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Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii EST (Expressed Sequence Tag)

Koleksiyonlarindan Uziim Mikrosatellit Lokuslarinin Tanimlanmasi

OZET

Bitkilerde SSR (Simple Sequence Repeat) tespiti i¢in; genomik DNA Kkiitiiphaneleri
kullanilarak SSR tespiti ve EST (Expressed Sequence Tag) koleksiyonlar1 analiz edilerek
SSR tespiti olmak iizere iki yaklasim kullanilmaktadir.

Bitki EST verilerinden tespit edilen SSR’ lar ile bir¢ok bitki tiiriinde genis bir veri tabani
olusturulmustur. Bu ¢alismada NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
tabanlarinda bulunan Vitis cinsine ait stresle ilgili kok gen dizileri kullanilarak EST
koleksiyonlarindan etkin ve hizli bir sekilde SSR tespiti yapabilmek amaciyla “AUBiotek-
EST-Analyzer” programi gelistirilmistir.

NCBI veritabaninda yer alan TSeq taxid = 29760 numarali Cabernet Sauvignon (Vitis
vinifera L.) iziim c¢esidinin stres uygulanmis kdoklerine ait EST koleksiyonu *.xml
formatinda “AUBiotek-EST-Analyzer” programina yerlestirilerek (input edilerek) bu
koleksiyonda bulunan tek tip motif iceren diizenli tekrar SSR bdlgeleri taranmustir.
Program ile her bir EST dizisi *.xml formatinda okunup, ilgili dizide bulunan tekrarlar en
az 12 baz uzunlugunda olacak sekilde listelenmis, EST sekansinda bulunan her bir tekrar
bolgesinin hangi motifi icerdigi, kag tekrar yaptigi, tekrarlarin ilgili dizide kaginci bazdan
basladigi ve tamamlandig1 belirlenmistir. 16452 EST dizisinin kisa siirede analizi yapilarak
tim tekrar bolgelerinin listesi ¢ikarilmig, analiz sonunda bulunan veriler excel formatinda
kaydedilmistir. DesignerPCR programi kullanilarak 75 ¢ift kok SSR primeri dizayn
edilmigtir. Tespit edilen primerin test edilmesi igin, TTG, AAC, CAT, ATG, GAT, GA
olmak tizere 6 farkli tekrar motifinden rastgele secilen 14 adet lokus primeri ile Sam
Biizgiilii (Vitis vinifera L.)’ {iziim ¢esidinde gergeklestirilen PCR analizlerinde ilgili lokus

bolgeleri basar ile ¢ogaltilmistir.

Bu tezde gelistirilen yazilim ile EST koleksiyonlarindan kisa siirede, maliyetsiz, kolay ve

basarili bir sekilde SSR bolgelerinin tespitini yapmak miimkiin olmustur.

Anahtar Kelimeler: Biyoenformatik Yazilim, EST, kok-SSR, Vitis spp.



Description of Grape Microsatellite Loci From EST (Expressed Sequence Tag) Data
Set Belongs to Ankara University Biotechnology Institute

ABSTRACT

SSR (Simple Sequence Repeat) isolation from plants is performed based on two
approaches, one of which is using genomic DNA libraries and the other is analyzing the
EST (Expressed Sequence Tag) data collections.

A large database for many plant type has been developed with the SSRs determined from
plant EST data. In this study, the stress-related root gene sequences belonging to the genus
Vitis in the NCBI (National Center for Biotechnology Information) databases have been
used and in order to make effective and rapid detection of SSR from EST collections,
"AUBiotek-EST-Analyzer" software was developed.

The EST collection, belonging to the stressed-roots of Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera
L.) grape numbered as TSeq_taxid = 29 760 that is placed in the NCBI database, has been
placed (by input) in "AUBiotek-EST-Analyzer" program in *. xml format, and the only
type of perfect repeat motif SSR regions were screened in this collection. With the
program, each EST sequence has been read in *.xml format and the repeats placed in
relevant sequence in the base length to be at least 12 are listed and the repeat area placed in
each EST sequence contains which motif, how many repeats are occurred, in which base
the repeats in relevant sequence started and completed have been determined. A list of all
repeat regions have been created by analyzing the 16452 EST sequence in a short time, and
the data were recorded at the end of the analysis in excel format. 75 double-roots of SSR
primers were designed using the DesignerPCR program. In order to test the identified
primer, the relevant locus regions have been succesfully accrued after the analysis of the
PCR that has been conducted on the 14 loci primers Sam Biizgiilii (Vitis vinifera L.) grape
variety selected randomly from 6 repeat motif composed of TTG, AAC, CAT, ATG, GAT,
GA.

Determination of SSR regions from EST collections has been achived in a short time, cost-

effective, simply and succesfully with the program developed within this study.

Key words: Bioinformatic software, EST, root-SSR, Vitis spp.
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1. GIRIS

Biyoenformatik kompleks biyolojik sorulara cevap vermek amaciyla biyolojik bilginin
paylasimi, diizenlenmesi ve analizi i¢in bilgi teknolojilerini kullanan bir disiplin olup
biyoloji ve bilgisayar biliminin bir birlesimi olarak adlandirilabilir. Kompleks biyolojik
sorunlar1 ¢c6zmek amaciyla bilgi sistem ve araglarini kullanarak, veritabanlarindan bilginin

elde edilmesini, diizenlenmesini ve depolanmasini saglar (Abd-Elsalam 2003).

Genom c¢aligmalart sonucunda elde edilen genom dizilerinin, bilgisayar ortamina
aktarilmasiyla birlikte olusturulan veritabanlar1 sadece dizilerle ilgili degil ayn1 zamanda
dizilerin elde edildigi organizmalar, olusturdugu protein yapilar1 ve fonksiyonlar1 hakkinda
da bilgi igerdigi i¢in 6nemli bir kaynak 6zelligini tasimaktadir. Bu veritabanlarindan en
kapsamlis1 NCBI (National Center for Biotechnology Information) olup, buradaki mevcut
veritabanlar1 sadece kendi biinyesindeki verilerle degil, farkli veritabanlarindan da elde
edilen veriler ile siirekli giincellenmektedir. Aragtirmalardan elde edilen sonuglarin anlaml
hale gelmesini saglayacak bilgisayar programlari kullanilarak olusturulan veriler, bu
veritabanlarinda bulunan araglarla daha once c¢alisilmis organizmalara ait Vverilerle
karsilagtirilabilir. Bu kapsamdaki calismalarin bilgisayar programlari ve veritabanlari
olmadan gergeklestirilmesinin  olanaksizliklari, biyoenformatik ¢aligmalar1 genom

arastiricilari igin vazgegilmez bir arag haline getirmektedir (Orug 2009).

Genom calismalarindaki artisa paralel olarak biyoenformatik kaynaklarinin arastiricilar
icin dogru ve kolay bir sekilde kullanimmin artmasi beklenmektedir. Ancak
biyoenformatik bilim dalinin 6zellikle son 15-20 yilda gelisiyor olmasi bu konuda ¢alisma
yapmak isteyen arastiricilart zorlamaktadir. Uygun programin tespiti ve bu programa
ulagsmadaki giicliikkler, program kullaniminda uzmanlasamama en Onemli sorunlar

arasindadir (Orug 2009).

EST (Expressed Sequence Tag) verileri genel olarak 200-500 bg¢ uzunlugunda cDNA
pargalari olup, gen tespiti i¢in hizli ve giivenilir bir bilgi kaynagi olmasinin yaninda bilinen
veya bilinmeyen genlerin ifade analizleri i¢in de kaynak olusturmaktadirlar (Adams vd
1991). Giinlimiizde bir¢ok bitki tiirii ve diger canli tiirleri i¢in EST dizilerinden belirlenen

SSRs (Simple Sequence Repeats) markorler ile genis bir veritabani olusturulmustur ve bu



veritabanlarinda bulunan EST verilerinden SSR tespit etmek amaciyla g¢esitli yazilim

platformlarinda analiz araglar1 gelistirilmistir (Sharma vd 2007).

Bu tezde stres uygulanmis Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera L.) tiziim ¢esidine kok EST
koleksiyonlar1 iizerinden galisilarak SSR tespiti yapan kullanici dostu ve degisik bitki
tirlerinde bu alana yonelik arastirmalarda kullanilabilecek bir program “AUBiotek-EST-
Analyzer” gelistirilmistir. Yazilimla iizim genetik tanimlamalarinda kullanilabilecek ve
stres genleri ile iliskilendirilebilecek SSR lokus ve bu lokuslara ait allel bolgelerinin

primerleri tespit edilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 SSR (Simple Sequence Repeat) DNA Markorler

Mikrosatellit veya SSR (Simple Sequence Repeat), 2—6 baz uzunlugunda kisa tekrar (AC,
AGC, GATA gibi) dizileri olup, yiiksek canlilarda genoma 6zgiinliikk gostermektedir (Litt
ve Luty 1989). Genotipler arasi allelik varyasyonlari replikasyon kaymasindaki
mutasyonlara vb. dayandirilan SSR markorler (Schlotterer ve Tautz 1992) genetik kimlik

calismalarinda 6nemli avantajlar saglamaktadir.

Gen kaynaklarmin molekiiler tanist dominant (Random Amplified Polymorphic DNA-
RAPD, Amplified Fragment Lenght Polymorphism-AFLP vb) markoérlerin kullanilmasiyla
yapilabilmesine karsin temel olarak SSR markorlere dayali olarak siirdiiriilmektedir.
PCR’a dayali diger tekniklere gore daha fazla bilgi igcermesi, ko-dominant ve kararlt
markor sistem olmasi, tekrarlanabilir ve otomasyona uygun olmasi, az miktarda DNA
gerektirmesi, yiiksek polimorfizm gostermesi ve ¢oklu allel verebilmesinden dolay1 ¢ok

kullanislt bir yontemdir (Powell vd 1996).

SSR markérler bitkilerde genetik kimlik belirleme, evrimsel gelisimin molekiiler analizi,
orijin belirleme, melezleme 1slahinda hibrit bitki tanisi, genetik haritalama ile markor
yardimu ile seleksiyon gibi degisik amaglara yonelik olarak kullanilmaktadir. Mikrosatellit
lokuslarmin tespiti genel olarak genomik DNA’dan ve EST (Expressed Sequence Tag)
koleksiyonlarindan yapilmaktadir. Genomik DNA’dan SSR tespiti masrafli ve zaman
kaybettiren bir yontemdir (Ellis ve Burke 2007). Bitki fonksiyonel genom bilimi projeleri
gergevesinde transkripsiyona giren ve girmeyen CDNA bélgelerinden (UTR — Untranslated
Region) tespit edilen EST’ ler tekrar bolgelerini de igermekte, SSR allellerinin

gelistirilmesinde veri kaynag1 olusturmaktadir.

SSR’ larin tekrar tiplerine gore siniflandirilmasi yapildiginda ise; SSR tekrarlar1 motif

dizinin genomdaki dizilisine gore 4 farkli gruba ayrilmaktadir.

