firmasinin kullanim kilavuzuna gore arastirildi. Uygun prob tasarimi i¢in ilgili gen
bolgesinin GC igeriginin %30-80 arasinda olmasi, 30 niikleotidden kisa olmasi, 5’

ucunda guanin bazinin olmamasi vb. gibi kurallar géz 6niine alind1 (72).
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5. ARASTIRMA BULGULARI

Max Planck Enstitiisii Evrimsel Biyoloji Boliimiinde yapilan bu c¢alismada {i¢ hipotez test

edilerek soy i¢i tiremeye olan egilim arastirildi.

A) Ik olarak soylar aras1 iiremenin sus ¢iftleri arasinda gerceklesip gerceklesmedigi test
edildi. Bu baglamda teraryum deneyi yiiriitiildii. Mikrosatellit bélgeleri incelenerek
genetik olarak farkli olan suslarin eslesme analizi gergeklestirildi.

B) Matematiksel modellemede kemostat teknigindeki denklemler kullanilarak ¢evresel
dalgalanmalarin popiilasyonun yapisini nasil etkiledigi test edildi.

C) Uyum basar1 analizi i¢in soylar arasi ve soy i¢i ireme yapmis canlilarin

birbirlerinden ayirt edilmesini saglayacak genetik belirtegler belirlenmeye ¢alisildi.
5.1. ESLESME ANALIZIi

Soylar arasi iremeyi gozlemlemek igin bir araya getirilen sus ciftlerinin mikrosatellit
bilgileri incelendi. Toplamda 5 lokusun mikrosatellit yapisi karsilastirildi (Cizelge 4.4.). Bu
bilgilere gore her iki sus ¢iftinin olusturdugu karisimda yalnizca homozigot genotipler
(ebeveynlerin genotipleriyle ayni olan) gézlendi. 5203-5213 ciftinde deney baslangicinda 1
koloni 5203 nolu susla ayni genotipi sergilerken 2 koloni ise 5213 nolu sus ile aym
yapidaydi. Deneyin sonunda genotipler tekrar incelendiginde 1 koloninin 5203, 3 koloninin
ise 5213 nolu susla ayn1 yapida oldugu goriildii. Bunlarin haricinde herhangi bir farkli
genotip gdzlenmedi (Sekil 5.1.). Ikinci sus ciftinde de benzer sonuglar alindi. Deneyin
baslangicinda 4 koloni 5238 susuyla, 2 koloni ise 5212 susuyla ayni genotipi gosterdi.
Deneyin sonunda (iki hafta sonunda) da aymi dagilim gozlendi (Sekil 5.1.). Negatif
kontrollerde beklendigi ilizere deneyin sonunda ve basinda herhangi bir koloni olusumu
gozlemlenmedi. Bu sonuglar soylar arasi tiremenin ger¢eklesmedigini gosterse de

tartisilmasi gereken bazi noktalar vardir.
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5203-5213 sus cifti genotip sonuglari
3
S
5
S 1
¥ I
O T T T T T
5203-0.giin 5213-0.giin 5203-14.giin 5213-14.giin
Kolonilerin genotip dagilimi
5212-5238 sus cifti genotip sonuglari
4
_ 3
= 2
(@)
)
4
1
0

5238-0.glin 5212-0.glin 5238-14.glin 5212-14.glin
Kolonilerin genotip dagilimi

Sekil 5.1. Eslesme analizi sonuglari. ‘x’ ekseni kolonilerin hangi susla ayn1 genotipe sahip
oldugunu gosterirken ‘y’ ekseni ise ka¢ tane koloninin hangi susa ait oldugunu
gostermektedir. Ornegin, deneyin 14. giiniinde 5212-5238 sus ¢iftinden alinan 6 koloni
orneginden 4’1 5238 nolu susla ayn1 genotipe sahipken 2’si 5212 nolu susla ayn1 genotipe
sahiptir. Sonuglara genel olarak bakildiginda ise soylar arasi iremeye isaret edebilecek yeni
bir genotip yapisinin ortaya ¢ikmadigini géstermektedir.
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52. MATEMATIKSEL MODELLEME

Matematiksel modellemeyle cevresel dalgalanmalarin soylar arast ve soy i¢i liremeyle
olusmus olan canlilar tzerindeki etkisi test edildi. Alinan sonuglara gore cevresel
dalgalanmanin diisiik oldugu durumda yalnizca bir homozigot genotipin (AA) hayatta
kaldig1 diger genotiplerin yok oldugu gozlendi (Sekil 5.2a.). Diger taraftan gevresel
dalgalanma arttik¢a popiilasyon yapisinin degistigi ve iki soy i¢i genotipin bir arada hayatta
kaldig1 gozlendi (Sekil 5.2b.). Bu sonug gevresel dalgalanmadaki degisimin popiilasyonun
yapisini degistirebilecegini gostermistir. Fakat ¢evresel dalgalanmadaki artis beklendigi gibi
soylar arasi liremeyle tiireyen genotipin (heterozigot) frekansinda artisa neden olmamustir.

Aksine her iki ¢evresel senaryoda (diisiik ve yiiksek gevresel dalgalanma) heterozigot

bireyler popiilasyondan silinmistir.
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Sekil 5.2. iki cevresel senaryonun popiilasyon iizerindeki etkisi. (a) diisiik cevresel
dalgalanma. (b) yiiksek c¢evresel dalgalanma. ‘Env’ cevredeki degisim, ‘AA’ ve ‘aa’
homozigot soy i¢i iiremis canlilarin genotipi, ‘Aa’ soylar arasi lireme sonucu iiremis
canlilarin genotipi. Tiim genotipler baslangigta esit frekanstalar ve deney boyunca 6liim
oranlar1 birbirlerine esit ve sabit. Diisiik besin dalgalanmasinda sadece ‘AA’ genotipi
(turuncu renkle gosterilen) hayatta kalirken diger genotipler yok olmaktadir. Dalgalanma
orani arttirilinca popiilasyon yapist degiserek iki homozigot genotip (‘AA’ ve ‘aa’) hayatta
kalmaya baslamaktadir. Her iki senaryoda soylar arasi iiremeyle olusan heterozigot genotip
yok olmaktadir.
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5.3.  UYUM BASARISI ANALIZi

Soy i¢i ve soylar arasi liremis S. paradoxus mayalarinin uyum basarilarini karsilagtirmak
icin genetik belirteg bulunmaya ¢alisildi. Bu dogrultuda S. paradoxus’larin 16.
kromozomunda bulunan sekiz gen bolgesi incelendi. Sonug olarak genetik belirteg olarak

kullanilabilecek herhangi bir gen dizisi bulunamadi (Cizelge 5.1.).

Gen bolgelerinin belirteg olarak kullanilabilmesi igin birgok o6zelligi barindirmasi
gerekiyordu. Bu ozellikler incelenen gen bdlgesinin popiilasyonda yeteri kadar ¢esitlilige
sahip olmasi1 ve yapilacak olan PZR’ler i¢in uygun olmasiydi. Gen bolgesindeki ¢esitlilik
gerek su ana kadar olusturulmus veri setleri kullanarak gerek dogadan izole edilmis farkli S.
paradoxus maya suslariin Sanger dizisiyle arastirilmistir. PZR iginse gen bdlgesinin
uzunlugu, GC igerigi vb. ozellikleri goz oniinde bulundurularak ilgili bélgenin gogaltilip

cogaltilamayacagi kararlastirilmistir.

Toplamda sekiz adet gen bolgesi incelenerek iglerinden uygun bir genetik belirteg
bulunmaya ¢alisild1 (Sekil 5.1. ve Ek 2). Siirecin ilk adiminda sekiz aday bolgeden altisi
mayalarin uyum basarisini etkileyebilecek protein kodladig: i¢in elendi. G bolgesi ATP-
bagimli helikaz, H bdlgesi hiicre Olimiinde gorevli bir protein, J bdlgesi gliserol
metabolizmasinda gorevli protein, K bolgesi NADH kinaz, L bolgesi tRNA ligaz, M bolgesi
DNA hasar tepkisi veren kinaz proteini kodladiklar1 ve dolayisiyla uyum basarisina etkileri
olabilecegi i¢in diger adimlarda incelemeye alinmadi. Geriye kalan iki gen bdlgesi SGRP
veri setinde incelenerek bu gen bdlgelerinin polimorfik olup olmadiklari belirlendi. Bu islem
sonucunda her iki sekans testi gecti. Yani ilgili gen bolgelerinin veri setinde polimorfik
olduklar1 gozlemlendi. Daha sonra laboratuvarda Almanya, Nehmten bolgesinden izole
edilmis olan S. paradoxus’larin ger¢ekte olan polimorfizmini gozlemlemek igin diger
adimlara geg¢ildi. Geriye kalan iki bolgeden birisi primer tasarimima uygun olmadigi igin
elendi. Bolgeyi ¢ogaltmak igin tasarlanan primerler primer dimerine neden oluyordu. Primer
tasariminin Onem arz etmesinin nedeni hedeflenen gen bolgesinin incelenen alti S.
paradoxus susunda dogru bir sekilde sentezlenebilmesiydi. Geriye kalan son bolgeyle son
adima kadar gidilebilse de bu noktada ddPZR i¢in prob tasarimina uygun olmamasi (probun

oldugu kismi1 sentezleyecek olan primerin bulunamamasi) siireci sonlandirdi.
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Cizelge 5.1. Uygun gen belirteglerinin bulunmasi igin gergeklestirilen islemler. S. paradoxus
mayalarinin 16. kromozomunda toplamda sekiz bolge arastirllmis ve bu bdlgelerin
uygunlugu denetlenmistir (EK 2). Alt1 gen bolgesi ilk asamada hiicrelerin uyum basarisini
etkileyebilecegi diisiiniilerek elenmistir. Geriye kalan iki gen bolgesinden birisi primer
tasarlamaya olanak vermedigi icin tiglincii adimda elenmistir. Diger gen bolgesi her ne kadar
son asamaya kadar gelse de dijital damlacik PZR’si i¢in kullanilamayacag tespit edilmistir.

Kromozom | Baz Protein Populasyon 6 S.paradoxus ddPZR i¢in uygun mu?
bolgesi arahigi kodluyor mu? | icersinde susu i¢in primer ini

polimorfizm tasarlanabiliyor sanger dizileme

var mi? mu? ile inceleme.

Yeterli gesitlilik
mevcut mu?

Adim 4
Krm16 (G)

6727

Krm16 (H)  13650-

. .
Krm16 (1) 21616- Evet, ama Evet, SNP ve
22807 bilinmeyen delesyon

islev

Krm16 (J)  184791-
187174

Krm16 (K)  176721-
179088

Krm16 (L)  230834-
232017

Krm16 (M) 247844-
250215

Krm16 (N) 254431- | Evet, ama Evet, SNP
256808  bilinmeyen
islev

Sonug olarak, toplamda incelenen sekiz aday bolgeden herhangi bir uygun belirte¢

bulunamadi.
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Soylar arasi ve soy i¢i iireme canlilarin evrimsel siireglerini etkileyen ve biyoteknoloji
alaninda genetik 1slah ¢alismalarinda 6nemli yere sahip olan eseyli tireme tiplerindendir.
Bugiine kadar bir¢ok ¢alisma bu iki {ireme tipinin canlilarin uyum basarisi tizerindeki
etkisini arastirmistir (13,73,74). Gelinen son noktada ise laboratuvar temelli yaklagimlar
soylar aras1 iiremeyi daha faydali gosterirken, popililasyon genetigi ¢alismalarinda
halihazirda soy igi tiremenin siklikla tercih edildigini gostermistir (19,37). Bu ¢alismada
gerek matematiksel, gerek eslesme analizinden alinan sonuglarda soylar i¢i iiremenin

popiilasyonda yaygin olduguna dair 6n bilgiler edinilmistir.
6.1.1. ESLESME ANALIZI

Soylar arasi tiremenin canlilarin hem hayatta kalma basarisin1 hem de verimliligini (daha
fazla alkol iiretimi, enzim sentezi vb.) arttirdigi konusunda literatiirde bir¢cok c¢alisma
bulunmaktadir (17,19). Fakat dogada birgok canli tiiriinde (bitkiler, 6riimcekler, mayalar vb.)
soy i¢i tireme orani oldukca yiiksek oranda seyretmektedir (37,75). Bu noktada iireme
tiplerinin popiilasyonlara -eger varsa- ne gibi bir katkis1 oldugu veya ne gibi durumlarin soy
i¢l iremeyi arttirdiginin 6grenilmesi canlilar iizerinde yapilan 1slah c¢aligmalarina katki
saglayacaktir (2). Bu dogrultuda dogadaki soy igi liremeye olan yatkinligi ¢ozmek i¢in

eslesme analizi yapilmstir.

Soylar arasi tiremenin canlilarin uyum basarilarini arttirmada 6nemli etkisi vardir (13). Fakat
dogada popiilasyonlar abiyotik ve biyotik bircok etmene maruz kalmaktadir. Bu nedenle
canlilar var olduklar1 kosullara gore hareket etmektedirler. Ornegin, eger canlilar kendi
soydaslariyla bir arada yasiyor ve genetik olarak uzak esler bulamiyorlarsa tek sans olarak
soy i¢i liremeye yonelebilmektedirler (21). Nitekim bu g¢alismadaki bir hipotezde soy igi
tiremenin yiiksek oranda seyretmesi bu goriise dayandirilmistir. Diger taraftan bazi
calismalar genetik olarak uzak, farkli tiir veya sustaki yabani mayalarin birbirlerine ¢ok
yakin (1 cm?’lik alanda) mesafelerde yasayabildiklerini 6ne siirmiistiir (15). Fakat bu durum

S. paradoxus’larin yasadigi bolgeler arasinda degisiklik gosterebilir (15).
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Sus karigimlarini doga benzeri ortamda (teraryum) inkiibe edebilmek i¢in polikarbon
yapidaki 0,2 pm por ¢apina sahip filtreler kullanilmistir. Bu filtrelerin temel amaci hiicrelere
tutunacak bir ylizey saglamak ve porlu yapi1 sayesinde hiicrelerin disariyla olan besin ve gaz
aligverisini diizgiin bir sekilde gercgeklestirmekti (76). 0,2 um por ¢apina sahip filtrelerin
kullanilmasi ortalama olarak 5-10 um olan S. paradoxus mayalarinin dis ortama kagmasini
engellemistir (77). Boylelikle inkiibasyon siiresince sus karisimlari tiiplin i¢ tarafinda
giivenli bir sekilde tutulmustur. Bundan 6nceki bir ¢alismada polikarbon filtreler yerine gay
poseti kullanilarak hiicre inkiibasyonu saglanmistir (58). Cay posetinin igine yaprak
stipriintiileri konularak hiicreler bu siipriintiilerin tizerine aktarilmistir. Fakat ¢ay posetlerinin
deney siiresince kolaylikla kaybolmasi, posetin i¢ine konulan yaprak siipriintiilerinin steril
olmamasi ve posetlerin ¢cevresel etmenler nedeniyle tahrip olmasi deneylerin kurulmasini ve
yonetilmesini zorlagtirmistir (58,78). Bu nedenle doga temelli deneylerde polikarbon
filtrelerin kurulumunun ve yonetiminin daha kolay olacag: diistiniilmiistiir. Nitekim gerek
filtrelerin tiipe kolaylikla entegre edilmesi, gerek steril bir ortam saglamasi ve tiip-filtre
tasariminin rahat bir sekilde tasinarak ilgili yere aktarilmasi deney siirecini olumlu yonde
etkilemistir. Yalniz filtre tasariminda gelistirilmesi gereken bazi noktalar vardir. Oncelikle,
filtreden hiicre izolasyonunda verimlilik yaklasik %38 olarak hesaplanmistir. Yani 100 hiicre
inkiibe edilen filtreden ortalama olarak 38 hiicre alinabilmektedir. Bu oran iireme tespiti igin
(eslesme analizi) kabul edilebilir olmasina ragmen (¢iinkii 6nemli olan soylar aras1 iiremenin
niceliksel olarak dl¢iilmesidir; diger bir deyisle soylar arasi tireme var m1 yok mu durumunun
gbzlenmesi) bu oranin arttirilmasi istatiksel agidan daha dogru verilerin elde edilmesini
saglayacaktir (66). Ikinci olarak, filtre-hiicre iliskisinin ilerleyen ¢alismalarda daha detayli
incelenmesi gerekmektedir. Her ne kadar bu filtreler hiicre biyolojisi ¢alismalarinda siklikla
kullanilsa da iireme tespiti ve uyum basar1 analizlerinde maya hiicrelerinin davraniglarin
etkileyebilir (79). Ornegin, hiicreler filtreyle siki1 bir sekilde bag yapip izolasyon

verimliligini azaltabilir veya hareket kabiliyetlerini kisitlayabilir.

Dogay1 taklit etmek amaciyla S. paradoxus’larin dogal habitatlarinda bulunan yaprak
stirplintiileri ve toprak 6rnegiyle teraryum diizenegi hazirlandi. Fakat bu diizenek iki haftalik
inkiibasyon sirasinca laboratuvar kosullarinda tutuldu. Bilindigi tizere laboratuvar ortami
sicaklik, nem vb. etmenler bakimindan sabit bir yapiya sahiptir. Dogada sicaklik giin
igerisinde degisimler gosterebilir veya hava durumuna bagli olarak nem miktarinda

dalgalanmalar olmaktadir (15). Fakat laboratuvar ortaminda sicaklik yaklasik olarak 20
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°C’de sabit tutulmaktadir (80). S. paradoxus mayalarinin hayat dongiilerine bakildiginda
stresli, uygunsuz kosullarin soylar arasi liremeyi arttirdigi goriilmektedir (15). Diger bir
deyisle cevresel etmenler iireme tiplerinin belirlenmesinde dolayli ya da dogrudan rol
oynamaktadir (46). Bu nedenle, suslar laboratuvar ortaminda inkiibe edildigi igin
(teraryumda) yeteri kadar ¢evresel strese maruz kalmadiklarindan soylar arasi ve soy igi

tiremeyi tercih etmeyip mitoz boliinmeyle ¢ogalmis olabilirler.

Diger bir 6nemli noktaysa deney siiresidir. Hiicreler teraryumda 14 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Laboratuvar ortaminda yapilan ¢alismalarda S. paradoxus’larin iki giin igerisinde
tetrad olusturduklart ve dolayisiyla soylar arasi iireme yapmaya hazir hale geldikleri
bilinmektedir (58). Fakat su anki mevcut bilgi dahilinde dogada bu siirenin ne kadar oldugu
bilinmemektedir (81). Bu dogrultuda dogada soylar arasi ftiremenin laboratuvar
kosullarindan daha uzun siirecegi diisiiniilerek deney siiresi 14 giin olarak kurgulanmistir.
Yine de deney siiresinin uzatilmasi soylar arasi liremeye dair daha genis bilgiler sunacaktir
(50).

Mikrosatellit bolgelerinin incelenmesi i¢in filtrelerden 6 koloni izole edildi. Bu nedenle
istatistiki olarak dogru bir sonu¢ almak i¢in soylar arasi iremenin en azindan 1/6 oraninda
gerceklemesi gerekmektedir. Diger bir deyisle alti koloniden en az birinde soylar arasi iireme
meydana gelmelidir. Aksi takdirde (1/6’dan diisiikk oranda) gelistirilen deneysel diizenekle

soylar arasi tireme tespiti zorlagacaktir.

Son olarak ileriki ¢aligmalarda deney diizenegini gelistirilerek mayalarin mitoz, soy ici
lireme ve soylar arasi lireme oranlari tespit edilebilir. Kullanilan bu tasarimda mitoz boliinme
ve soy i¢i lireme birbirinden ayirt edilememektedir. Ciinkii her iki durumda ayni genotipler
olusmaktadir. Fakat tasarimda yapilacak bir degisiklik bu ayrimi yapmaya olanak
saglayacaktir. Ornegin, homozigot sus karisimlar1 kullanmak yerine baslangi¢ popiilasyonu
heterozigot bireylerden olusturulabilir ve yine ¢esitli mikrosatellit bolgeleri kullanarak
meydana gelen iireme tipi tespit edilebilir. Eger deney siiresince her mikrosatellit bolgesi
icin yalnizca heterozigot bireyler tespit ediliyorsa bu mitoz bdliinmeye, homozigot
genotipler olusuyorsa bu soy igi iremeye ve farkli kombinasyonlar meydana geliyorsa (bir

mikrosatellit bolgesinde homozigot iken diger bolgelerde heterozigot olmasi gibi) bu da
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soylar arasi iiremeye isaret edecektir. Bu noktada incelenen mikrosatellit bolgelerinin

sayisinin arttirilmasi istatistiki olarak tireme tiplerine dair daha net bilgiler sunacaktir (16).
6.1.2. MATEMATIKSEL MODELLEME

Matematiksel modellemeler uzun zaman alabilen evrimsel siireclerin bilgisayar ortaminda
hizla bir sekilde canlandirilmasini saglamaktadir. Bu tez c¢aligmasinda da ¢evresel
dalgalanmalarin popiilasyonlar {izerindeki etkisini arastirmak i¢in kemostat modeli

kullanilmustir.