1- Diizenli tekrar =Perfect repeat (Tek tip motif iceren SSR)
Ornek: CTCTCTCTCTCT

2- Birlesmis=Compound (iki farkl1 tip motif igeren SSR)
Ornek: CTCTCTCACACA



3- Diizensiz tekrar = Imperfect (Tekrar motifi arasinda tek bir baz igeren SSR)

Ornek: CTCTCTRCTCTCT

4- Kompleks yapida tekrar igeren SSR=Region of cryptic simplicity
Ornek: GTGTCACAGAGT

Mikrosatellit polimorfizmi (genetik farkliligi) bir lokusta degisik sayida tekrarlar igeren
allellerin bulunmasina baglidir. Mikrosatellit mutasyon oraninin her nesil igin 102 den 10
‘e kadar degisen oranlarda yliksek oldugu ve farkli tiirlerde mikrosatellit bolgelerinin
tekrar sayilarinda biiyiik farkliliklar gosterdigi bilinmektedir (Weber ve Wong 1993).
Polimorfizmler SSR boélgelerine komsu (=flanking) bélgelere 6zgii primerler dizayn
edilerek tanimlanmakta ve flanking bolgeler tiir icinde korunma egiliminde oldugu gibi
daha yiiksek taksonomik seviyelerde de korunmus olabilmektedir. Bir populasyon
icerisinde niikleotid dizi tekrarlarin sayisindaki degisiklik her mikrosatellit allellerinin
sayisindaki farkliliga sebep olmaktadir. Mikrosatellitler genetik c¢esitliligi belirlemedeki
kolaylig1 yiiziinden son yillarda en ¢ok kullanilan genetiksel yontemlerden biri olmustur.
Iki allel arasindaki tekrar sayis1 farki bireyler arasindaki farki vermektedir. Farkli bireylere
ait ayn1t DNA bolgesi lizerinde lokusun homozigot / heterozigot ayrimi ebeveynden almis
oldugu allellerden kaynaklanmakta ve SSR markdrlerin kodominatligi ise bunun tespitine

dayandirilmaktadir.

2.2 SSR Lokusu Izolasyon Stratejileri

Mikrosatellit izolasyonu temel olarak; klasik (small insert genomic) ve zenginlestirilmis
(enriched) DNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi, bu kiitiiphanelerin SSR tekrarlarina 6zgi
oligonukleotid isaretli problarla taranmasi, pozitif klonlara ait dizilerin belirlenmesi,
primer dizaynt ve PCR yapilmasi, polimorfizmlerin tanimlanmasi seklindedir. Ancak
izolasyonunun, etkinlik, zaman kayb1 ve maliyet bakimindan degerlendirilmesi sonucunda

farkl: stratejilerin gelistirildigini gérmek miimkiindiir. SSR izolasyon stratejileri;

1. Klasik (small insert genomic) DNA kiitiiphaneleri olusturma, 2. Zenginlestirilmis DNA
kiitiiphaneleri olusturma, 3. Veritabanlar1 (NCBI, dbETS vb) kullanilarak SSR (EST

kokenli vb) gelistirme olmak tizere genel olarak 3 baslikta siniflandirilabilir.



Geleneksel (1. ve 2.) mikrosatellit lokus izolasyonu, mikrosatellitce zengin genomlarda
kullanilmakta ancak diisiik mikrosatellit sikligi (mikrosatellitce fakir)’ na sahip tiirlerde
verimsiz olabilmekte ve elde edilen pozitif klonlarin sayisi %0.04 ile %12 arasinda
degismektedir (Zane vd 2002). Zaman alic1, pahali ve bilgi birikimi gerektiren arastirmalar
olan  gelencksel yontemlere ek olarak son yillarda EST kokenli SSR gelistirme
yontemlerinin 6n plana ¢iktigi goriilmektedir. Bu amagla izlenen strateji ise cDNA
kiitiiphanelerinin olusturulmasi, EST tespiti, bu EST lerin gen bankalarina sunulmasi ve

EST’lerden uygun biyoenformatik yazilimlarla SSR lokuslar1 gelistirilmesi seklindedir.

2.2.1 EST (Expressed Sequenced Tag) kokenli SSR lokus izolasyonu stratejisi

2.2.1.1 cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi ve EST tespiti

CDNA, reverse transkriptaz enzimi kullanilarak elde edilen bir DNA formudur. cDNA,
genomik DNA’ nin aksine sadece ifade olmus DNA dizisi icermektedir. cDNA klonunun
dizilenmesi ile birkag yiiz niikleotid uzunlugunda iki farkli EST dizisi belirlenmektedir.
cDNA’ nin protein kodlayan ve baslangi¢c kismindan elde edilen diziye “5' EST” adi
verilmektedir. Bu baslangi¢ dizileri tilirler arasinda korunmustur ve gen ailesi igerisinde
fazla bir degisiklik gostermemektedirler. cDNA geninin bitigine yakin kisimlardan elde
edilen diziye ise “3' EST” adi verilmektedir. Ikinci grup EST’ler ifade olmus dizinin 3'
ucuna yakin kisimlarindan elde edildiklerinden, daha c¢ok kodlama yapmayan ve
translasyonu olmayan dizileri igermektedir ve kodlama yapan bdlgelere gore tiirler

arasinda daha az korunmusluk gostermektedir [1].

Bir organizmaya, dokuya veya organa ait elde edilmis ¢cok sayida cDNA klonlar1 ile cDNA
kiitiiphaneleri olusturulur. Bu kiitiiphaneler genom c¢alismalarinda gen fonksiyonlarina
ulagsmak i¢in kullanilir. Bu kiitiiphanelerden elde edilen klonlarin dizi analizleri sonucu
ortaya ¢ikan EST’ ler (Expressed Sequence Tags), bilgisayar ortamina fonksiyonel gen
dizileri ve pargalar1 olarak aktarilarak cesitli biyoenformatik analizler i¢in veri olarak
kullanilmaktadir. Boylece cDNA kiitiiphanelerinden elde edilen EST’ ler bilinmeyen
genlerin tanimlanmasi ve yerlerinin tespit edilmesinde, gen ifadesi ve regiilasyonu
hakkinda veri toplanmasi ve genom haritalarinin olusturulmasi konusunda 6énemli bir veri

saglarken, biyoenformatik alanina ait kaynaklar ve analiz teknikleri kullanilarak bu



verilerden hizli, giivenilir bir sekilde istenilen sonuglara ulagilmaktadir (Orug 2009).
Gliniimiizde ¢ok sayida genom projesinin tamamlanmasi ile birlikte EST' lerin sayis1 hizla
artmistir ve daha fazla uygulama i¢in veritabaninda kullanilabilir hale gelmistir. Bu EST
veritabanlarindaki bilgilerin kullanimi sonucu bilinen genlerin homolojisi ile pek ¢ok
genin olast fonksiyonlarinin  tahmini mimkiin olmaktadir. ¢cDNA kiitiiphanelerinin
olusturulmasi ve EST dizisinin belirlenmesi i¢in takip edilen arastirma asamalar1 Sekil

2.1°de 6zetlenmistir.

il mAnA
H H H ﬂ ‘l, Bewarze Transkripta:

LB
M} DA

| DMA" min 2, Zindirinin sentezlenrmesi I-

| Gift fimcirli DM&

Sekil 2.1 cDNA kiitithanelerinin olusturulmasi ve EST dizileme akis semasi

Gilinimiizde bir ¢ok tiire ait genom tamamen dizilenmis durumdadir. Ancak bir ¢ok tiiriin
medikal ve tarimsal 6nemi bulunmadigindan heniiz genomik dizilenmesine Oncelik
verilmemektedir ve bunlarin temel gen dizi kaynagim1i cDNA’ lar saglamaktadir [2]. Bir
genin dizilenmesi ile olusturulan DNA dizisinin 200-500 niikleotid uzunlugunda kiigiik bir
pargasi [1] olan EST tespitine yonelik, dizileme projeleri ¢ok fazla sayida organizma igin
devam etmektedir. Elde edilen veriler EST veri tabanlarinda toplanmaktadir. Geligmis
bilgisayar stratejileri ile uzun veya kisa EST verilerinden gen tespiti, tek niikleotid
6



polimorfizmi, fonksiyonel genomik vb. analizler yapilabilmektedir (Nagaraj vd 2006).
Herhangi bir dizileme projesinin temel amaci genomik dizi elde etmek ve gen setinin
tamamini tanimlamak olsa da esas hedeflenen gen ifadesi olarak adlandirilan islemin ne
zaman, nerede ve nasil bir gene doniistiglinii anlamaktir. EST, bilinmeyen genleri
tanimlamaya yonelik baslangi¢ bilgisi olarak kullanilmakta ve teknolojideki gelismeler
araciligi ile bir geni tanimlamak i¢in gereken siire hizla azalmaktadir. EST, yeni genlerin
tespiti, gen ekpresyonu ve diizenlenmesinde veri elde etmek ve genom haritalama i¢in hizli

ve maliyetsiz bir aragtir.

2.2.1.2 EST gen bankalar1 ve EST analizi

Arastirmalarda, kamu kullanimina agik olacak sekilde, kullanighh olmalari, hizli sekilde
olusturulabilmeleri ve teknoloji yardimiyla diisiik maliyetleri olmasi nedeniyle EST
koleksiyonlar1 olusturulmaktadir. Bir EST olusturuldugunda gelistiriciler tarafindan
oncelikle Genbankasina (GenBank) sunulmaktadir. Bunlarin basinda ise NCBI biinyesinde
1992 yilinda kurulan dbEST veritaban1 gelmektedir. Bu veri tabani araciligi ile,
arastirmacilar EST verilerini saklayabilmekte, organize edebilmekte ve mevcut verilere
erisim saglayabilmektedir. Insan EST verisi disinda diger 300 organizmaya ait EST
verisinin bulundugu dbEST veritaban1 araciligi ile EST dizileri bilinen gen dizileri ile
BLAST gibi analiz araglari kullanilarak karsilastirilmakta boylece dizi benzerlikleri ve
fonksiyonlar tespit edilebilmektedir [1].

GenBankas1 (GenBank) dizi veritaban1 niikleotid dizileri ve bu dizilerin protein
translasyonlariin koleksiyonunun bulundugu veritabani 6zelliginde olup, NCBI (National
Center for Biotechnology Information) biinyesinde ayni zamanda EBI (European
Bioinformatics Institute) biinyesinde bulunan EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) veri kiitiiphanesi ve DDBJ (DNA Data Bank of Japan) ile de isbirligine
sahiptir. Genbank ve isbirligi yapilan veritabanlar1 100.000 den fazla farkli organizmadan
iiretilen dizileri igermekte olup hizla biiyliyen oranda genislemektedir ve her 10 ayda iki
kat dizi bilgisine sahip olmaktadir. Subat 2003 tarihi itibariyle 23 milyondan fazla dizide
29.3 milyar baz igerirken, Nisan 2011 tarihi itibariyle 198.1 milyondan fazla dizide
yaklasik 317,9 milyar baz icermektedir. Genbank kisisel laboratuvarlardan veri saglarken

bunun yaninda ¢ok biiyiikk boyutlarda dizileme yapabilen merkezlerden de veriler

7


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app116/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app44/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app35/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app37/

saglamaktadir. EST (Expressed Sequence Tag) koleksiyonlar1 GenBanka genelde biiyiik
dizileme merkezleri tarafindan sunulmaktadir [3, 4]. Genbanka web tabanli form olan
“Banklt” veya masaiistii uygulamasi “Sequin” ile veri sunulabilmekte, veri Genbanka
ulastiginda bu dizilere bir erisim numarasi1 verilmekte, ve diziler kalite kontrollerinden

gecirildikten sonra kullanima serbest birakilmaktadir [4].