Cevresel dalgalanmalar canlilarin yasam dongiilerinde ve evrimsel siireclerinde rol
oynamaktadir (12,46,67). Yapilan bir¢cok ¢alismada g¢evresel dalgalanmalarin (6r; besin
miktarinda ani yiikselip algalma gibi) arttig1 kosullarda soylar arasi iiremis canlilarin soy i¢i
iiremis canlilara gore daha iyi bir sekilde hayatta kaldigi bulunmustur. Hem eseyli hem de
eseysiz ureme gosteren Brachionus calyciflorus canlilari izerinde yapilan bir ¢alismada
cevresel stres arttiginda eseyli iremenin arttigi goriilmiistiir (82). Ayrica Lynch ve ark.
modelleme temelli yaklasimda popiilasyonlarda ‘Gaussian secilimi’nin faydali olacagini 6ne
stirmiistiir. Bu modellemeye goére heterozigot genotipin frekansit popiilasyonda artis
gostermektedir. Bunun temelinde ise giris boliimiinde yer aldig1 gibi soylar arasi tiremenin

genetik cesitliligi arttirmasi yer almaktadir.

O nedenle c¢evresel sartlarin sabit oldugu (cevresel dalgalanmalarin yiiksek frekansta
degismedigi) durumlarda eger soy i¢i iiremis canlilar bu ortama uyarlanmislarsa dogal
secilim yasasi geregi varliklarini siirdiireceklerdir (83). Nitekim kemostat model ile bu
durum aragtirllmistir. Modelleme kisminda besin miktarindaki degisim ¢evresel
dalgalanmanin ana unsuru olarak kabul edilmistir. Bunun temelinde ise mikro-habitatlarda
en ¢ok dalgalanmayr besin miktarindaki degisimin gostermesidir. Diger bir deyisle
mikroorganizmalarin ¢evresinde sicaklik vb. gibi etmenler kisa zaman araliklarinda ytiksek
bir dalgalanma gdstermemektedirler. Ayrica besin miktar: canlilarin biiyiimesini dogrudan
etkileyen bir etmendir. Nitekim kemostat modelindeki denklemlerde besin miktarin ana
degisken olarak bulunmaktadir (67). Modelleme ¢alismasinda ¢evresel etmenlerin belirli
parametreler 1518inda  poplilasyon yapisini - degistirebildigi  gézlenmistir.  Fakat
parametrelerdeki kiiciik degisimler farkli sonuclarin alinmasina neden oldu. Ozellikle

bliylime orani (g), substrat spesifik sabiti (Ks) degerleri genotiplerin hayatta kalmasinda
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onemli rol oynad1 (49). Besin miktarinin yiiksek oldugu araliklarda biiyiime orani en fazla
olan genotip avantajli haldeyken diisiik besin miktarinda en diisiik Ks degerine sahip olan
genotip avantajli hale gegtigi goriildii. Cevresel dalgalanma arttiginda popiilasyon yapisi tek
bir genotipin hayatta kalimindan iki ebeveyn genotipin bir arada var olmasi1 durumuna gegti.
[lk senaryoda cevresel dalgalanmanin oldukca diisiik olmasi genotiplerin diisiik besin
miktarina daha fazla maruz kalmasina neden oldu. Bu nedenle, ‘AA’ genotipi en diisiik
bliylime oranina (‘g’) sahip olmasia ragmen en yiiksek besin yatkinligia (1/Ks, diisiik
miktarda en yiiksek biiylime orani) sahip oldugu i¢in besin miktarinin azaldigi kisimlarda
dahi biiylimeyi stirdiirerek popiilasyonda baskin hale gelmis goriinmektedir. Fakat ¢evresel
dalgalanmani artmasi popiilasyonun yapisimi degistirmistir (Sekil 5.2.). Ikinci senaryoda
(yiiksek besin dalgalanmasinda) en fazla biliylime oranina sahip ama en diisiik besin
yatkinhigina sahip diger genotipin (‘aa’) popiilasyonda ‘AA’ ile birlikte var oldugu
goriilmiistiir. Bu duruma dalgalanmanin artmasiyla birlikte yikici se¢ilimin olugsmasi neden
olmus olabilir. Yikict secilimde gevresel stres arttifinda heterozigot karakterler avantajini
kaybeder ve homozigot u¢ karakterler (‘AA’ ve ‘aa’) frekansini arttirir (84). Baska bir
deyisle dalgalanmanin u¢ degerler arasinda hizlica gidip gelmesi (en diisiik besin
miktarindan en yliksek miktara) ara besin degerinde (yiiksek ve diisiik besin miktarinin arast)
avantaja sahip olan heterozigot bireylerin yok olmasina neden olmustur. Ozet olarak ‘Ks’ ve
‘g’ parametreleri arasindaki iligski popiilasyon yapisini etkileyen biiyiik bir etmen oldu.
Monod denkleminin bu iki parametre temelinde olusturulmasi ortaya ¢ikan durumu kanitlar
niteliktedir (85). Diisiik besin miktarinda yiiksek besin yatkinligi (1/KSs), yiiksek besin

miktarinda ise yiiksek biiylime orani (g) 6nem kazanmaktadir.

Besin dalgalanmasi deterministik bir yaklagimla siniis fonksiyonu kullanilarak canlandirildi.
Fakat dogadaki birgok siire¢ kaotik etkilesimler sonucu olusmaktadir (45,46). Kaotik
sliregleri kemostat modele ekleyen bazi arastirmalar géstermistir ki sistemde bulunan
rastlantisallik arttik¢a canlilarin uyum basaris1 olumsuz etkilenmektedir (52). Bu dogrultuda

ileriki galismalarin stokastik degisimleri hesaba katmasi gerekmektedir.
6.1.3. UYUM BASARISI ANALIZI

Uyum basar1 analizi, canlilarin bulunduklar1 kosula uyarlanip uyarlanmadiklarini gosteren

bir yontemdir (59). Islah ¢alismalarinda, Ornegin verimliligi arttirmak i¢in yapilan
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caprazlamanin nasil sonuglandigi, 6rnegin, uyum basarisi Ol¢iilerek anlasilmaktadir (19).
Eger yeni olusan nesiller ebeveynlerine gore daha az biiylime veya lireme gosteriyorsa bu
yapilan c¢aprazlanmanin verimsiz oldugu anlamina gelebilir. Bu nedenle iireme tiplerinin
(soy ici veya soylar arasi liremis) canlilarin uyum basarilarina olan etkisini 6lgmek, hangi

tireme tipinin 1slah ¢aligmasinda kullanilacagini belirlenmesinde rol oynayabilir (78).

Uyum basar1 analizinde soy i¢i ve soylar arasi iiremis canlilarin dogada hayatta kalma
Ozelliklerinin karsilagtirilmasit hedeflenmistir. Su ana kadar yapilan laboratuvar temelli
yapilan ¢alismalarda uyum basarisi basit diizeneklerle 6l¢iilebilmektedir (61). Her ne kadar
bu tarz tasarimlar laboratuvar ortaminda rahatlikla olusturulabilse de doga temelli
calismalarda daha farkli tasarimlara ihtiya¢ vardir. Cilinkii dogada canlilar diger
mikroorganizmalarla (kontaminant) birlikte yasamaktadir ayrica mutasyona ugratilmis soy
hatlarin dogaya birakilarak deneylerin bir parcasi yapilmasi etik sorunlara neden olmaktadir
(44,69). Bu nedenle dogaya en iyi sekilde entegre edilen deney tasarimlari gerekmektedir.
Soy hatlariin birbirinden ayirt edilmesi i¢inde daha dnceden yapilan ¢aligmalardaki gibi
ilgili canlinin dogal popiilasyonunda hélihazirda bulunan polimorfik bolgelerin kullanilmasi

uyum basarisinin 6lglimii i¢in uygun bir yontem olacaktir (58).

Bu dogrultuda ilk olarak genetik belirteg bulmaya yonelik ¢alismalar yapilmistir. Genetik
belirte¢ bulunurken gen dizilerinin nétral (protein kodlamayan) olmasina dikkat edilmistir
¢linkii uyum basarisina etki eden bir bolgenin kullanilmasi karmasik istatistiksel modeller
gerektirmektedir (58). Ornegin daha &nce yapilan bir calismada, uyum basarist
hesaplanirken genetik belirtecin uyum basarisina olan etkisi hesaplamalara dahil edilerek
istatistiki acidan gegerli sonuglar alinmistir (58). Fakat ndtral bir bolgenin kullanilmas,
canlimin uyum basarisina bir etkisi olmayacagi icin hesaplamalarda sadelestirme
saglayacaktir (58). Bu noktada deginilmesi gereken bir baska noktaysa genetik belirteg i¢in
belirlenen bolgenin protein kodlayip kodlamadigina bakilmasidir. Sonug olarak bir gen
bolgesinin protein kodlamiyor olmasi onun uyum basarisina etki etmedigi anlamim
tasimamaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda noétral bolgelerin de ¢esitli

etkilesimler sonucunda dolayli yoldan evrimsel olgular1 etkileyebildikleri gosterilmistir
(40).
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Genetik belirte¢ adaylarindan olan K bolgesi Almanya, Nehmten’den izole edilmis
laboratuvar suslar1 lizerinde ¢ogaltilmak istenmistir. Bu konuda istenilen 6lgiide ilerleme
kaydedilememistir. Primer tasarimi gelistirilerek ve fazla koloni alarak ileri denemelere

ihtiya¢ duyulmaktadir.