Bir genin kopyasi olan mRNA birden fazla ifade edildiginden, bu mRNA' larin dizilenmesi
ile olusturulan EST' lerin sayisinda da buna bagli olarak fazlalik olabilmektedir. Diger bir
ifade ile, ayn1 EST' nin birden fazla kopyalar1 olusabilmektedir. Bu gibi fazlalik EST’ lerin
bulunmasi ve dizilerin iist iiste binmesinden dolayi, belirli bir EST arandigi zaman
birbirine benzeyen dizilerden arama yapmak durumunda kalinmaktadir. Tim bu EST
dizilerini incelemek arastiricilara zaman kaybettirmektedir. Bu gibi fazlalik ve dizi
cakismast durumlarimi ¢6ziimii ise NCBI biinyesinde 'Unigene' adinda olusturulan
veritabani ile saglanmaktadir. Bu veritaban1 Genbank dizilerini otomatik olarak tarayarak,
onlar1 gen olma ihtimali fazla olan ayni veritabaninda kopyasi veya herhangi bir pargasi
bulunmayan sadece birbirinden farkli dizilerin bulundugu veriye, yani unigene
doniistiirmektedir. Boylece kolaylikla karsilastirma yapilabilmektedir (Orug 2009). EST
analiz asamalar1 genel olarak Sekil 2.2 de gosterilmektedir. Sekil 2.2’den de anlasilacagi

tizere EST ler;

1. Ham EST dizilerinin kesilen veya maskelenen vektoér kontaminasyonu, diisiik degerlikli
diziler ve tekrar bolgeleri bakimindan kontrol edilmesi ile diisiik kaliteli, tek (singleton)
olan ve kisa dizilerin atilmasi,

2. Kiimelenen ve birlestirilen EST’lerden birlestirilmis dizi (contig) olusturulmast,

3. Homolog olan ve benzer fonksiyona sahip olan dizileri belirlemek icin DNA
veritabaninda benzerlik taramasi yapilmas,

4. Birlestirilmis dizilerin (Contiglerin) kavramsal translasyonu ile tahmini peptitlerin
belirlenmesi,

5. Tahmini fonksiyonlarin belirlenmesi i¢in protein veritabaninda benzerlik aramasi
yapilmasi, Sonuglarin gorsellestirilmesi ve yorumu ile fonksiyonel anlamlandirmanin

yapilmasi i¢in analizin genisletilmesi asamalarindan gegirilir (Nagaraj vd 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/handbook/A1237/def-item/app46/
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Sekil 2.2 EST analizindeki genel asamalar

Farkli organizmalara ait nemli EST veri kaynaklar1 (Nagaraj vd 2006) ise Cizelge 2.1°de

sunulmustur.



Cizelge 2.1 Onemli EST veri kaynaklari

Kaynak icerik Organizma

ApiEST-DB Ham veri Parazit
Apicomplexan
(Protista)

dbEST (NCBI) Ham veri Tiimi

Diatom EST Veritabani Ham ve kiime veri Diatom (Alg tiirii)

ESTree Ham ve kiime veri Seftali

Mantar Genom Projesi Ham veri Mantar

Bal Aris1 Beyin EST Projesi Ham ve kiime veri Bal Arist

Nematod EST (Sanger Enstitiisii)

Ham ve kiime veri

Parazit Solucan

NEMBASE Parazit Nematod ESTs

Ham ve kiime veri

Parazit Solucan

Parazit ve Serbest Yasayan Nematod EST Veritabani

Ham ve kiime veri

Solucan

Patojenik Mantar EST Veritabani

Patojenik Mantar

Mantar

Bitki Gen Arastirma (Kazusa DNA Arastirma Enstitiisii)

Ham veri

Heterojenik set

Bitki Genom Veritabani

Ham ve kiime veri

Bitki

Towa Universitesi Sigan EST Veritabani Ham veri Sican

The TIGR Gen Indeksi Ham veri ve gen Tiimii
indeksi

Unigene Veritaban1 (NCBI) Ham ve kiime veri Tilimi

2.3 EST ‘lerden SSR Tespit Etmek Amaciyla Gelistirilen Analiz Araglar

EST veritabanlarinda bulunan farkl: tiirlere ait EST koleksiyonlarindan SSR tespiti yapmak
amactyla farkl platformlarda hazirlanmig degisik veri tiirlerini analiz edebilen birgok SSR
tespit yazilimi gelistirilmistir (Sharma vd 2007). Her program kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlara sahiptir. EST’lerden SSR tespit etmek amaciyla kullanilan ©6nemli

veritanlar1 ve programlara yonelik ¢calismalar su sekilde 6zetlenebilir.

Abajian (1994) tarafindan gelistirilen “SPUTNIK”, SSR tespiti i¢in yaygin olarak
kullanilan hizl, etkili ve basit kullanim1 olan bir uygulamadir. FASTA formatinda veri
kullanilirken, 2 ile 5 tekrar uzunlugunda diizenli, diizensiz ve birlesmis tekrarlar tespit
etmektedir. Cikt1 olarak tablo formatinda SSR dosyasi veren yazilimin, Unix, Linux ve
Windows ortaminda ¢alisabilen versiyonlar1 bulunur. “SPUTNIK” arabidopsis ve arpanin

(Cardle vd 2000) da i¢inde bulundugu birgok tiirde SSR tespiti i¢in kullanilmigtir.

Agarwal vd (1994), “Repeat Pattern Toolkit (RPT)” ile C. Elegans 'in 3. kromozomunda
7000’inin iizerinde tekrar dizisi tanimlamis ve analiz edilen dizilerin yaklasik olarak

%12.3 {inilin tekrar bolgeleri icerdigini tespit etmistir.
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Benson vd (1999), 2000 bp’lik alanda SSR tespiti yapabilen “Tandem Repeats Finder
(TRF)” ile boyutlar1 3 kb ile 700 kb arasinda olan insan frataxin gen dizisi, insan § T cell
reseptor lokus dizisi ve iki maya kromozom dizisini analiz etmislerdir. Bu yazilim, tespit
edilen SSR’larda istatiksel analizler (motif uzunlugu, eslesme olasilig1, niikleotid eklenme-
silinme olasiligi, degiskenlik boyutu) ve siniflandirmalar (diizenli, diizensiz ve birlesmis
tekrarlari) yapabilmektedir. Linux platformunda ¢alisan yazilim Cin karidesinde de (Gao
ve Kong 2005) SSR tespiti i¢in kullanilmastir.

Kurtz vd (2001), hem on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip, masatistii versiyonu
cok biiyiik genomik dizilerle ¢alisabilen, sadece fasta formatinda veri kabul eden ve
BLAST’ a benzer formatta c¢ikti saglayan, istatiksel ve grafik analiz imkani veren

“REPuter” yazilimin gelistirmislerdir.

Temnykh vd (2001), “Simple-Sequence Repeat Identification Tool (SSRIT)” ile piringe
(Oryza sativa L.) ait 57.8 Mb boyutundaki dizi setinden farkli SSR dagilimlarin1 ve
sikliklarin1 arastirmiglardir. SSR bolgelerini 20 bazdan uzun ve 12 ile 20 baz uzunluk
arasinda olmak {izere tekrar motiflerine gore iki gruba aymrmuslardir. “SSRIT” dizideki
diizenli SSR’lan tespit etmek icin Perl script kullanmakta, tek niikleotid tekrarlarini
eleyerek 2 ile 10 baz uzunlugunda tekrarlar1 bulmaktadir. Cikti olarak tablo formatinda
SSR dosyast verirken, bir dizinin analizini yapmak i¢in web tabanli versiyonu oldugu gibi
masaiistii versiyonu da kullanilabilmektedir. Castelo vd (2002), agik kaynak kodlu, hem
on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip diizenli, diizensiz ve birlesmis tekrarlar
tespit edebilen, sadece fasta formatinda veri kabul eden, ayn1 zamanda primer dizayni da
yapabilen “Tandem Repeats Occurrence Locator (TROLL)”  yazilimin
gelistirmiglerdir. Sreenu vd (2003), web tabanli versiyonu bulunan ve yalnizca diizenli
tekrarlar1 tespit edebilen “Microsatellite Analysis Server (MICAS)” yazilimini

gelistirmislerdir.

Thiel vd (2003) tarafindan gelistirilen “MISA” diizenli, diizensiz ve birlesmis SSR lar
tanimlar, analiz yapilirken fasta formatinda veri gerektirir. Cikt1 olarak bulunan tekrarlarin
ve Ozet bilgilerin yer aldig1 bir dosya vermekte olup Perl skript olarak yazilmistir. Yazilim
primer tespit yazilimi olan “ Primer3” {iin yiiklenmesi ile primer tasarlayabilme
Ozelliklerinede sahiptir. SSR tanimlamak igin gelistirdikleri “MISA” yazilimi ile 24.595

EST dizisi iceren arpa EST koleksiyonunu analiz ederek 1.856 SSR tanimlamislar ve en
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¢cok 3 baz tekrar motifi tespit etmislerdir. MISA, degisik arastiricilar tarafindan SSR
tanimlamak amaciyla kullanilmistir.  Karayosunu (Stackelberg vd 2006) ve kahve
(Aggarwal vd 2006) bu tiirlerin basinda gelmektedir.  Stackelberg vd (2006)
Physcomitrella tiiriine ait EST koleksiyonundan MISA ile 3.723 adet SSR tanimlamuslar,
2.951 SSR igin primer dizayn etmislerdir. Aggarwal vd (2006) ise 2.553 adet dizi igeren
kahve EST koleksiyonundan MISA ile 425 adet SSR tespit etmisler, en ¢ok bulunan

motifin AG ve AAG oldugu sonucuna ulasmiglardir.

Kolpakov vd (2003), hem on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip, platform
bagimsiz, farkli veri formatlarini kabul eden, diizensiz ve birlesmis SSR tekrarlar tespit
edebilen ayn1 zamanda primer dizayn edebilen “mreps” yazilimim gelistirmistir. Parisi vd
(2003), hem on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip, diizenli, diizensiz ve birlesmis
SSR (perfect, imperfect ve compound) tekrarlar tespit edebilen, biiyiik genomik dizilerle
caligabilen, platform bagimsiz, sadece fasta formatinda veri kabul eden “Search for
Tandem Repeats in Genomes (STRING)” yazilimini gelistirmislerdir. Bizzaro vd (2003)
ise platform bagimsiz, indirilebilir python script olarak hazirlanmis, istatiksel analiz

saglayan “Poly” yazilimimi gelistirmislerdir.

Gao vd (2003), “SSRFinder” yazilimi ile 85 Mb boyutundaki 4 6nemli bitki tiiriiniin
(piring, bugday, musir, soya fasulyesi) EST koleksiyonundan 1-6 baz uzunlugundaki
motifleri aragtirmak i¢cin SSR analizi yapmustir. Piringte 11.81 kb, bugdayda 17.42 kb, soya
fasiilyesinde 23.80 kb ve musirda 28.32 kb EST-SSR siklig1 tespit etmislerdir. En ¢ok
bulunan SSR tipi olarak triniikleotid (3 baz tekrar motifi) tekrarlarin varligi saptanirken,
bugday icin tespit edilen 597 SSR icin dizayn edilen primerlerden 497 tanesi ile PCR
yapilabilmis ve bu primerlerden 255 tanesi de piring, soya fasiilyesi ve misirda
kullanilabilmistir. Bu da karsilastirmali haritalama ve homolog gen klonlama
caligmalarinda SSR bolgelerine 6zgii primerlerin yakin bitki tiirleri arasinda yiiksek oranda

geciskenligini gostermistir.

Delgrange vd (2004), hem on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip, platform
bagimsiz “Search for Tandem Approximate Repeats (STAR)” yazilimini, Reneker vd
(2004) ise 3 ile 1000 baz uzunulugunda DNA dizilerinde bulunan tekrar bdlgelerini
bulmak i¢in web server (ACMES) gelistirmistir. Uygulama ¢apraz tiirler arasinda

korunmus tekrar dizilerini kesfetmek icinde kullanilabilme 6zelligini géstermektedir.
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Nicot vd (2004) , “SSR Search” ile, 170.746 dizi igeren bugday EST koleksiyonundan
3.530 adet SSR tespit etmis, bu SSR bdlgeleri i¢in %74 iine primer dizayn edebilmis ve

%70 inden iirlin elde edilebilimistir.

Robinson vd (2004), Jewell vd (2006) tarafindan gelistirilen “SSRPrimer” SSR tespiti
yapmak ve Primer dizayn etmek ic¢in Sputnik ile Primer3 kombinasyonundan olugmaktadir.
Cikt1 olarak SSR listesi ve Primerleri tablo halinde vermektedir. Gelistirilen bu yazilim,
turunggil (Chen vd 2006), nane (Lindgvist vd 2006), ¢ilek (Keniry vd 2006), Sclerotinia
(Winton vd 2007) ve Eragrostis curvula (Cervigni vd2008) tiirlerinde SSR tespiti i¢in

kullanilmustir.