Genetik belirte¢ belirleme islemi sirasinda sekiz gen bolgesinin belirlenmesi, SGRP veri
setinde polimorfik bdlgelerin arastirilmasi vb. manuel olarak yapildi. Yani géz yardimiyla
dogrulamalar yapildi. Fakat daha dogru ve hizli sonuglar almak i¢in uyum basar1 analizi
biyoinformatik araclarla bir araya getirilip hem zamandan tasarruf saglanabilir hem de daha
hassas bir sekilde diziler belirlenebilir (51,86,87). Ornegin, S. paradoxus olasi genleri bulma,
protein kodlamaya dair kontrol, SGRP veri setinde polimorfizmlerin arastirilmasi vb. Linux-

bash sistemi yardimiyla tek bir ¢at1 altinda toplanarak islemler yiiriitiilebilir (87).

6.2. SONUC

Biyoteknoloji, daha yasanabilir bir diinya olusturmak ve insanlarin ihtiyaglarini kisa siirede
karsilamak adina bir¢ok bilim dalin1 bir araya getiren disiplinler aras1 bir alandir. Biyoetanol,
enzim, antibiyotik, as1 vb. gibi tiriinlerin {iretilmesinde ve gelistirilmesinde biyoteknoloji
onemli bir rol oynamaktadir. Ozellikle, mikroorganizmalarm bu alanda kullanilir hale
gelmesi biyoteknolojik iiriin elde edilmesini daha verimli hale getirmistir. Fakat hala sus
gelistirme ve 1slah ¢caligmalarinda katedilmesi gereken yollar vardir. Bu baglamda biyoetanol
tiretiminde siklikla kullanilan Saccharomyces cinsi mayalarin verimliliginin ilerleyen

caligmalarda arttirilmasi 6nem arz etmektedir.

Bu ¢alisma da S. paradoxus mayalarinim verimliligini etkileyen etmenlerden olan soy igi ve
soylar arasi liremenin iizerinde durulmustur. Eseyli lireme tiplerinden olan soy i¢i ve soylar
arast iireme S. paradoxus mayalarinin yasam dongiilerinde 6nemli bir yer kaplamaktadir.
Bu calismada gerek matematiksel kisimdan gerek esleme analizinden soy i¢i tiremeye dair
bir egilim oldugu gdézlenmistir. Bu sonuglar soylar i¢i tiremenin dogada yiliksek oldugunu
varsayan c¢aligmalarla paralellik gostermektir. Yalniz yukarida tartisildigi gibi deney
tasariminda yapilacak iyilestirmelerle ileriki ¢alismalarda daha net sonuglar alinacaktir.
Diger bir noktaysa iireme tercihleri ¢evresel bir¢ok etmene baghdir (popiilasyon yapisi,
biyotik ve abiyotik faktorler vb.). Yani her kosulda soy ici ireme zararlidir ya da soylar aras1

tireme her daim olumlu etkiye sahiptir gibi genel geger bir yorum yapilamamaktadir.
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Bu dogrultuda 6rnegin 1slah ¢alismalart yapilirken soylar arasi tireme her daim faydali
denilerek S. paradoxus’lar genetik olarak farkli bireylerle ¢aprazlanmamali eger ki soy igi
lireme en uygun bireyleri olusturuyorsa soy i¢i iiremeyle devam edilmelidir. Ciinkii daha
once belirtildigi gibi soylar arasi lireme de bazi zararlara neden olmaktadir. Laboratuvar
temelli incelemeler iireme tiplerinin etkileri {izerine birgok bilgi saglasa da hala dogada bu
stireglerin nasil isledigi merak konusudur. Bu ¢alismada deney tasarimlari doga temelli
olusturularak dogal siireclere en yakin bilgilerin elde edilmesi amaglandi. Ciinkii dogal
habitatlarindan alinip laboratuvar ortaminda incelenen canlilarin dogada oldugundan daha

farkli davrandiklar bilinmektedir.

Matematiksel modellemeler biyolojik olgulari anlamlandirmak i¢in O6nemli araglardir.
Bircok karmagsik siire¢ modellemeler sayesinde anlasilabilmistir. Bu nedenle cevresel
kosullarin popiilasyon yapisin1 ve dolayisiyla {ireme tiplerini nasil etkiledigi basit bir
modelle gosterilmistir. Fakat doga temelli ¢alismalardan elde edilecek olan parametrelerle
(6rnegin; biliylime orani, Ks) ve stokastik siire¢lerin modele eklemlenmesiyle olusturulacak

olan yaklagimlar modeli gelistirecektir.

Ozet olarak, biyoteknoloji alaninda 1slah ¢alismalar1 hiz kesmeden devam etmektedir. Soy
ici ve soylar arasi lireme canlilarin verimliligi lizerine 6nemli bir etkiye sahiptir. Doga
temelli bu ¢alismada soy i¢i ve soylar arasi iremenin S. paradoxus mayalarina olan etkisi
lizerine durulmustur. Fakat bu calisma bir baslangic calismasidir. ilerleyen calismalarla
birlikte soy i¢i ve soylar arasi iiremenin arka plani daha net bir sekilde aydinlatilacak ve 1slah

caligmalarina katki sunacaktir.
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EKLER

Ek 1: Matematiksel modelleme icin kullanilan kodlar

Matematiksel modelleme yapilirken Python 3.7 programi kullanilmistir. Asagidaki kodlarda

olusturulan diferansiyel denklemleri gostermektedir.

1. import numpy as np

2. import matplotlib.pyplot as plt
3. from math import sin

4. from scipy.integrate import odeint
5.

6.

7.

8.

9.

10. # Maksimum biliylime orani rate (a)
11.

12. al = 0.1

13. a2 = 0.125

14. a3 = 0.15

15.

16. # Substrat spesifik sabiti (H)
17.

18. H1 = @.01

19. H2= 0.1

20. H3 = 0.15

21.

22. # 0lim orani (d)
23.d = 0.075

25. # Besin degerindeki maksimum ve minimum derisimler
26. E_max =1

27. E_min = ©

29. A = [0.01,0.05]

31. # Cevresel dalgalanma orani (w)
32. for w in np.array(A):

33.

34.

35. Ao = [10, 0.1, 0.1, 0.1]

36.

37. t_end = 5000

38. t_step = 0.1

39.

40. # Cevredeki besin degisimini gosteren esitlik
41. def I(t):

42. return E_min + 0.5*%(1 + sin(w*t))*(E_max - E_min)
43.

44. # 'AA' genotipinin blyilime karakteristigi

45, def gl1(E):

46. return al*E/(H1 + E)

47.

48.

49. # 'Aa' genotipinin buylme karakteristigi

50. def g2(E):

51.

52. return a2*E/(H2+E)
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53.

54. # 'aa' genotipinin biyime karakteristigi

55. def g3(E):

56. return a3*g/(H3 + E)

57.

58. # Besin dalgalanmasi sonucu genotiplerdeki degisim

59. def model(y, t):

60. E, Y1, Y3, Y2 = y

61.

62. dEdt = I(t) - gl(E)*Y1 - g3(E)*Y3-g2(E)*Y2

63. dYldt = g1(E)*Y1l - d*Y1

64. dy3dt = g3(E)*Y3 - d*Y3

65. dy2dt = g2(E)*Y2 - d*Y2

66.

67. return [dEdt, dYldt, dy3dt, dy2dt]

68.

69.

70. y@ = np.array(AQ)

71. time = np.arange(9, t_end, t_step)

72. solution = odeint(model, y@, time)

73.

74.

75. # Tum denklemlerin grafigi

76. plt.plot(time, solution[:,0], linewidth=5,label="Env', alpha= 0.7)

77. plt.plot(time, solution[:,1], linewidth=5, label="AA")

78. plt.plot(time, solution[:,2], linewidth=5, label='aa', alpha = 0.5)

79. plt.plot(time, solution[:,3], linewidth=5, label='Aa"')

80.

81.

82. plt.yscale('log")

83. plt.ylim(0.0001, 1000000000)

84. plt.legend(bbox_to_anchor=(0., 1.02, 1., .102), loc=3, ncol=6, mode="expand,
borderaxespad=0.)

85. plt.xlabel('Time (h)")

86. plt.ylabel('Density')

87.

88. plt.show()

Ek 2: Uyum basarisi analizinde kullanilan sekiz bolgenin gen dizileri.

Incelenen sekiz gen bolgesinin genel zellikleri. Tiim bolgeler 16. kromozom iizerinden
secilmistir. Ayrica ilgili bolgeleri ¢ogaltmak ic¢in kullanilan reverse ve forward primer

ciftleri de gosterilmektedir.

1. >G REF.chrl6 4539-6727

Dizi:

3. AATCAGTGTACAGTTGGATGCGTCTTGTTGTATCGTCGACGTATACGTTGCGCTGAGGACCGGCAAAAGCGAGTAGCTGAA
GCTCTGGATAACGGTAAGGGTATCCTACGGCAAAATGGACCATCCACATAAGTGGCACCGTAAGCTCGTCAATTGCAACAG
TGACTTTATTTTTAAGAGCCGCGGTCATTTTGTTAGTATCTCTTCTCAACTTGGGCAGCACAATTTCACGATATTTAACAG
GTATCATTTGAAGAAAAGAATCGTTTTCCAGATACTCGTCAATTCCTCGCTTTGGCTCTCTGAACAAAACTTCTCGATTAC
GCAAAATGAGGCCGGCAATATCAACCACTGTAGGCATATAAAAGCAGTTGTTCAACTCTCCCCAAAGGTTATCGAACTGAG
CCTTGCATGCAAAGTAAAAGCCGCGGACATACTCGCGATTAAAAAGTTTTCCACATACTGATATACCATCAGAAGAAGGTA
CCAAAGTTATTCTATAAGAGTCCTTCAGCGTGGTTTCCCGCGCTACTTCGTGGTACAGAATTTTGATCCATTTCCACATTG
CAACGCCGTTGTTGTCATCAAATATATCTAAATCCCTTGCGGTACAAGCACAAGACGACACCAATAAAGCTTTCACGGCAT
CTAGTGTTTTTCTGAGTCTTCGTGGAGTGTTAGGACTGCGCAACTTACATACTTTCAAGCCATGCTCGTCCACAGAGGGAA

N
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12.
13.
14.
15.
16.
. >I REF.chrl6 21,616-22,807
18.
19.