Jayashree vd (2005) tarafindan yer fistiginda SSR tespiti i¢in kullanilan “RepeatFinder”,
SSR tespitini dort agsamada yapmaktadir. Yazilimin girdisi tim genom veya dizi setidir.
Cikt1 olarak her sinifta birlestirilmis tekrarlarin sayisini ve tekrar siniflarin1 vermektedir.
Sadece SSR degil tiim uzunluktaki tekrarlari tespit edecek sekilde dizayn edilen yazilim
Unix veya Linux’ ta calismaktadir. Perez vd (2006), “Tandem Repeats Finder” ile,
Litopenaeus vannamei EST koleksiyonundan SSR tespiti yapmislar ve EST’ lerin %3.8
inde SSR tespit edilmistir. Bunlardan 206 adeti i¢in primer sentezlenmis ve 112 primer

iriin vermistir.

Singan vd (2005), sadece masaiistii versiyonu bulunan, Perl script olarak hazirlanmis,
PhredPhrap ve Primer3 ile kombinasyon saglayabilen, diizensiz ve birlesmis tekrarlar
tespit edebilen “MicrosatDesign” yazilimmi gelistirmislerdir. Karaca vd (2005) ise hem
on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip, ¢oklu veri formatini1 kabul eden, istatiksel
analiz saglayan diizenli, diizensiz ve birlesmis (perfect, imperfect ve compound) tekrarlari

tespit edebilen “Exact Tandem Repeats Analyzer (E-TRA)” yazilimini gelistirmiglerdir.

Thurston vd (2005), hem on-line hem de masaiistii versiyonlarina sahip, Perl script olarak
hazirlanmis, diizensiz ve birlesmis (imperfect ve compound) tekrarlari tespit edebilen,
coklu veri formatin1 kabul eden, ek script ile istatiksel analiz saglayan “msatminer”

yazilimin gelistirmislerdir.

Faircloth (2008), indirilebilir python script olarak hazirlanmis, diizenli, diizensiz ve
birlesmis tekrarlar1 tespit edebilen, *.csv formatinda ¢ikt1 saglayabilen, primer dizayni

yapabilen, platform bagimsiz “msatcommander” yazilimini gelistirmislerdir. Kofler vd
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(2007), sadece masaiistlii versiyonu bulunan, perfect, imperfect ve compound tekrarlari
tespit edebilen, istatiksel analiz saglayan, platform bagimsiz “SciRoko” yazilimini
gelistirmislerdir. Mudunuri vd (2007), sadece masaiistii versiyonu bulunan, diizenli ve
birlesmis tekrarlar1 tespit edebilen, primer dizayni yapabilen, istatiksel analiz saglayan

“Imperfect Microsatellite Extraction (IMEX)” yazilimini gelistirmistir.

EST verileri de kullanilarak gelistirilen 6nemli on line SSR veritabanlar1 ile EST’ lerden
SSR tespitinde yaygin olarak kullanilan analiz programlarina (Sharma vd 2007) ait bilgiler

sirastyla Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3’de sunulmustur.

Cizelge 2.2 Bazi on-line SSR veritabanlari

Veritabam adi Tiir Veritabam I¢cerigi

Mouse Microsatellite

Database of Japan Fare 6119 SSR koleksiyonu igerir.

(MMDBJ)

Simple-Sequence Repeat i SSR 1 it 670t ve detavls bileiler iceri

Database (SSRD) nsan ara ait 6zet ve detayl bilgiler igerir.
Insan genomunda bulunan 1-16 tekrar birimli

Satellog Insan perfect tekrarlari igeren katalog
bulunmaktadir.

Microsat2006 Insan Insan SSR katalogu bulunmaktadir.

Moleculer Mycology SSR
Database

9 mantar genomu

Mantar genomundaki 1-6 tekrarlari igerir.

EuMicroSatdb

31 dkaryotik genomu

Fiziksel clusterlar1 ve kompleks tekrarlari da
iceren SSR lar bulunmaktadir.

11 kromozom i¢in a¢iklamalari bulundugu
dosyalar1 ve insan-dizi verisinden 1-2000 bp

TRBase Insan uzunlugunda perfect ve imperfect tekrarlari
icerir.
Tamamen dizilenmis 5 Genomik konuma, boyuta ve dizi igerigine
InSatdb . ) A
bdcek genomu gore SSR bilgisi saglar.
SSR koleksiyonu ile birlikte SSR” lara ait
enome.ucsc.edu adresinden primerleri igerir, kullanicinin dizi
TRDB g ' ' kaynaklarimi gériintiilemeye, kullanicinin

veri aktarir

kendine ait verisini (100 MB) saklamaya ve
diizenlemeye imkan saglar.
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Cizelge 2.3 Populer SSR tespit araglari

Analiz programinin adi \L/J\;egb ('I\?:tlfia Platform 32?) ;’/:l:Sl Diger ozellikler
Tandem Repeats Finder (TRF) |var |var |Bagimsiz |Pr, Ip, C |Fasta | -
REPuter Var | Var - - Fasta |Istatiksel analiz, grafik
Simple-Sequence Repeat
|dentification Tool (SSRIT) Var |Var |Bagimsiz |Pr Fasta | Perl script
Tandem Repeats Occurrence
Locator (TROLL) Var | Var - Pr, Ip, C | Fasta | Primer dizayni
Microsatellite Analysis Server
(MICAS) Var Yok - Pr - -
MISA Perl script, Istatiksel

Yok | Var Bagimsiz | - Fasta | analiz, primer dizayni
mreps Var Var Bagimsiz | Pr, Ip, C | Coklu | Primer dizayni
Search for Tandem Repeats in
Genomes (STRING) Var Var Bagimsiz | Pr, Ip, C | Fasta -
Pol Pyhton script, Istatiksel

y Yok Var Bagimsiz - analiz
Search for Tandem
Approximate Repeats (STAR) | \/5, Var Bagimsiz i} i}
Perl script, PhredPhrap

MicrosatDesign ve Primer3 ile

Yok |Var - Pr,Ip,C | - kombinasyon
Exact Tandem Repeats
Analyzer (E-TRA) Var Yok - Pr, Ip, C | Coklu | Istatiksel analiz

. Perl script, Istatiksel
msatminer Var Var - Pr, Ip, C | Coklu |analiz
Pyhton script, .csv

msatcommander formatinda ¢ikti, Primer

Yok Var Bagimsiz | Pr, Ip,C | - dizayn
SciRoko Yok Var Bagimsiz |Pr,Ip,C | - Istatiksel analiz
Imperfect Microsatellite Primer Dizayni
Extraction (IMEXx) Yok |var | - Pr.ip | - istatiksel analiz

* Pr (Diizenli tekrar =Perfect repeat), C (Birlesmis=Compound), Ip (Diizensiz tekrar SSR= Imperfect ), Rcs

(Kompleks yapida tekrar igeren =Region of cryptic simplicity)

2.4 Primer Dizaym icin Kullanilan Araglar

Primer, DNA sentezi i¢in bir baslangi¢c noktasi saglayan niikleik asit dizisidir. DNA

replikasyonu igin gerekli olan DNA polimeraz, ortama yeni bir niikleotid eklenmesi ile

islem yapabilir. Polimeraz, replikasyonu primerin 3’-ucunda baslatir [5]. Basarili bir DNA
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dizileme islemi i¢in uygun primer dizayni en énemli adimdir. Primer dizayni i¢in gesitli

biyoenformatik araglar Cizelge 2.4, 2.5’ te sunulmustur (Abd-Elsalam 2003).

Cizelge 2.4 Baz1 On-line primer dizayn araglari

Arac adi Ozellikler Web adres
CODEHOP Dejenere primer dizayni: Siralanmamis http://blocks.fhcrc.org/codehop.html
dizileri kabul eder
Gene Fisher Standart veya Dejenere primer dizayni: http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/
Siralanmamus dizileri kabul eder genefisher/
DoPrimer Kolay sekilde primer dizayni ve DNA http://doprimer.interactiva.de/
dizileme yapar
Primer3 Kapsamli primer dizayni http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/ primer3_www.cgi
Primer Niikleotid dizisinden primer dizayn http://alces.med.umn.edu/rawprimer.html
Selection
Web Primer Dizileme veya PCR amagh primer dizaym1 | http://genome-www2.stanford.edu/cgi-bin/
SGD/web-primer
PCR Dizi mutasyon analizi http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_ht
Designer ml/primer.html
Primo Pro 3.4 | PCR yanlig baglanmalarim azaltma http://www.changbioscience.com/primo/pr
imo.html
Primo Tek bir peptid dizisi veya http://www.changbioscience.com/primo/pr
Degenerate niikleotid/protein dizi siralamaya dayali imod.html
3.4 primer dizayni
PCR Primer Dizileme veya PCR amagh primer dizayn1 | http://pga.mgh.harvard.edu/servlet/org.mg
Design h.proteome.Primer
The Primer Orijinal niikleotid dizisi ve istenen amino http://www.med.jhu.edu/medcenter/primer
Generator asit dizisi analizi ve primer dizayni /primer.cgi
PRIMO Ileri ve geri primer tahmini http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/
primo.html3
http://atlas.swmed.edu/primo/primo_form.
html
PrimerQuest | Primer dizayn etme aract http://www.idtdna.com/biotools/primer_qu
est/primer_quest.asp
MethPrimer Metlilasyon PCR i¢in primer dizayni http://itsa.ucsf.edu/~urolab/methprimer/ind
ex1.html
Rawprimer Primer se¢me aract http://alces.med.umn.edu/rawprimer.html
MEDUSA Otomatik primer segme ve gorsel http://www.cgr.ki.se/cgrfMEDUSA/
degerlendirme
The Primer Tamamen otomatik primer dizayn yazilimi | http://www-nmr.cabm.rutgers.edu/
Prim'er bioinformatics/Primer_Primer_Project/Pri
Project mer.html
GAP Genom boyunca otomatik primer bulma http://promoter.ics.uci.edu/Primers/
sunucusu
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Cizelge 2.5 Baz1 Masaiistii primer dizayn araglari

Yazilim Ad1

Ozellikler

Web adresi

PrimerSelect

Template DNA dizi analizi ve DNA
dizileme i¢in primer se¢imi

www.dnastar.com

Primer Premier 5

Windows ve Power Macintosh igin
primer dizayn

http://www.premierbiosoft.com/primerdesig
n/primerdesign.html

Primer Premier:

Windows ve Power Macintosh igin
kapsamli primer dizaynm

http://www.premierbiosoft.com/

dizaynm

NetPrimer Primerlerin kapsamli analizi http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer.h
tml
Avrray Designer 2 Mikroarray i¢in hizli ve etkili primer | http://www.premierbiosoft.com/dnamicroarr

ay/dnamicroarray.html

GenomePRIDE
1.0

DNA-array i¢in primer dizayni

http://pride.molgen.mpg.de/genomepride.ht
ml

yazilimi

Fast PCR Microsoft Windows’ a 6zgii bir¢ok http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-
PCR ve dizileme uygulamasi 1_html/manual.htm
OLIGO 6 Mac ve Windows i¢in primer analiz http://www.oligo.net/

Primer Designer 4

DNA veya protein molekiiliiniin
hedef bolgesi i¢in optimal primer
bulma

http://www.scied.com/ses_pd5.htm

GPRIME Primer dizayni i¢in yazilim http://life.anu.edu.au/molecular/software/gp
rime.htm
Sarani Gold Mikroarray ¢aligmalari i¢in otomatik | http://mail.strandgenomics.com/products/sar
olarak genis boyutlarda dizayn ani/
yazilimi
PCR Help Primer dizayni ve analizi http://www.techne.com/CatMol/pcrhelp.htm

Genorama chip
Design Software

Genotipleme i¢in gerekli olan tiim
programlari igeren yazilim

http://www.asperbio.com/Chip_desin_soft.h
tm

Primer Designer

PCR reaksiyonlari i¢in ideal
primerleri tanimlamaya izin veren,
oldukea giiclii, cok kolay kullanimli

http://genamics.com/expression/primer.htm

Primer Premier

PCR igin otomatik dizayn araci,
dizileme veya hibridizasyon probu,
dejenere primer, Nested primer
dizayni, restriction enzim analizi

http://www.biotechniques.com/freesamples/
itembtn21.html

PrimerDesign

DOS-program ortaminda
oligoniikleotid prob veya PCR i¢in
primer se¢imi

http://www.chemie.unimarburg.de/%7Ebec
ker/pdhome.html
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Program hazirlama asamasinda Kullanilan yazilimlar

3.1.1.1 Visual Basic 2010 Express

Microsoft Visual Studio 2010 Express ailesinin bir pargasi olan Visual Basic 2010
Express, her seviyedeki Windows gelistiricisinin, temel ve daha iist seviyedeki ayarlari
kullanarak 06zel uygulamalar yaratmak i¢in yararlanabilecegi licretsiz bir ara¢ setidir.
Visual Basic, .NET Framework tabanli Windows uygulamalari yaratmak i¢in hizli ve
kolay bir yol sunar. NET Framework hedefleyen tiim programlar gibi, Visual Basic' te
yazilan programlar da giivenlik ve dil konusunda birlikte calisabilme 6zelliginden

faydalanir [6].

Tez konusu olan “AUBiotek-EST-Analyzer” programinin yazilimi i¢in kullanilmstir.

3.1.1.2 DesignerPCR

Jim Hudson vd (Research Genetics, Inc.) tarafindan gelistirilen “DesignerPCR”,
arastirmalarda kullanilan primerlerin dizayni i¢in en ¢ok kullanilan parametreler dikkate
alinarak hazirlanmis ve bu parametrelerin olduk¢a esnek bir sekilde belirlenebilmesini
saglayan bir primer sentezleme progranudir. ileri (forward) ve geri (reverse) primerleri,
GC igeriklerini, dimer, sa¢ tokasi ve erime sicaklik yapilar1 gibi parametreleri dikkate

alarak dizayn eder ve ¢ikt1 olarak birgok istatistiksel verisi saglar.

Tespit edilen SSR lokuslarinin test edilmesi i¢in kullanilan primerlerin dizayni i¢in

kullanilmistir.

3.1.2 AUBIotek-EST-Analyzer program

Bu ¢aligma kapsaminda Visual Basic 2010 Express kullanilarak, bir EST koleksiyonunda
bulunan tiim diizenli (perfect) SSR bolgelerinin kolay, hizli ve etkin sekilde tespiti igin

gelistirilmis olan programdir.
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3.1.3 EST koleksiyonu

Iki farkli arastirma grubu tarafindan ortaklasa Cabernet Sauvignon iiziim ¢esidinin stres
uygulanmis koklerinden gelistirilen ve NCBI, dbETS veri tabaninda 29760 tax-id ile
yayinlanmis 16.452 adet gen dizisi (Cizelge 3.1) EST koleksiyonu olarak kullanilmustir.

Cizelge 3.1 Kullanilan EST koleksiyonuna ait arastirma grubu ve yayn bilgisi

Arastirma grubu

Yaymn

SUBMITTER-1
Name: Ergul A
Lab: Central Lab

Institution:  Biotechnology Institute,
Ankara University

Address: Merkez Laboratuvari, Rektorluk Binasi
Arkasi, 06100 Ankara, Turkey

Tel: +90-312-2225816

Fax: +90-312-2225872

E-mail: ergul@agri.ankara.edu.tr

SUBMITTER-2

Name: Cushman JC

Lab: Department of Biochemistry

Institution:  University of Nevada
Address: MS200, Reno, NV 89557-0014, USA

Tel: 775-784-1918
Fax: 775-784-1650
E-mail: jcushman@unr.edu

PubMed ID: 21592389

Title: Identification of tissue-specific,
abiotic stress-responsive gene
expression patterns in wine grape (Vitis
vinifera L.) based on curation and mining
of large-scale EST data sets

Authors: Tillett,R.L., Ergul A,
Albion,R.L., Schlauch,K.A., Cramer ,G.R.,
Cushman,J.C. Citation: BMC Plant
Biol. 11 (1): 86 2011

Genel veri (*.xml) yapist:

<TSeqSet>

<TSeg>

<TSeq_seqtype value="nucleotide" />
<TSeq_gi>XXXXXXXXX</TSeq_gi>
<TSeq_accver>FCXXXXXX.X</TSeq_accver>
<TSeq_sid>gnl|[dbEST|XXXXXXXX</TSeq_sid>

<TSeq_taxid>29760</TSeq_taxid>
19



mailto:ergul@agri.ankara.edu.tr
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21592389
mailto:jcushman@unr.edu

<TSeq_orgname>Vitis vinifera</TSeq_orgname>
<TSeq_defline>, mMRNA sequence</TSeq_defline>

<TSe(_sequenCe>ATCG....cccceevrvernnrennnnns </TSeq_sequence>

3.1.4 Bitki materyali

Arastirmada tespit edilen kok SSR primerlerinden 6 farkli motife ait 14 adet lokus primeri

Sam Biizgiilii tiziim ¢esidi kullanilarak test edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 SSR tespiti i¢cin kullamlan EST koleksiyonu

SSR tespiti i¢in kullanilacak olan EST koleksiyonu http://www.ncbi.nlm.nih.gov internet

adresinden *.xml formatinda (arama parametresi “retmode = xml”) saglanmistir.

3.2.2 EST koleksiyonundan SSR tespiti ve primer dizaym

NCBI veritabaninda yer alan TSeq taxid = 29760 numarali EST koleksiyonu *.xml
formatinda AUBiotek-EST-Analyzer programina (Sekil 3.1) input edilerek (Sekil 3.2) bu
koleksiyonda bulunan diizenli tekrar (tek tip motif igeren) SSR bolgeleri taranmistir (Sekil
3.3). Program ile EST koleksiyonunda bulunan her bir EST dizisi *.xml formatinda
okunup, ilgili dizide bulunan tekrarlar en az 12 baz uzunlugunda olacak sekilde listelenmis,
EST dizisinde bulunan her bir tekrar bolgesinin hangi motifi igerdigi, ka¢ tekrar yaptigi,
tekrarlarin ilgili sekansta kaginci bazdan basladigi ve bittigi gosterilmistir (Sekil 3.4).
16452 EST dizisinin tamaminin 2, 3 ve 4 bazlik diizenli (perfect) tekrar iceren SSR
lokuslarinin tespiti 12 saniyede (Standart diziistii bilgisayar ozellikleri: Intel® Core™2
Duo 2.53 GHz CPU, 2.96 GB RAM, 7200 RPM 300 GB HDD) yapilarak tiim bu tekrar
bolgelerinin listesi ¢ikarilmig, analiz sonunda bulunan veriler excel formatinda
kaydedilmistir ~ (Sekil 3.5). Excel dosyasindan c¢alisilmak istenilen tekrar motifleri
stiziilmiis ve (Sekil 3.6) ilgili EST dizileri primer dizayn etmek {izere segilmistir (Sekil
3.7).
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i

K OEEEES

|EST |s5R_| ncal |

Sekil 3.1 AUBIotek-EST-Analyzer programi ana ekrani

Diizenle = Yeni klasor

|5 Kigiler “ ad Degjistirme tarihi
1 Lync Kayitlan
| jg Masatisti
[l Mazigim
|_E Resimlerim
i+ Sk Kullanilanla
| Tracing
| Videolanm
M Bilgisayar
Gy
Denetim Masast

1. 75 PRIMER VERILERI 13.02.201216:50
vitis-viniferaxml 13.02.2010 14:58

12/ Geri Déndgam Ki
|/ TKDK KURUMSAI
| TKDK2011
|/ BROKSEL
L DENETIM 7 4 | v

EEYO: cnFileDizlogl = [ml Dosyalan -mi) -

Sekil 3.2 EST koleksiyonunun programa yiiklenmesi
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GAGAGATTGAACATCAAAAGACAGGTC TAAGAAGACGC TC AAGGATGATATGAGCCAAGACAA
TCAGACAGGACGAC ACCATCAAAAC AGTACGAAAAATGAGACGGATCATTT TGAGACAAGTAC
CCTTACTGAGGAAC ATGGACATCCAATTGGT TCTGAGAATATTTGC TACTCCTCTGATGGGAG
CCTGAATAGCAACAAGAGGLARAAATACAGE TCACCTCCCAATGGCAAGCATAACTC TGGAAA
CATTTTTCGGATCCGTCTGCCTC TCCAAAGGC ACAAAGATC TAGAAGT GC TACCCAGC AAAGG
ACAGCCTTGCTCTGCCCT TGATGTCTTTGTGCAAGAGATGTGCGATCTTGCTCC
TACACCTGGL. GGAGAACATCTCTGTTTTGCTTCCGG

i

IR NE /16452 | b bl | K

TSeq_tadid TSeq_orgname

TSeq_defline: -
|

anlidbESTIS 1614539 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER75C12-2 VWM Vitis vinfera cONA clone VWM_AER75C12 5' sim D

anlidbESTIS 1614538 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5A03-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5ADS 5' similar

anlidbESTIS 1614537 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5C12-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5C12 5' similar

anlidbESTIS 1614536 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5C10-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5C10 5' similar

anlidbESTIS 1614535 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER11E05-2 VWM Vitis vinfera cONA clone VWM_AER1T1ED5 5' sim

anlidbESTIS 1614534 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5C03-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5C0S 5' similar

anlidbESTIS 1614533 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5F10-2 VWM Vitis vinifera cONA clone YWWM_AERSF10 5' similar

anlidbESTIS 1614532 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER11D05-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AER11005 5’ sim

anlidbESTIS 1614531 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVVWM_AERS5H08-2 VWM Vitis vinfera cONA clone VVM_AER5HDE 5 simila

anlidbESTIS 1614530 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5B12-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5B12 5' similar

anlidbESTIS 1614529 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5B10-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5B10 5' similar

anlidbESTIS 1614528 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER5B03-2 VWM Vitis vinifera cDNA clone VWM_AERS5B0S 5' similar

anlidbESTIS 1614527 | 29760 Vitis vinfera

sT7aVWM_AER11C05-2 VWM Viis vinfera cONA clone VWM_AER11C05 5' sim

—maLreTIEtRaERR | AnTRn [T -

STTIAMA AFPIE 7 YA i e SPAA e VA AR A7 EY i

»

GAGAGATTGAACATCAAAAGAC AGGTC TAAGAAGACGC TCAAGGATGATATGAGCCAAGACAA
TCAGACAGGACGACACCATCAAAACAGTACGAAAAATGAGAC GGATCAT T T TGAGACAAGTAC
CCTTACTGAGGAACATGGACATCCAATTGGT TCTGAGAATATTTGCTACTCCTCTGATGGGAG
CCTGAATAGCAACAAGAGGCAAAAATACAGC TCACCTCCCAATGGLAAGC ATAACTCTGGAAA
CATTTTTCGGATCCGTCTGCCTCTCCAAAGGCACAAAGATC TAGAAGTGC TACCCAGCAAAGG
ACAGCCTTGCTCTGLCC TGATGTCTTTGTGCAAGAGATGTGCGATCTTGCTCC
TACACCTGGC GGAGAACATCTCTGTTTTGCTTCCGG