17

20.
21.

TAATGGGTTCTTCATTCGTAATAGATCGATCCTCTTCGTCACCAGCGCCACCACGGGGACCTGCCCCAAAATTAAGCGCAC
ATGCTCGCAAGATAATATGCAAAATATCACCCAATCGGTCTTTTTTGTTCATCATATCGTTACATATCTGTGAAAAGTACT
TTATCTCAGTGGGTTTACGTGGGCATAGATCACGCTTCAGCCGCTCTGTGTCGACCTTCTTTTCACCAGGTAGACTTGCTT
GATATGCGGAAAAAATCGATAGCTCATCTACGTGTAGTAACAAAAACATATAGGGTGCCAAATTGTATCCATATTTCCTTA
TGGTGCTTTTCTGAAGATTCCTTACAATAGGTGTGCCAGAAACAAAGTTGGTGAAAGTACGCATCGTAGAGCTGTCGTTCG
GCCTGGCACTTGCTGTTTCGTAACAACGTTCCAGGACACGGAAACTCAACTCATTATAGTATCCTCTGTTGAGGTAAAAAA
GAGAAAGGGTATCGTAATCCTTTCTATTGAATTTCAAAGTATGCACTTGAAACAACGTGTAGACCATCAAGTTGATTTTCT
TGGGAATAAGATACTTTGAAGGGATTGGTCCGCCCTGGAAATCTGGTTCGTCTTCAACAAACGTCAGGAACTTTTGTACAT
TTTTCCCGACCATGACGGAAATGACTATTTTTTCAAAAGACCTTTTCCTATCCATTGCACCAGTTCTGAATTTTACCACTT
TGATTAGACCAGACTTTTCGTCTTCGTAGAATGACCGCACTTCCGTGGGGATCGATTCAAATAAAGTTATTGAGGGACAAT
GTACCAAGTCGTTTTTGTTATTTAGAGCCGACTCAAACTCGTCAAAGTTTGCTTTTTCAAACTTACGCCTATCGGAAACTT
TCATTTTATTTTTGTAAGTTTCGAAATTAACAATAGTATGTTGATTGTTATGCTTTTTGACAAGAAATCCATCAATATAAA
CAAAAGATTGTCCAGTTTCCGTCTTATCATCATCTAAGAATGTAATAATTAAGCTATTGAGAAGATGCAGAATCTCTAGCA
GCAGCAAAGAAAATTCAGTTAATAAGAAATCTCACTAAGATAAGGGACTGTCTGTCCCCTTCAAGCACAACATAGAAAACA
GAAGGATGTCTCATTCATCCTTGATTTCCGGCCTGCAAAAATAAAGTACTCGGTACGTACTTTCGTTTTCAATTTCCATGG
TGCACAGTATCTTAACTATCTGCTTAGTCGAGGAGAACCAGGATTCTGTTCGTTGCTCAGCCGCTTCGTGGATATTCTCTT
GGATACTTTAAACATGGACCTACGCTTAGCCTGCGCTTAGCCTACAACTTCTTCCGCTCTCGAAAAGACCAATATAATAAA
AAGTTATAAATTACATTTCCTTATTAGGTATACGACCTCGCGCTTCGAAGTAGAGGAGCCCTTTTTGGCGTACCTACATAT
GG

>G forward primer

CCTCGCTTTGGCTCTCTGAA

>G reverse primer

ATATCCACGAAGCGGCTGAG

>H REF.chrl6 13650-14821

. Dizi:
. GACTGTTCGTTAAGTTGCCCAGCCAAGCTTACTCAATGATATACATAGTTATTCCCATACTTTCGTTATAGCATACCGCGC

TATCCCTTACTCTTGTCTCCTCATAGTATAGGCAGTTCTTGGTTTGAATCTTGGAGTACTTTTCCTGAAACCCCCCATAAT
ATAAAAAAAATTATGTCCCGGTTATTGCATAATGAGCTAAGTGTTCTCGGAGGGGGGAGGTCCTGGAGCACACTTCGAAAG
TGTGTTATAATACTTGGAGATGAGCATAACATAACTTACTCTTCGTGTGTAGTGATTCGTGATAGAGCCACTGTGGTTAGT
GAGGAACAATATTGGATTAGTAATTGCGAAAAGCGATATAAAAAGTAATTACATGTCCATTAAGTATTCGAACGAGATCAG
GTCTGGCAGTAAGCACATTTCCATTTTCACAATTCTGATAAGCTGCTGCAGGATTCTGGCTTATACAACGATACCCTAAGA
AAAAAAATGTGACAGACTACTTCTCGAAAAATGGTATCACGTTGTATTTGAACACAGTAGGGGCTTCTTCCGACACTCGCC
AAACCGTATCTTTTTAGGCGAGGGCTCATCGAAATATATAGATGCTGATTTGATTTACAAAGGCGTTGGAATTTCACCAAA
TGTGCCAGTCAACCGTATTTCGAACCCTTGTGATAAGAAAGGGTTCATTCAGGT TGAAAAGAACTTCAGAGTGAACGCTGT
TGAGGCAGGAAACGTTTTTGCTATTGGTTATGTTACAAATTTCAGATATCATGGATTGGTTAAAAGGGACAATTGGGTTGA
CGTTTTGACCCGTAATGTTATGAGTTTTTTACAAGAAGGAACAGAAGCTAGTCTAGTTGATGCAGACTGTCTTGACTCAGG
TCATGCTCCAACTGGTGTCTCAATTGGGCCAAATGCAGGATTTGGCCACTTCCCACTGCCATTATTCGGGACGGTCAATAT
CCCATCCTTTTTAATTTCTAGGGCAAAGT

>H forward primer

GAGGTCCTGGAGCACACTTC

>H reverse primer

TATTTCGATGAGCCCTCGCC

Dizi:
TTGAAAATTGGGAACTTGCTGCAGTAAGCTTCAACTCTTTTCTGTATGAAAATAAACTTTGGAAGACTAAGCACTTCTTTT
TTGATGGATCAAGTTGCCAAGTTGCATTCAGAAGATTCCTTTTACCGTTATCCTTAGTAACCTCTAACGAAACAAAGTTAA
AATTACTCAAGAAGTTCCCTTATACTGAAGAAGCCCTTAAAGTATACTTCACGGAAGTGGATAGAAAATGGAACCTAATCA
ACTCTCAACAATTAAAAGCAATAATGCCGTAGACAATATTCAACTACCTGGTCAATCATATTTTTTTAAACTTTCTCAAGT
ATTCATGAAAACAATAAAGGAACGTAGTTTTATAACAATCGCTGCTATGGCGTGCTTCATGAGTATTTGTTCTTCACAATG
TCTCACAATTGTTTTTACCCTCTCTTTCCTTGTCGTATTTGGGTGCTCCGATGAGTACTTGCTCTTCGAAACAAATAGATC
CTGTTCAATGGAAGTGGAACATAAAATGCAGTTTTTGTCAACTATAATCAGTGAACAGCAGAAGTCAGATGATAATGTTTG
GGACAGAATTGCAAAGAGGATGAACGTATACTTGCTTGAGCGGAACGTTTGGGCCTCAGGTGTGTTTTTCCTCGATAGAGC
TGATTGTGAACATTTCTTCGAGCGTAATTTTCTCAGTTGTTTACCCTCGAGAAATTCTTCCTAAACTACCAGTTGCTGAGT
TGCTACCATATATTGAAATAGCAGAGACTGCCTGCGATGGTGAGCAACTGATGTAACTTCTGAAGTGTGCCTTCGATTTGG
CAAGTTCTTCTATCAGCCAGACACATTATCGATGGCGCTAACCTAAATAAGAATAGACATATTGCGTGATGAACTTGGAAG
TACTACTTGATAATAAGTTTAACACCCTAGCCGGATTAGCGGCCTTCTTTGGTCTGGCTACAAGAATATATGACATTAAAA
AAGGTCTTTTGGGCATTTCTTACGTTTATGATTCATATATTATAGGAGCTATATATATTGGCCCTAGCGTCTGTAAAAATA
TTATAGTATTGGAATTATGCCGTAATTTAAGTTTGAGTGGAGTTCATGATAAAAAAAATTGTTTACTATCTGTGCATGTGG
AATAAGGGCTCTAGAAATTCCTGCTCTTACGAAATTGCATCGTCTT

>I forward primer

TGCTATGGCGTGCTTCATGA
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22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