-

P41 116452 | b Bl |4 X

’4&

ETS_id figur figur_uzunlulc baslangic

161777286 kY

161777286 35

161777274 e

161777274 13

161777274

161777256

161777256

161777256

161777256

AAG
AGA
CcTC
TCC
T
AAG
AAG
AGA
AGA
GAA

161777256

161777256 | GAA

16172180

16172180

BSOS R RBREERER

16172183 | C

Sekil 3.4 SSR icerdigi tespit edilen EST dizileri
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e
8 - - = =
Aragtir
|
| GAGAGATTGAACATCAAAAGACAGGTC TAAGAAGACGC TCAAGGATGATATGAGCCAAGACAA 4
TCAGACAGGACGACACCATCAAAACAGTAC! TGA( \GTAC 1
CCTTACTGAGGAACATGGACATCCAATTGGT TCTGAGAATATTTGCTACTCCTCTGATGGGAG XML Dosya Ag
CCTGAATAGCAACAAGAGGCAAAAATACAGC TCACCTCCCAATGGCAAGCATAACTCTGGAAA
CATTTTTCGGATCCGTCTGCCTCTCCAAAGGCACAAAGATCTAGAAGTGC TACCCAGCAAAGG 16451
ACAGCCTTGCTCTGCCCTGGGAAGGAC TGATGTCTTTGTGCAAGAGATGTGCGATCTTGCTCC
TACACCTGGCA(
SSRBul
M Masatisti » v |42 Wl Ara: Masausto pel
KAYDET
Dazenle v Yeni klasor @
b5 Sk Kullanilanlar Kitaphklar
Sistem Klasord
| 4 B Masaist
b [ Kitaphiklar Umut Kibar
EST | SR |NCBI = : Sistem Klasori
4 A Umut Kibar
Lo > )l AppDete —_—
» 161777286 ilgisayar
b Q Aramalar */ Sistem Klasori
2 161777286 @ Bag >
14 |161777274 b |} Belgelerim e
14 161777274 . 16C Sistem Klasord
12 161777274 3 j Kargidan Yiklemeler ] P
2 161 | Kaydedilen Oyunlar
2 161777256 Dosya Adr:  tez-vitisxs v
2 |161777256 Kayit i )
32 161777256
32 161777256
32 161777256 |l (s Kiasorleri Gizle
42 161721831
42 161721831
2 |we2en [crT |4 143 [1s¢ |2 |cTT... |aecass.. | |

Sekil 3.5 SSR igerdigi tespit edilen EST dizilerinin excele kaydedilmesi

Girig Ekle Sayfa eni Formuller Veri
B Accessten L_‘El I:PI Badlantilar 31 K Temizie E‘E E}- @ a "15 %r
23 Web'den | & Ozellikler | T Yeniden Uygula === = = e He=s
%Me(mdgn Diger . V?’ﬂ\ﬂﬂ TDMGHE B %i Sirala Filtre Y[Geh - MEtﬂlSthU_H\HIH Yinelenenleri 'VEH . Birlestir ~ _Durum . Gruplanmr Gf:lb:l Alt
Kaynaklardan =  Baglantilar | Yenile gl i smis ‘ Déniistir Kaldr  Dogrulama Cozamlemesi Coz* Toplam
Dis Veri Al Baglantilar Sirala ve Filtre Uygula Veri Araglan Anahat
HB - | ccrecteeTeeTeet
4 A [ 8 T ¢ T o T e [ F T & ] [
1id  [~|evsid [~[figur [~|figur_u/~|baslang - |bitis [|uzunlul~|dizi [~lest_dizi
4] adanzyesiala 3 34 s 12 AAGAAGAAGAAG ATTTGGGAGAAGGAAGACGAAGA
Zgen ayasiraia 3 35 a6 12 AGAAGAAGAAGA ATTTGGGAGAAGGAAGACGAAGA
Renge Gore Sirala N 118 129 12 CTCCTCETCCTC GAGGGCTCTCTCATICTCTCTCTTA
; 3 115 130 12 TCCTCCTECTCC GAGGECTCTCTCATICTCTCTCTTA
K figur Fittresini Temizle
3 17 131 1sccectectecteet JeacascTeTercaTTeTCTCTCTTA
Renae srerine E! 103 123 21 AAGAAGAAGAAGAAGAAGAAG GCAAAGCCATACAATCTCAGATAT
Metin Eitreleri ! 229 240 12 AAGAAGAAGAAG GCAAAGCCATACAATCTCAGATAT
[ara EIE 104 121 18 AGAAGAAGAAGAAGAAGA GCAAAGCCATACAATCTCAGATAT
B 230 241 12 AGAAGAAGAAGA GCAAAGCCATACAATCTCAGATAT
3 105 122 18 GAAGAAGAAGAAGAAGAA GCAAAGCCATACAATCTCAGATAT
@3 231 42 12 GAAGAAGAAGAA GCAAAGCCATACAATCTCAGATAT
4 141 152 12 TICTTTCTTTCT GGCAAAGATTTCAGCCCAAGCAAL
4 142 153 12 TCTITCTTTCTT GGCAAAGATTTCAGCCCAAGCAAL
4 143 154 12 CTTTCTTTCTTT GGCAAAGATTTCAGCCCAAGCAAS
a 140 151 12 TITCTTTCTTTC GGCAAAGATTTCAGCCCAAGCAAL
3 544 555 12 AAGAAGAAGAAG CCTTAACAGTGCCGTGGTTGCTGA
“lls 69 S 15 ATTTTATTTTATTTT TCACAATAGAAGCTTCCAGCTCTG
3 106 17 12 CTCCTCCTCCTC GGAATCGAATCCAATTAATTTCCC]
Tam _ 3 107 118 12 TCCTCCTECTCC GGAATCGAATCCAATTAATTTCCC]
L) 66 161721807 1GG ) 238 219 12 TGGTGGTEGTGG GTCAAGCGTGCTCTGCTCTCTCCG
|22| 71 161721802 GGT 3 98 109 12 GGTGGTEGTGGT GACGCECAACAAGGAGTTTCTTA
|23 71 161721802 GTG 3 EE) 110 12 GTGGTGGTGGTG GACGCECAACAAGGAGTTTCTTA
e 78 161721795 AGA 3 13 2 12 AGAAGAAGAAGA AATTTGTCTAATAGAAGAAGAAGA
|2 78 161721795 TCCT 4 568 579 12 TCCTTCCTTCCT AATTTGTCTAATAGAAGAAGAAGA
2 89 161721784 TGA 3 496 507 12 TGATGATGATGA GAGCTTTTGAATGATGTGAAGGCT]

Sekil 3.6 Istenilen tekrar motifinin segilmesi

23



Gifis  EKe  SaffaDizeni  Fomiller | Veri | GozdenGegi  Gornam
] Access'ten By ~ (Bl Badlantiiar & Temizle = > g LANSIR NS

i'.’\.‘eh den iy — @ B'J 2 % Yeniden Uygula BB = ;;] J:’EI E? 3 fi= ﬂJ

< retingen . Dider | Varolan | Tuming U L Metni SOtunlara Yinelenenleri  Veri Birlestic  Durum  Gruplandn Grubu Al
] Kaynaklardan = Baglantilar | Yenile smis Dogrulama Cozimlemesi Coz~ Toplan]

Dis Veri Al Baglantilar Sirala ve Fittre Uygula Veri Araglan Anahat
HE - J=| CCTCCTCCTCCTCCT
A B € D F G | H

|1 e [-]eTsid [v|figur [¥figur u=|bastan{=|bitis |v|uzuniui~ dizi ~ ast_dizi

78 254 161721619 AGC 3 245 256 12 AGCAGCAGCAGC TTCTACTCCAACCATTCGGTTTC]
95 287 161721586 AGC 2 495 506 12 AGCAGCAGCAGC AACGCTTTGTGCAGTTGGGGGEA!
340 854 161721019 AGC 3 277 291 15 AGCAGCAGCAGCAGC GGGGTCCCTCGATGCTGGTCAG
384 867 161721006 AGC 3 2 58 15 AGCAGCAGCAGCAGC ATCATGCACTCATTACAGACAG:
353 911 161720962 AGC 3 65 76 12 AGCAGCAGCAGC TTGACATTTCTCTTTCATCTCGCA
a20 1105 161720768 AGC 3 249 281 33 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGT ACAAACTAAAACCCAACCTTTT!
612 1610 161720263 AGC 3 377 391 15 AGCAGCAGCAGCAGC TCAAAACATTTCCCACAGCAAG
676 1733 161720080 AGC 3 80 91 12 AGCAGCAGCAGC GACCATCTCCTTCCCTTGACATT]
713 1864 161720009 AGC 3 188 199 12 AGCAGCAGCAGC CTTGATGTGAAGAAGCTACAG!
761 1939 161719934 AGC 3 12 126 15 AGCAGCAGCAGCAGC ACCAAACAGAAGTTTACTCTGA
787 1985 161719888 AGC 3 70 81 12 AGCAGCAGCAGC TTCCCTTGACATTTCTCTTTCAT!
738 2025 161719848 AGC 3 133 153 21 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC CTTTCTCTCTCTACTTTCCTCTCT)
818 2059 161719814 AGC 3 355 366 12 AGCAGCAGCAGC ACAAACCCAATTCCTCCTCTCT
827 2060 161719813 AGC 3 136 147 12 AGCAGCAGCAGC ATCTCTGCATCTAGCCATGGCG
948 2340 161719533 AGC 2 110 124 15 AGCAGCAGCAGCAGC AAATCGAAAATACAAGTACAL
990 2470 161719403 AGC 3 12 123 12 AGCAGCAGCAGC ARAAATCGAAAATACAGGTA
1002 2508 161719365 AGC 3 73 84 12 AGCAGCAGCAGC AATTCTCTCCCTTTCTCTTTIGTC]
1019 2549 161719324 AGC 2 575 586 12 AGCAGCAGCAGC TGGGAGCACTGTAGTAGAGACA
1067 2722 161719151 AGC 3 131 151 21 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC TTCTCTCTCTACTTTCCTCTCTA
1349 3516 161718357 AGC 3 102 113 12 AGCAGCAGCAGC TCCTCGTTGCTCTCTCGTTCTETC|
1435 3746 161718127 AGC 2 123 143 21 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC TCTACTTTCCTCTCTCAATTCTG!
1452 3837 161718036 AGC 3 70 81 12 AGCAGCAGCAGC TITCATATGAAGTTCTCTTTTTCT|
1505 4019 161717854 AGC 3 235 as7 12 AGCAGCAGCAGC TCTGCTAAAAGAGAACTTCTTT
1540 4116 161717757 AGC 3 29 40 12 AGCAGCAGCAGC GAGATCCCCATTTTTGTAGGATY
1613 4271 161717602 AGC 3 115 126 12 AGCAGCAGCAGC GGCTAGGAGGATCTCCTCGTTG
1704 4580 161717293 AGC 3 166 177 12 AGCAGCAGCAGC AGCCCAACATGTACCCTGATTTT
1717 4608 161717265 AGC 3 132 152 21 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC TTTCTCTCTCTACTTTCCTCTCTA
1764 4747 161717126 AGC 3 599 610 12 AGCAGCAGCAGC TTTCAGCGAGACTGCGGAAAAT
1819 4937 161716936 AGC 3 90 122 33 AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC TCACATTCAAAACTGAGTAGA
1868 5123 161716750 AGC 3 638 649 12 AGCAGCAGCAGC GTTCATTCGGTGCCTGATTCGCC|
1935 5382 161716491 AGC 3 407 418 12 AGCAGCAGCAGC GAGAGCCTCACACTCGATTAGG
2095 5878 161715995 AGC 3 73 87 15 AGCAGCAGCAGCAGC ATTTAACTCTTTTTCATTTCTCTC]
2238 6179 161715694 AGC 3 384 398 15 AGCAGCAGCAGCAGC GCAGGGGCTCCATCAAGATCAG
2360 6921 16171 GC 64 g 15 AGCAGCAGCAGCAGC TGCATGTGETGCTGGTGTGGCT!