>I reverse primer
CAAACGTTCCGCTCAAGCAA

>J REF.chrl6 184,791-187,174

Dizi:
TTGCTAGTATCTGATCTTTCGATGACTATATCGATTCCTTGAGGATAAAATATTTTCTGTAGCCACGGTTTGATTTCATGC
CTGTCTTTGAAAGATGGGACTGGGTCTAAATGAATAAGTTTATTTTGGTCTTTGGACATCATGGATGCTAGATTATCTGGA
GATGCCGTTAGCTTCATTTTTGCTGTTTTAGACACTGATATTGGCACAGATATTATGCTCTTCATTGACTTAGCTGTCATT
TCTTTTATGTCCCTTCTCTTAGTTAATTTGCGTGAAAGTTTCTGGTCACAACAGTAAATTTTGAGTCAGTTGTGCCACTAT
TATGTATAGGTTCAACAGCGTAACAGTCACAGTTTTTGTCTTGATTAAAAATATCAAACTCTGACTAAAAGAAAGCCACTT
TTCCGAATCTCGGCCCACGGCGTGTTTTTTTACGGTGCTTTTTTTCTTTCTTTTTTTTGTTCCTTCTATTTTCCCCTTCGC
ACAATACTGTTTTCTTTCAGTAAAGTAATGGCCATGATATCTTTCAATAAAAAGAGAAAGGCTCCTTCCAGTTCAAAACCA
AACTACTAAGCGGAAGAAGTTGAAATATATACAAATTAATGTCGATGTTATTTTTGTTTTATTTACATTCCTTTAACCTTT
ATTTAAGAAGAATTGTTTGGATATTATTGTCATCAGTAAGGATTGTCACTACTGGGCTATTTACAGAGGGGCAGTTACCAA
CAAAGAGATCTTTCACACTCATTATACCATACTTAGCCCTGATGTCCGAATAGCCGACAAATAACCACCGTTTAAGAGATG
TAGAGTATTTGTATACCGATAATGCTGTTCCGTAGAGATGCTGCTCGGTTATAAAAATATACTTTCCATTGTTTGCTATTT
GGCGTCCTGTTCTTGAAGCATGAACGTGAAGTTCTTGTGTCTTGTAAAAAATTGGATAAACTTCGTTATTGTTTGACGCGG
GTGTAGTAGCACTTGAATTTTCTACGGGGTTTTGTGTCGGAATTGACAGGTATCTTACATTTGTTTCAAGTAAAATATGGT
TCGTTTTCAAAAGATAATCAATTTTTTGAACGTCTTCGTCCATTTTAAGCATGAGCCGTATTTCCTTATTCAACGAGGAAG
CATCAGGTTCTAGGAAGTTCTTGCAGTGAAACATCATGTCATTTCCCCTGTACAAAGTAAACTGAGGGAAGTTTAAGACGG
ACTTGACGTTTGTAGTCGTGTGTAGATCTCTAGGCAAATCAAGGTTCGTTTGAAAACTTTGAAAACTTCCGTTAGTTTGTT
GGTGATCCAAAGAAGTTATCAGCAGTCCATCTTTCAAACTAAAGGAAACAACAAAATGAGGCAATAGACCTGCCCAGACAT
TTAAAATAGACAGATACCTTTCATTTTGATGGGACGAAATTGAAGGATCCTTCAAAAGCAAGTGATTGTTAACGTTCCCGT
TCAAATCGCAGCTTAGCTTTAATAACTTTCCATTCTGGAAACCAACTAAAATTTGAACGGCGTTTGAATTATAATCAAAGT
TGCAGTCCATACATATTACTGCAGTTGATAGCAGTAAGTTCAACTGCCCGTGAAATTGCTGCTTAACAAAGATCATATGCT
GACCGTTAAAATCATACAGCAGTAATTTCTTGTCTTCTGCTTGATTGGAATAAAAAATCCAGTACTTTCTATTAAAATTTC
TAAAACTTTCAAAATTTTGTAAATCGTGGGTAGAAAAATAGTTATTAATCCGTACAAATTCCAGCCCACAGTTACTTCGAA
AATTATCTTCAACTTCTTTTTCTTCGTCATATTCATCGTCATCTTCAGATGAGTTTTCTACATCTTCGCCATCCTCTCCGA
CTCCGTTCAAGGTAAGTTGATAAATATGCTCCTTTATCATATTTGGAAGCTGCGGATAATCATTATTCACCGTGTGGTAGC
AGTACTTGCCCGCCCGTTCATCAAATACGTTCTGATCTCCCCTGCCGGAAAATGAGACCCTCTCCCCGTCCTGGTATATTT
GCATAGGTATACCCATGATTTCGTAGTGAATTTTTCTTTCTTGAGGTTGGTTACCAATCGATTCTTTTATCTTTAGTTTTT
GCTCATACACTTGAAGGATTTCCTCCTTATATATTGCAGGTGTGTCACTTTTCCCGGCCCACCAATAGCCGCCGACCTCCA
AATTACCCCAATTAAAAAAAGAAAACTCCGGAAATGCGGGGTTGACCAGCGATGCAATAATAGAACAATTTTAGCCGCGCA
ATCGAAGATATCATGAAACATAGTAGAAACGTGTCTGTAAATGGCTACTCTTAATAGTTTTTGCTAAGAGGGTGCTACTAA
GAAAGAACAACTAGAGAATGGT

>J forward primer

AGCCGACAAATAACCACCGT

>J reverse primer

GATATCTTCGATTGCGCGGC

>K REF.chrl6 207,393-209,776

Dizi:
CCGTCCACAAGAGAAGCGATGGTTGAATTTATTACACATTTGCACGAGTCATACCCCGAGGTGAACGTTATTGTTCAACCA
GATGTTGCAGAAGAAATTTCTCAGGATTTCAAATCTCCCTTAGAGAATGATCCCAACCGACCTCATATACTTTATACTGGC
CCTGAACAAGATATCGTAAACAGAACAGACTTATTAGTGACATTGGGAGGCGATGGGACTATTTTACACGGCGTATCAATG
TTTGGAAACACACAAGTTCCTCCAGTTTTAGCATTTGCTCTTGGAACACTGGGGTTTCTATTGCCGTTTGATTTCAAGGAG
CATAAAAAGGTCTTCCAGGAAGTAATCAGCTCGAGAGCTAAATGTTTGCATAGAACACGGTTAGAATGCCACTTGAAGAAG
AAGGATAGCAACTCCTCTATCGTGTCCCATGCTATGAATGACATATTTTTACATAGAGGTAATTCCCCTCACCTCACTAAT
CTGGACATTTTTATTGATGGCGAGTTTTTGACAAGAACGACAGCAGATGGTGTTGCATTAGCCACTCCAACGGGTTCTACA
GCATATTCATTATCGGCGGGTGGATCTATTGTCTCTCCATTGGTGCCTGCTATCTTGATGACACCAATTTGTCCTCGCTCC
TTGTCATTCCGACCACTGATTCTGCCTCATTCATCCCACATTAGAATAAAGATAGGTTCCAAATTAAATCAAAAGCCAATC
AATAGTGTGGTAAAACTATCTGTTGATGGTATTCCCCAACAAGATTTAGATGTTGGTGATGAAATCCATGTTATAAATGAA
GTCGGCACTATATACATAGATGGTACTCAGCTTCCGACGACAAGGAAAACCCAAACTGACTTTAACAATTTGAAAAAACCT
AAAAGGTCAGGAATTTATTGCGTGGCTAAGACCGAAAACGACTGGATCAGAGGCATCAATGAACTTCTAGGGTTCAATTCT
AGCTTTAGGCTAACCAAAAGGCAGAGTGACAATGATTAGACGTCCCAGAGAGAAGAATTATTATGATTTAAACGATATCTA
ACAGGTAGAAATTCTTACTTTTTATTTGCATTTTGTCTAGAGAAATCTCAGCTGGAGTGTTCGATATGGAATTTTTTGATA
TCGTGCCTTTTATTCTATTGCTATTAAGGAAAACTGTGAGATATGGGGATGCCACACTCATCAAGAAGAGATAATTAGATT
ATGTATATTATAATAATAATAATAATAATAATGATAATAATAATAATAATAACATCCTTACTTCAACCCTTTTCGTGGGGA
GGAAATGGAGAGAGACTGTGAAGCGTGTCAACTCCTATAATCAAGAAAAGTAAACAAGCACTCGCCGTTCAGCTGTGCTAA
AAAAGTATGCATATTCATATTTGGTTTATTGATTTTCCTTTTTTGAGATGGGAGCCAACCTGATGTCGGAATATGGTTTGC
TTTCATTATGATATGCCAAATTATGAGGTAAATAGCACAAAATCTACGAAATGGTGTGGATGTCTATAATTTCCGAATTAG
GAATAAATGTATTAATTAAATTCCCCGTTCCCTTTGGTAGTGTGCATAGTTTTGATGTAATATCCAACAACATGTTTGTGA
AAGTACTATCAAAAATCCAATATACTTTCCTATTTAGTCCTTCAATAAAAATTTTATACTCTTTTTTTTATGAACACTTTC
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36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43.
44.
45.
46.
47.
48.
49,
50.

CTAATTAGGCCATCAACGACAGTAAAATTCGCCGTAATTAATGGTTTTCTACTGAAAAACAGTGGACAATGTAAAAAGATG
CATCTCATTTATCAAACCCATAATATGCAAGTAAGCCTTACCTCGACTATGATGAAGCGCAAGAAAACCAAAAGCAACAAC
TGGTTTTAGGATAATTTCATATATAAAGGCCTTTCGTGCTTACTGAATATGTTACTGTTCTTACCATCCATCAGCAATTCT
CGAATAATACAAAGTAGAATAATACAAACGCTCAATTTTAATACACACAAATAAATTATCCAAAAATGAGATTTTGTTCGG
TTTTTACTGCATTTTCATTTGCAGCTTCCTCCGCTTTAGCTGCTCCAGTTAATACCACCACTGAAGACGAAATGGCTCAAA
TTCCGGCTGAAGCCATCATTGGTTACTTGGATTTAGAAGGCGATTTTGATGTTGCTGTTTTGCCATTTTCCAACAGCACAA
ATAACGGCTTATTGTTCATAAATACTACTATTGCTAACATTGCTGCTGAAGAAGAAGGGGTGACTTTAAACAAAAGAGAGG
CTGATGCTTGGCACTGGTTGCAATTGAAACCTGGTCAACCAATGTACAAGAGAGAAGCCGAAGCTGAAGCCAATGCTGAAG
CTTGGCACTGGTTGCAGTTAA

>K forward primer

CATTAGCCACTCCAACGGGT

>K reverse primer

TCAGCCGGAATTTGAGCCAT

>L REF.chrl6 263,376-263,971
TCGGAACATCCTTAACTGAAGACGCATTGAGGATCGGTTGCAAACCAAATAAAATCTTTTCGTAATCCATTTAGCAAAACT
GTTATTTCGACTTGCAACCACAACCTTTTAGTGCTGAAATATAAATGAGGCGATTAGCTATTTGCAGTCTGTCTTCAATTT
GCAAGCGGTCTGCTTACGTTGTCTTCAGCCATCTTACGTACTACCTTGGCTTACTGCGGGCGGGTAATATGATCTTATTTT
TCTTGACATGTTTAAGAAAAATACTTTTGGCTATCAAAAAAAGTTAAGGAAGAAATATCTCAATGTGAAGGATTAGATATG
AATGAATTTACGGCACTTGCGCAGTATTTAGTGCAGTTTGCTCAAAAATAAATGAAAAAACTATAGAGTCACGAGTACGAT
ACCAACTATTCTTTTCAGACTCTTAGAAACCTCAGCGGCTAACGGTAAACCCGATAACTGGCGGGCATTGGATATTAAGGT
CTCAGTGCAAATGATTTTATTTGGGTGGTCATTTAGGTAAGTACCATTAGGGCGAAGTTCCTTTTTGATGTCTATTGTAGC
TTGCTCTTACTCCTTCCTTCCTTCCTCAGTTAATTGCTCGTGCTGATATATCCCATCGCCCATTATAGGCCATTGTTATAA
TCACTTTATACGAAGTCTGGCCGTTAACGCTTCTTCTACCACTAAAAAAAAATCAGTCACCCACGCAAATACTGAAAAAAA
AAAAAAAGAAAATCAAAAGCGAAAAGAAACCTTATGCATTTTTTATTCAGGTGTTGGATGATTGTATTGTATTATAAACCA
TAACCACGTAAAGTTACCAAATTTTTTTTTTTTTTTTCGAAGTGAAAAACATAAAACAAAATTATCTTTAACCAGTTATAA
TGTCTTCTGGTTTGGTCTTAGAAAATACGGCACGTAGAGATGCGTTAATCGCCATCGAAAAGAAGTACCAGAAAATATGGG
CTGAAGAGCATCAATTTGAAATCGATGCTCCATCAATTGAAGATGAGCCCATAACAATGGACTCTGAAGAGTTACATCGCA
AGTATCCCAAATTCATGTCGTCTATGGCCTATCCGTATATGAACGGTGTTATGCACGCCGGTCATTGCTTTACTCTTTCTA
AAGTCGAATTTTCTATTGGTTTTGAAAGAATGAACGGTAAAAGAGCTTTGT

>L forward primer

CTGCGGGCGGGTAATATGAT

>L reverse primer

CGCATCTCTACGTGCCGTAT

>M REF.chrl6 279,918-282,301

Dizi:
AAGGTACCGCAAAATGTTTTCATGAAAGACCCATTTCCCTGCACTTTTGCCAAACCAAAGTCGGTTATCTTTACTAATACA
GGATCGTCCTGTTCAATAAGAATATTATCGGGTTTTAGGTCACGATGACTGATACCCATAGAGTGAATGTATTTTACTGCT
GTGAGTATCTGTCTGGATATTTCTCTTCCAGCATCTTCTCCAACTGCACCATGAGCAGCGACAAAATCCATTAAGTCACCA
CCAGAAACGAACTCCATCACCATATAGTAACTTTCAGCGTCTTCATAAAACCCTTTTAATCGTACTATCCTTGGATGATTG
AGCTTCTGCAACACTTCCAACTCTCTCGTCACACCATCCATATTGCCTATTACTTTGCGCTTACTTATAATCTTTACCGCG
AATGTTTTCCCAGTAGTTCTTTCAATGGCTTTCTTTACTGTGGCGAATGCACCCTGGCCCACCACTTCGTCGATAATCGAG
AAATCCTTGAAAATACCAGTCTTACGGGTCATAACGGCTGATGCAGTGGAAGATGTAAGACCCGGGGAAGCTATTTTGGAT
GTATTTTTCAGGTTAGATCTTTTACGGTCAACTTTGTTCTGCTCGAGGCTCTGCCTAAATTTATCGTTTATGAAAATGACC
AGAGATAAGATATCTGATTCGACACCTACACCAACGGTTATTTCATCACCTTGAGATAATAACTGGTTACTATTTTTCTCG
ACTTTTTGTCCATTTAACCAGGTCCCATTTGTAGAAATGTCATTTAATAAAAGGTTACCGTCTTCTCCTAGTAGTATTTGG
AAATGCTTATTAGATAGCCTGGAAATATTTCCTAAATGGTAGTCGCATGCTGGGTTTCTACCAAATGTCCAAACTTTCTTT
ATAGATCGTTTTTCCTTCAGGATCTGTGAAATATCAGCCGATAAGTCTCGGATGGGAATTTGACCCGTGGTACAAATGACT
CTGCACACAATGTTTTCTCCGATTTGTTCTTGCGAGAACTTCTCGATCAAAAATCTCTGCGTAGCCTGCGTAGACTGCTGT
GTAGGTTGTGTGATATTTTCCATTTTTATTCGATGTTGTGCAACGCTGTCTTCTCTCGCTATTCTTTCTTTTAAAACTTAA
GGAAACTCGAGTGCATATACAAAAATAGCTTGTCTTCCAATATCCCTTACAACCTTTTCTTCTTGCCTACCTTTTCCCTAG
CCACAACTTTCGAAAAATAGTGACTTCGGTACCCTTTATCTTCTCAACCTGTACCTTTATTCTATGAATATTCATTCCAAG
TTAACCCACAGTGATGATTTTTCTGCCAATTTTAACGCGTCGCACCCGTTGCCGTATCAACGCGTTCATGCCATCTTACCC
TCAAAATGAAAAATAAATGTGTTAACAGATGCCCTTTTTATCAACACTCCTGACAACCTTTCCGCTTAATCCACAGGAAGC
AATTTATCCATGCATCTACAAAACAGATGACGCCTTAAATTACGATGAAATCTCATCATGCACTGGGATGATTACCCTGAC
ATGCTATGTTCCCATCCTATACTTCGATTACCATAGTAGAAAATAATATATCCTCCTGATATTATCATCTAGATAGATGCA
GAGTAGTGAAGCAAGTAGTATTTTTTCTCCCAGTATTAATGATCTACATCAAAATACTTTGTTTTGGCGTGTTACAATAGC
CGCCTTCACAGATATTTTCGGGTAACGTTTATCTTTTTCTCAGGGTTTCACGTGTGAAAGCACAGAATGGAATCCTAATAG
ATGTGATCGAACAATAGGGATATCAATCACTGAAGAGAAAGATTTTTGTGTAGTCGCTAGTGCTATATATAAGACAATAAA
GAACAGTGCACTAATCCAGGAAAAAATGTTGCCAGAGAAAAGACTATTGACTTCAGAGGATATGAAACTATGGGAGGAATC
CCAGACAAGAGCTGATTTCACCAAATTCATCATGGATTTGGCTGAGTCTGTTAAAGGACACGAAAATTCCCAGTACAAAGA
ACCAATATCCGAGCCAGTGAACAGTATGATGAACTTACTTTCTCACATAAGGGATATTGTCCAGAAACATCCAGTAATAAA
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51.
52.
53.
54.
Do
56.
57 o
58.

59.
60.
61.
62.

GGATGCAGATAGTTCAAGATTTGGGAAGATTGAGTTTAGGGATTTTTATGACGAAGTTTCACAGAACTCAAGGGCTCTCTT
ACGTTCAGAATTTCCTTCTCTTACAGATGGGCAGTTAGAACAATTATCCATTTACCTAGATGAATCATGGGGTAATAAGAG
AAGGATTGATTATGGTTCAGGTCATGAGCTAAATTTCTTGTGTTTACTTTATGGACTCTATAATTATGGAGTATTCAATCT
TTCAAACGATTCAACAAACCTTA

>M forward primer

TTGTTCTGCTCGAGGCTCTG

>M reverse primer

AGCGGAAAGGTTGTCAGGAG

>N REF.chrl6 286,505-288,888

Dizi:
TTCAGAAATCAAGAACAGATACTATTGCGAATTCTTCAAGGACAAACTCTAAAGAATCGTTAAAAAAGAATGTTGTTGTTG
GCGCCATTGTACCACGAAACGCTAATAATATTTCATCAGAGAATAATAAAGCTTCTGGGAATGCGGTGGGAGGCCTAAAAG
CAGCTCCGGAGTTGTTGTTAAACGAACACATTCGAATAGAGGAACCTCGTCTCAAACGCTTCAAATCATCCATATCAAGTG
AAATATCTCAAACTTCTACTGGTAATTATGACAGCGAATCCGCGGAAAATTCTAGGTCTATTTCTTTTGATGGGAAAGTTT
CTCCCCCACCGATACGAACCCGGCCATTATCAGAGATATCGCAAATTTCAAATGACACTTATATTTCTGAGTACTCCACTG
ATGGTAATAATTCGTCATTCAAAATTTCTGATACAGTCAAGCCAAGCTATATACGTAAAGGCTCCGAGACTACGTCACAAT
ATTCAGCTTCATCCGAAAAAATGACGAACGGCTACGGTAGGAAGTTCGTCAGGAGAGATTTAAGCATTGTATCAACAGCAT
CGAGCACCTCTGAGAGAAGTTCGAGAACAGATTCCTTTTACGATATCACGACAGCCACGCCGATTGTAAGCACTGATAATA
GAGGCAGCAAAAACAGTAACCTGAAGGAGTCCGTTTTGCCTAGATTTGGGGCCCAAAGGCCTTGGACAGGCAAAAGGACTT
ATACCACATCTCGGCATGGCAAAAATGCTCGACGTTCATCTAAAAGAGGTCTGTTCAAGATATCCTCTCCAAATACCGACT
CTATCATTCAGGAAGTAAGTTCGTCAGAAGAAGAAGACCATAATGTTATATACAGTAAGGGAAAGGGTTTGCCAACACCGG
TTTTGCAAACCAAAGGATTAATAGAGAATGGGTTGGACGAAAATGATGAAGAAGGGGACGACGAGTATGCGATTCACACCG
ACGGAGAATTTTCAATCAAACCACAGTTTTCTAATGACGTTACCGACAAGCAGAACCATTTGCCAAGTGTGAAGGCAGTGG
CGACTAAACGTTCGTTGAGCGAAGGTAGTAATTGGTCCAGTAGCTACCTGGATTCGGATGGTAATCGACAGCGGATATCTT
CATTGCTAGTGGAGGATGGCGGAAATCCTACAGCGTACGTACCGGATAGCAGAATCGATGGAAAAGAGACCAAAAGAGTAC
TGTGAGGAAGGCATATATATATATATATATATATATATATATATATGTATATTGGGGGACAATAAAAAAGTTCCAAGAAGG
TAAGAAATGTGATTTTTTCTTATATATAATTGTATTACCTTAAATAATGATCATCTATGAACTCATCATTAAGTTCAACTA
ATCTTATTGATAAAAGTTCATTCAGTTATCCGACTGTGGCGGGAACATAGCGAGGCGGAACAATACACGGATTTTTTGTAG
CGCGATGAGAAGTAGCAACGCCTCTTGAGATAAATTATCGTCACCTTTTTTACAAAATTAATGAGGCAACAAGCTCAGAAA
TTAGAGTTATCTTTTTTGTTCTATAAGCAAATGGGCATAGGAAACCTATATGTAAGTATGAATGAGATTAAACAATTAATT
TGGAATGGTGAGCTCAATGTACTAGTGTCGATCGATCCTTCATTTTTGATGAAAGGAAGTCCGAGAGAAATGGCGGTGCTA
CGAATAAGAGTGCCAAGGGAAACGTATTTAATTAATTATATGCCTTTCATTTGGGGTAAAATTCAAAACTTCCTTTCTTTT
GACCCATTGAACGACAATGAGAAGTATTTCTGGTTTGAACATAATAACATGCCAATCCCATGGAATTATCCAGTTGGTGTT
TTGTTTGACGGCCTAGTTGAAAGGAGCACAAATTTTATTACCTCATTTGAGGACCAGGTAAAAGATGTGATTACCATTTTG
AGAATTCGTTTAGTCATGGGCGATTCGTTACCACCAACTATAATTCCTATCACAGCAAGCAAAACGCAAGCGGAGAAGTTC
TGGTTCCACCAATGGAAACAAGTTTGCTTCATATTAAATGGCTCCTCAAAGGGCATCATGTCCTTGTCAGTGAACGAATCT
CGAAAATTTTGGGGCAGTGTCATTACGAGGAATTTCCAAGATTTTGTTGAAATTTCTAACAAGATTAGTTCATCAAGACCG
CGACATATACCGCTCATCATTCAAACCTTTAGAGCTTCAGGAGCTTCCGGAATATCACAACCAACTATCCGTTTGACTGGA
GTCAATCCTACATTGAAGGATGTCGAAGGTGATATTTTGAACGCTGAGGAAGGAATCAACGCCAATAATTTCATGGTCATA
TGCCAGGGAATTGAAATTCCTT

>N forward primer

CGATACGAACCCGGCCATTA

>N reverse primer

TGGAACCAGAACTTCTCCGC
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Ozet 83
A. succinogenes’in (AT CC 55618), Ardisik Kesikli Reaktor Sistemi ve Uzun Siireli Kiiltiir Yontemi
Kullanilarak Gelistirilmis Biyokiitle Verimi I¢in Zayif Asit Stresine /n vifro Adaptasyonu

Onur Erk KAVLAK, Burcu SIRIN, Emrah NIKEREL
Genetik ve Biyomithendislik Boliimii, Yeditepe Universitesi, Atagehir, Istanbul
Sunum: Poster

Ozet

Ardisik Kesikli Reaktor (AKR), mikroor ganizmalarm yinel cevresel kosullara adaptasyon siirecinin gézlemlenebilmesini saglayan
bir fermentasyon teknigidir. Bu teknik, belirli zaman araliklarmda fermentasyon kiiltiiriiniin taze, tercihen secici besiyeri ortamu ile sey-
reltilmesi islemine dayamr. Adaptasyon, secici ortamda mikroor ganizmalarin biiyiime kabiliyetine ve hizma gore ger ceklesir.
Actinobacillussuccinogenes, ¢esitli yenilenebilir, biyolojik tabanli kimyasallarm tiretimi igin bir baglangi¢ malzemesi olarak kullanilabilen siiksi-
nik asidin dogal tireticilerinden biridir. Zay1f asit stresi, mikrobiyelsiiksinik asit iiretiminde kargilasilan, dogrudan mikroorganizma metab olizma-
s etkileyip tiretim verimi diigiiren, énemli bir biyolojik darbogazdir. Zayif asit stresinden dolay hiicreler biiyityemez, glikoz tiiketimi azaldikca
siiksinik asit tiretimi de azalir. Bu durum, rretici kosullar altinda zayif asit stresine kars1 daha yiiksek direng gosteren hiicrelere olan ilgiyi artimak-
tadir. Bu amagla, suksinik asit verimini arttirmak i¢in, AKR teknigi kullanilarak gelistirme yapilmustir. Actinobacillussuccinogenes yaklagik 1000
nesil boyunca kiltiirlenmis, her nesilde artacak sekilde adaptasyon (daha yiiksek bityiime ve asit iiretim hizi ile seker kullanim hizi) gostermistir.
Sonuglarimiz, kusaklar boyunca Actinobacillus succinogenes’in, pH diigerken glikoz tikketimini, siiksinik asit tiretimini ve bityiime oranin arttira-
rak ¢evreye adapte oldugunu nicel bigimde gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Actinobacillus succinogenes, In vitro adaptasyon, Seri ardisik reaktor,siksinik asit, Zayif asit stresi

In vitro Adaptation of A.succinogenes(ATCC 55618) to Weak Acid Stress for Improved Biomass Yield,
Using Sequential Batch Reactor (SBR) System and Prolonged Cultivation

Abstract

Sequential batch reactor (SBR) is a fermentation technique that allows the microorganisms to observe the adaptation process to recurrent envi-
ronmental conditions.This technique is based on the dilution of the fermentation culture with fresh, preferably selective medium, at specific time
intervals. Adaptation occurs according to the growth ability and the rate of microorganisms in the selective environment.

Actinobacillus succinogenes is one of the natural producers of succinic acid which can be used as a starting material for the production of a variety
of renewable, biologically based chemicals.Weak acid stress is an important biological bottleneck in microbial succinic acid production, directly
affecting microbial metabolism and reducing production efficiency. Cells cannot grow because of weak acid stress, and succinic acid production
decreases as glucose consumption decreases. This increases the concern for cells that are more resistant to weak acid stress under conditions of
production. For this purpose, an improvement was made by using the SBR technique to increase succinic acid yield. Actinobacillus succinogenes
has been cultured for about 1000 generations and has been shown to be adaptable (increased growth and acid production rate and sugar utilization
rate) in each generation. Our results demonstrate quantitatively that during the generations, Actinobacillus succinogenes adapts to the environment
by increasing glucose consumption, succinic acid production, and growth rate as the pH drops.

Keywords: Actinobacillus succinogenes, In vitro adaptation, Sequential batch reactor, Succinic acid, Weak acid stress
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Gelistirilmis Biyokiitle Verimi icin Zayif Asit Stresine In vifro Adaptasyonu
Onur Erk Kavlak, Burcu Sirin, Emrah Nikerel

A.succinogenes'in, Seri Ardisik Reaktor Sistemi ve Uzun Siireli Kiiltiir Yontemi Kullanilarak /

Genetik ve Biyomithendislik Boliimii, Yeditepe Universitesi, Atagehir, Istanbul

1. GiRiS

Siiksinik asit ayni zamanda 1-4 biitandioik asit veya amber asit olarak bilinen, dort
karbonlu bir dikarboksilik asittir. Son zamanlarda, endistriyel alanda kimyasal
yollarla uretilmesinin meydana getirdigi ekonomik ve cevresel sorunlar
biyoteknolojik yollarla siiksinik asit tiretimine dikkatleri gekmistir.[1]
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2. YONTEM

Bu c¢alismada, dogal bir suksinik asit Ureticisi olan Actinobacillus succinogenes'in
mikrobiyal stksinik asit Gretiminde verimi artirma noktasinda énemli bir dar bogaz olan
zayif asit stresine kargi in vitro adaptasyonu, ardisik kesikli reaktor sistemi ve uzun sureli
kultar yontemi kullanilarak amaglanmistir.
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Sekil 4. SBR teknigi ile A.succinogenes fermantasyonu

3. BULGULAR VE TARTISMA

Actinobacillus succinogenes tiretimde verimi artirmak amaciyla zayif asit stresine karsi in
vitro ad: wu yaklasik 800 nesil SBR teknigi kullanilarak gézlemlenmistir. Adapte

(/ | Temel kimyasal Uretimi
S igin yapitast
Actinobacillus succinogenes(ATCC 55618), biiyiikbas hayvanlarin r ind

elde edilen kemoheterotrofik mikroorganizmadir. Siksinik asidin  temel
dreticilerinden biridir. Stiksinik asit metabolizmasi karbon kaynagi ve ortamdaki
karbon dioksit oranina gore ilerler. A. succinogenes karbondioksit ve farkl seker
molekiilleri kullanarak- yarim Krebs c¢emberine sahip olduklarindan dolayi-
siiksinik asit tretirler. [2]
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Sekil 2. Rumen(iskembe)[3] Sekil 3. Actinobacillus succinogenes[2]

Zayif asit stresi stiksinik asit Gretiminde karsilagilan darbogazlardandir.
Asit ortami dogrudan Actinobacillus succinogenes metabolizmasini
etkiler. Asit stresinden dolayr hiicreler biyiiyemez, glikoz tiiketimi
azaldikga stiksinik asit iretimi de azalir. Bu durum, uretici kosullar altinda
zayif asit stresine karsi daha yiiksek direng gosteren hiicrelere olan ilgiyi
artirmaktadir.

Mikrobiyal adaptasyon, 6zellikle endiistriyel suslarin fenotipik ézelliklerini

genetik miidahale olmaksizin gelistirmeyi hedefleyen bir laboratuvar

yontem|d|r Uzun stireli kiltir yéntemi de [segilmis 6zellikteki hiicrelerin
ptasyon siirecini gozl k igin kullanmilir.4]

Tablo 1. Mikrobiyal ad d: fi teknikleri
Siibstrata bagh Spesifik blytime hizini
biyokiitle verimini artirmak
artirmak
Hiicre sirdirilebilirligi  Hicre strdirilebilirligi
zor kolay

Seri afdl§lk reaktor (SBR), mikroorganizmalarin adaptif evrim sirecinin
gozleml | bir tekniktir. Belli zaman araliklarinda
popiilasyonun taze ortam ile seyreltilmesi islemine dayanir. Segilim,
mikroorganizmalarin biyime kabiliyetine ve taze ortama hizli tepki
vermelerine gore gerceklesir. [4]

olan populasyon, zayif asit stresinde ata popilasyona gore daha fazla biyime
gostererek, daha fazla glikoz tiiketmistir. yiiksek biiyiime hizinda asidik ¢evreye adapte
olmasi SBR teknigi ile gozlenmistir.
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Sekil 5. Biyokiitle degisimi Sekil 6. Ortamda kalan glikoz konsantrasyonu
.
% 100 20 0 @00 m 0 £ o 00 20 %0 s a9 o "o w00 %0
Sekil 7. 24 saat sonu ortam pHi Sekil 8. Suksinik asit miktari
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