Sekil 3.7 Istenilen tekrar motifini iceren EST dizilerinin segilmesi

311 adet EST dizisinden asagida belirtilen primer se¢me kriterleri dikkate alinarak
DesignerPCR programi (Sekil 3.8) 75 lokusa primer olusturulmus bunlar 14 adet lokus

primeri PCR amplifikasyonu i¢in kullanilmistir.

Primer Secme Parametreleri

Minimum Primer Uzunlugu: 20

Maksimum Primer Uzunlugu: 22

Minimum Primer Tm: 50 C

Maksimum Primer Tm: 60 C

Primer Tm Varyansi £ 1 C
Minimum GC igerigi: %35
Maksimum GC igerigi: %65
Primer Konsantrasyonu: (uMol) 50

Tuz Konsantrasyonu: (mMol) 50

Minimum Uriin Uzunlugu: 100 baz

Maksimum Uriin Uzunlugu: 300 baz

Arama Tipi : Tekrar Bolgesi Etrafinda
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Sag tokast >= 4,Dimerler i¢in Tm >= 22, 3'/kalip homoloji >= 5, 3' dimerler >= 2 olan

diziler elenmistir.

{B DesignerPCR = <

ATTTGGGAGAAGGAAGACGAAGAAGACGAGAAARAGAAGAAGAAGATCTGAGAAGATGTAC ﬂ [
GGATTCACGAGCGTGAGCAGCAAAGGAGACCTAGAAGAGGGAACTCTCTACCCTGGICTCA
GCTATGGAGAGAACGAGCTCCGITGGGETTTCATTCGCAAGGTCTATGGCATCTITGGCCGC
CCAGATCCTCCTCACCACCCTCGTCTCTTCCTTCACCGTCCTICTACTCTCCCCTCAACCTT
CTTCTCAGGGGCAATTCCGGCCTTCTCTTGTTCCTTATCTTCTTGCCCTTCATCTTGTTGT
GGCCACTTCATGTGTATCAGCAAAGGCATCCTCTGAACCTCATTTTICCTCGGACTTTITCAC
TGIGTCCATGAGTCTCACCGTTGGAGTGAGCTGTGCTAAGACAGATG

Recommended Primer Pairs

FORWARD : REVERSE: LENGTH: |

5' -TTTGGGAGARAGGAAGACGAA-3' 5'-CCCCTGAGAAGAAGGTTGAG-3"' 254 -

5' -TTTGGGAGAAGGAAGACGAA-3!' 5 ' -AGGGGAGAGTAGAGGACGGT-3! 236

5 ' -TTGGGAGAAGGAAGACGAAG-3"' 5'-CCCCTGAGAAGAAGGTTGAG-3' 253

5' -TTGGGAGAAGGARAGACGAAG-3"' 5'-AGGGGAGAGTAGAGGACGGT-3"' 235 hd
Status: Auto Adjust Fixed | [ Edit Start End
DONE! 54 primer pairs identified. ‘ None ‘ None ‘ Off ‘ 114 ‘ 414 ‘

Sekil 3.8 Belirlenen EST dizileri i¢in primer dizayn edilmesi

3.2.2.1 Algoritma

Programin tekrar bolgelerini bulmak i¢in gergeklestirdigi adimlar su sekilde 6zetlenebilir:

Adim 1: Girdi
Girdi 1: *.xml formatta SSR tespiti yapmak istenilen EST seti.
Girdi 2: EST setinde SSR tespiti i¢cin hangi EST den baslanacagi ve bitecegi.
Girdi 3: En az ve en ¢ok kag baz tekrar aranma bilgisi.
Adim 2: Kosul
Tekrar arama kosulu 1: Girdi 3 bilgilerine gore dizi igerisinde en az 12 baz
uzunlugunda tekrar var m1?

Tekrar arama kosulu 2: Tekrar bolgesi tek bir baz ¢esidi mi igeriyor?
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Adim 3: Dongii
Dongii: Girdi 1 i¢in segilen Girdi 2 de yer alan her dizi i¢in Girdi 3 taramasi.
Adim 4: Cikt1
Cikt1: Tekrar arama kosulu 1 i¢in listele, degilse Dongii, Tekrar arama kosulu 2 i¢in

listeleme ve dongii.

3.2.3 Primerlerin test edilmesi

Bu amagla Sam Biizgiilii tizim ¢esidinden DNA izolasyonu yapilmigtir. Farkli tekrar
motiflerinden 14 lokusa ait primerler [TTG (Vvr 1, Vvr 2), AAC (Vvr 3, Vvr 5, Vvr 6, Vvr
8 R), CAT (Vvr 9, Vvr 10), ATG (Vvr 20, Vvr 21), GAT (Vvr 37, Vvr 38), GA (Vvr
58, Vvr 59)] kullanilarak PCR ve agaroz goriintiilerin alinmasi asagidaki sekilde

uygulanmigtir.

3.2.3.1 DNA izolasyonu ve dl¢iimleri

DNA izolasyonlar1 Sam Biizgiilii iziim ¢esidine ait koklerden asagida metot agiklamasi
verilen Lefort vd (1998) yontemine gore yapilirken, DNA kalite ve miktar olgtimleri

%1°lik jel ve Nanodrop ND-1000 spektrofotometre kullanilarak yapilmistir.

* Kok s1vi azotla ezildi,
* 100 mg alinarak 2 pl ependorf tiiplere aktarilds,
* Tiiplerin iizerine 1 ml DNA ekstraksiyon soliisyonu eklendi,
* 65 °C’de arasira ¢alkalanarak 15 dk bekletildi,
* 0,5 ml kloroform/isoamil alkol (24:1) karisimi eklenerek, 30 dk buz iizerinde bekletildi,
* Oda sicakliginda, 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi,
» Ust s1v1, temiz bir ependorf tiipe aktarilds,
» Uzerine 0,8 ml isopropanol eklendi,
» Ornekler, 15-20 dk buz iizerinde tutularak 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi,
» Ust s1v1 tekrar yeni bir ependorf tiipe aktarildi,
* Pellet (alt kat1) iizerine 1 ml % 70’lik ethanol eklenerek, 14.000 rpm’de 2 dk santrifiij
edildi,
* DNA, 50-100 pl H,O’da ¢oziildi,
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* Her 100 pl icin 1 pl RNase-A eklenerek, 37 °C’de 15 dk bekletilerek, RNA uzaklastirildi.

Izolasyon ¢ozeltisi (50 ml igin);

2 ml TRIS (50 mM, pH 8,0)

4 ml EDTA (50 mM, pH 8,0)

10 ml LiCl (4M)

19gCTAB (% 1)

2 gPVP (% 2)

0,5 ml TWEEN 20 ( % 0,5)

%0,2 B-Mercapto Ethanol

Kloroform/isoamil alkol; (24:1) (hacim: hacim)
RNase-A (Applichem); 100mg/ml

3.2.3.2 PCR reaksiyonlarmin hazirlanmasi ve PCR

PCR reaksiyonu; 15-200 ng DNA, 5 pmol ileri (forward) primer, 5 pmol geri (revers)
primer, 0.5 mM toplam dNTP, 0.5 {inite Go Taqg DNA Polymerase (Promega) (1,5 mM
MgCl; igermekte), 3 ul buffer (5x buffer) olmak tizere 15ul’de gergeklestirilmistir.

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan PCR programi:
1.94°C’ de 3 dk., 2. 94 °C’ de 1 dk., 3. 50-55 °C’de 1 dk., 4. 72 °C’ de 2 dk., 5. 72 °C’ de

10 dk olmak tizere toplam 35 dongii olarak uygulanmistir. PCR sonrasi lokuslara ait PCR

tirtinleri %2’lik agaroz jelde elektoforeze tabii tutulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 AUBiotek-EST-Analyzer Programu ile Tespit Edilen SSR Bolgeleri
AUBIotek-EST-Analyzer Programi ile yapilan SSR analizi sonucunda elde edilen AAC,

ATG, CAT, GA, GAT, TTG motiflerini i¢eren 311 adet SSR lokusu Cizelge 4.1 de

sunulmustur.

Cizelge 4.1 Tespit edilen SSR tekrar bolgeleri

EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi1 | Uzunlugu | Tekrar Dizisi
161721491 |AAC |3 430 441 |12 AACAACAACAAC
161720014 |AAC |3 435 446 |12 AACAACAACAAC
161717699 |AAC |3 478 489 |12 AACAACAACAAC
161717604 |AAC |3 170 181 |12 AACAACAACAAC
161716272 |AAC |3 122 133 |12 AACAACAACAAC
161716208 | AAC |3 404 415 |12 AACAACAACAAC
161715383 |AAC |3 482 496 |15 AACAACAACAACAAC
161715185 |AAC |3 614 625 |12 AACAACAACAAC
161714817 |AAC |3 619 630 |12 AACAACAACAAC
161714779 |AAC |3 20 31 12 AACAACAACAAC
161714323 |AAC |3 106 117 |12 AACAACAACAAC
161713692 |AAC |3 321 335 |15 AACAACAACAACAAC
161710166 |AAC |3 460 471 |12 AACAACAACAAC
161707118 |AAC |3 413 430 |18 AACAACAACAACAACAAC
161721474 |ATG |3 223 234 |12 ATGATGATGATG
161720815 |ATG |3 375 386 |12 ATGATGATGATG
161720810 |ATG |3 413 424 |12 ATGATGATGATG
161720479 |ATG |3 476 487 |12 ATGATGATGATG
161720479 |ATG |3 506 517 |12 ATGATGATGATG
161720416 |ATG |3 518 529 |12 ATGATGATGATG
161720293 |ATG |3 610 621 |12 ATGATGATGATG
161720037 |ATG |3 98 109 |12 ATGATGATGATG
161719820 |ATG |3 214 228 |15 ATGATGATGATGATG
161719689 |ATG |3 684 695 |12 ATGATGATGATG
161719604 |ATG |3 44 55 12 ATGATGATGATG
161719255 |ATG |3 167 178 |12 ATGATGATGATG
161719198 |ATG |3 482 493 |12 ATGATGATGATG
161718903 |ATG |3 614 625 |12 ATGATGATGATG
161718799 |ATG |3 500 511 |12 ATGATGATGATG
161718588 |ATG |3 574 585 |12 ATGATGATGATG
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi

161718541 |ATG |3 81 92 12 ATGATGATGATG
161717588 |ATG |3 663 674 |12 ATGATGATGATG
161717351 |ATG |3 541 552 |12 ATGATGATGATG
161715983 |ATG |3 625 639 |15 ATGATGATGATGATG
161715399 |ATG |3 231 242 |12 ATGATGATGATG
161715395 |ATG |3 15 29 15 ATGATGATGATGATG
161715208 |ATG |3 375 386 |12 ATGATGATGATG
161714991 |ATG |3 90 101 |12 ATGATGATGATG
161714885 |ATG |3 312 323 |12 ATGATGATGATG
161714798 |ATG |3 491 502 |12 ATGATGATGATG
161714477 |ATG |3 160 171 |12 ATGATGATGATG
161714444 | ATG |3 482 493 |12 ATGATGATGATG
161713931 |ATG |3 538 549 |12 ATGATGATGATG
161713534 |ATG |3 77 97 |21 ATGATGATGATGATGATGATG
161713352 |ATG |3 206 220 |15 ATGATGATGATGATG
161713119 |ATG |3 222 233 |12 ATGATGATGATG
161713111 |ATG |3 243 257 |15 ATGATGATGATGATG
161712851 |ATG |3 152 163 |12 ATGATGATGATG
161712371 |ATG |3 530 541 |12 ATGATGATGATG
161711772 |ATG |3 115 126 |12 ATGATGATGATG
161711219 |ATG |3 480 494 |15 ATGATGATGATGATG
161710377 |ATG |3 290 304 |15 ATGATGATGATGATG
161709092 |ATG |3 131 142 |12 ATGATGATGATG
161708680 |ATG |3 138 149 |12 ATGATGATGATG
161708506 |ATG |3 351 362 |12 ATGATGATGATG
161708281 |ATG |3 21 35 15 ATGATGATGATGATG
161707809 |ATG |3 95 115 |21 ATGATGATGATGATGATGATG
161706786 |ATG |3 230 241 |12 ATGATGATGATG
161706094 |ATG |3 236 250 |15 ATGATGATGATGATG
161705727 |ATG |3 366 377 |12 ATGATGATGATG
161705667 |ATG |3 327 341 |15 ATGATGATGATGATG
161721771 |CAT |3 256 267 |12 CATCATCATCAT
161721639 |CAT |3 191 202 |12 CATCATCATCAT
161721491 |CAT |3 20 34 |15 CATCATCATCATCAT
161721304 |CAT |3 74 88 15 CATCATCATCATCAT
161721147 |CAT |3 72 92 |21 CATCATCATCATCATCATCAT
161720870 |CAT |3 78 95 18 CATCATCATCATCATCAT
161720870 |CAT |3 207 218 |12 CATCATCATCAT
161720547 |CAT |3 163 174 |12 CATCATCATCAT
161720433 |CAT |3 292 312 |21 CATCATCATCATCATCATCAT
161720433 |CAT |3 319 330 |12 CATCATCATCAT
161720014 |CAT |3 25 39 15 CATCATCATCATCAT
161719709 |CAT |3 40 51 12 CATCATCATCAT
161719631 |CAT |3 62 79 18 CATCATCATCATCATCAT
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi

161719452 |CAT |3 155 169 |15 CATCATCATCATCAT

161719114 |CAT |3 11 22 12 CATCATCATCAT

161718847 |CAT |3 75 89 15 CATCATCATCATCAT

161718788 |CAT |3 85 111 |27 .CIEQZ.CIEATCATCATCATCATCATCA

161718245 |CAT |3 638 652 |15 CATCATCATCATCAT

161717836 |CAT |3 550 561 |12 CATCATCATCAT

161717699 |CAT |3 32 46 15 CATCATCATCATCAT

161717340 |CAT |3 78 89 12 CATCATCATCAT

161717172 |CAT |3 170 181 |12 CATCATCATCAT

161716935 |CAT |3 632 643 |12 CATCATCATCAT

161716454 |CAT |3 632 643 |12 CATCATCATCAT

161716383 |CAT |3 58 69 12 CATCATCATCAT

161715700 |CAT |3 44 61 18 CATCATCATCATCATCAT

161715383 |CAT |3 36 50 |15 CATCATCATCATCAT

161715302 |CAT |3 68 82 15 CATCATCATCATCAT

161713223 |CAT |3 298 318 |21 CATCATCATCATCATCATCAT

161712752 |CAT |3 232 255 |24 _CI_ATCATCATCATCATCATCATCA

161712624 |CAT |3 70 84 |15 CATCATCATCATCAT

161711924 |CAT |3 88 99 12 CATCATCATCAT

161711860 |CAT |3 15 29 15 CATCATCATCATCAT

161711386 |CAT |3 73 87 15 CATCATCATCATCAT

161711230 |CAT |3 81 92 12 CATCATCATCAT

161710520 |CAT |3 259 270 |12 CATCATCATCAT

161710447 |CAT |3 80 100 |21 CATCATCATCATCATCATCAT

161710245 |CAT |3 88 99 12 CATCATCATCAT

161710166 |CAT |3 14 28 15 CATCATCATCATCAT

161708266 |CAT |3 188 199 |12 CATCATCATCAT

161707814 |CAT |3 453 467 |15 CATCATCATCATCAT

161707500 |CAT |3 211 222 |12 CATCATCATCAT

161707096 |CAT |3 74 88 15 CATCATCATCATCAT

161707087 |CAT |3 20 31 12 CATCATCATCAT

161707081 |CAT |3 58 69 12 CATCATCATCAT

161706850 |CAT |3 16 30 |15 CATCATCATCATCAT

161705632 |CAT |3 57 68 12 CATCATCATCAT

161705473 |CAT |3 36 53 18 CATCATCATCATCATCAT
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161721665 |GA 2 1 30 |30 GAGAGAGA

161721580 |GA 2 498 511 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161721574 | GA 2 5 24 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161721286 | GA 2 48 59 12 GAGAGAGAGAGA

161721220 |GA 2 64 85 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi

161721084 | GA 2 10 25 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161721079 |GA 2 48 59 12 GAGAGAGAGAGA

161721060 | GA 2 17 32 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161720951 | GA 2 98 115 |18 GAGAGAGAGAGAGAGAGA

161720880 |GA 2 34 47 14 GAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161720730 |GA 2 39 62 |24 GA

161720325 |GA 2 101 112 |12 GAGAGAGAGAGA

161720178 |GA 2 8 19 12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161720006 |GA 2 1 4 |34 GAGAGAGAGAGA

161719953 |GA 2 30 49 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161719936 | GA 2 3 18 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161719894 | GA 2 332 343 |12 GAGAGAGAGAGA

161719844 | GA 2 28 39 12 GAGAGAGAGAGA

161719742 | GA 2 140 153 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161719577 |GA 2 19 32 14 GAGAGAGAGAGAGA

161719493 | GA 2 129 150 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161719135 |GA 2 2 31 |30 GAGAGAGA

161719093 |GA 2 150 161 |12 GAGAGAGAGAGA

161719048 |GA 2 26 47 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161719009 |GA 2 49 66 18 GAGAGAGAGAGAGAGAGA

161718451 |GA 2 17 36 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161718277 |GA 2 1 24 |24 GA

161717951 |GA 2 9 24 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161717900 | GA 2 2 17 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161717794 | GA 2 89 100 |12 GAGAGAGAGAGA

161717669 | GA 2 8 19 12 GAGAGAGAGAGA

161717558 | GA 2 26 47 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161717518 | GA 2 28 45 18 GAGAGAGAGAGAGAGAGA

161717458 |GA 2 2 21 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161717449 |GA 2 5 16 12 GAGAGAGAGAGA

161717142 |GA 2 1 22 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161717060 |GA 2 57 72 16 GAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161717045 |GA 17 46 |30 GAGAGAGA

161716971 |GA 15 30 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161716875 | GA 24 35 12 GAGAGAGAGAGA

31




EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi

161716766 | GA 2 30 43 14 GAGAGAGAGAGAGA

161716643 | GA 2 7 18 12 GAGAGAGAGAGA

161716441 | GA 2 119 132 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161716364 | GA 2 6 21 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161716286 |GA 2 9 28 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161716218 |GA 2 31 62 |32 GAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161716055 |GA 2 24 55 |32 GAGAGAGAGA

161716036 |GA 2 32 45 14 GAGAGAGAGAGAGA

161715945 |GA 2 28 45 18 GAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161715897 |GA 2 1 30 |30 GAGAGAGA

161715865 | GA 2 37 52 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161715859 | GA 2 32 47 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161715825 | GA 2 37 48 12 GAGAGAGAGAGA

161715593 | GA 2 38 49 12 GAGAGAGAGAGA

161715562 | GA 2 30 49 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161715534 | GA 2 9 24 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161715130 |GA 2 50 61 12 GAGAGAGAGAGA

161715123 |GA 2 31 46 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161715114 |GA 2 33 46 14 GAGAGAGAGAGAGA

161714934 |GA 2 7 22 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161714766 |GA 2 30 45 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161714559 |GA 2 652 669 |18 GAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161714465 | GA 2 32 32 GAGAGAGAGA

161714449 | GA 2 16 14 GAGAGAGAGAGAGA

161714244 | GA 2 17 28 12 GAGAGAGAGAGA

161714037 |GA 2 41 54 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161714006 |GA 2 17 28 12 GAGAGAGAGAGA

161713912 |GA 2 147 160 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161713566 |GA 2 189 202 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161713471 |GA 2 1 14 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161713105 |GA 2 23 38 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161712898 |GA 2 35 50 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161712795 |GA 2 12 35 |24 GA

161712664 |GA 2 1 12 12 GAGAGAGAGAGA

161712616 |GA 2 40 51 12 GAGAGAGAGAGA

161712511 |GA 2 148 161 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161712488 | GA 2 24 37 14 GAGAGAGAGAGAGA

161712335 |GA 2 151 162 |12 GAGAGAGAGAGA

161712327 |GA 2 10 23 14 GAGAGAGAGAGAGA
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi

161711946 | GA 2 1 20 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161711904 |GA 2 1 12 12 GAGAGAGAGAGA

161711903 | GA 2 182 195 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161711873 |GA 2 47 64 |18 GAGAGAGAGAGAGAGAGA

161711783 |GA 2 23 34 |12 GAGAGAGAGAGA

161711737 |GA 2 50 61 12 GAGAGAGAGAGA

161711398 |GA 2 5 20 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161711315 |GA 2 40 51 12 GAGAGAGAGAGA

161711152 |GA 2 135 154 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161710692 |GA 2 1 20 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161710604 | GA 2 37 48 12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161710479 |GA 2 30 59 |30 GAGAGAGA

161710398 | GA 2 40 53 14 GAGAGAGAGAGAGA

161710289 | GA 2 9 24 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161710278 | GA 2 46 59 14 GAGAGAGAGAGAGA

161710192 |GA 2 20 31 12 GAGAGAGAGAGA

161710083 |GA 2 26 41 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161710068 |GA 2 143 164 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161709875 |GA 2 15 42 |28 GAGAGA

161709752 |GA 2 16 35 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161709442 |GA 2 19 30 |12 GAGAGAGAGAGA

161709289 |GA 2 12 23 12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161709208 | GA 2 50 73 |24 GA

161709152 | GA 2 4 15 12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161708951 | GA 2 38 61 |24 GA

161708883 | GA 2 25 46 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161708842 | GA 2 32 43 12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161708805 | GA 2 38 61 |24 GA

161708528 |GA 2 62 73 12 GAGAGAGAGAGA

161708440 |GA 2 8 19 12 GAGAGAGAGAGA

161708418 |GA 2 31 46 16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161708342 |GA 2 9 20 |12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161708330 |GA 2 6 29 |24 GA

161708221 |GA 2 1 12 12 GAGAGAGAGAGA

161708162 | GA 2 85 100 |16 GAGAGAGAGAGAGAGA

161707969 | GA 2 173 192 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi

161707561 | GA 2 55 68 14 GAGAGAGAGAGAGA

161707472 | GA 2 1 20 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161707447 | GA 2 1 42 |42 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161707028 | GA 2 68 87 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706993 |GA 35 46 12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706891 |GA 55 78 |24 GA

161706829 |GA 34 47 14 GAGAGAGAGAGAGA

161706814 |GA 21 34 |14 GAGAGAGAGAGAGA

161706794 |GA 33 54 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706724 |GA 84 97 14 GAGAGAGAGAGAGA

161706595 | GA 2 4 25 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706567 | GA 2 5 26 |22 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706520 | GA 2 341 360 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706445 | GA 2 3 28 |26 GAGA

161706437 | GA 2 10 29 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706145 | GA 2 5 16 12 GAGAGAGAGAGA

161706070 |GA 2 17 36 |20 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161706021 |GA 2 39 62 |24 GA

161705884 |GA 2 50 61 12 GAGAGAGAGAGA

161705624 |GA 49 60 |12 GAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161705515 |GA 2 1 42 |42 GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

161705422 |GA 2 1 52 |52 GAGAGAGA

161721764 |GAT |3 739 750 |12 GATGATGATGAT

161721474 | GAT |3 225 236 |12 GATGATGATGAT

161720815 |GAT |3 374 385 |12 GATGATGATGAT

161720810 |GAT |3 412 423 |12 GATGATGATGAT

161720479 |GAT |3 475 486 |12 GATGATGATGAT

161720479 |GAT |3 505 516 |12 GATGATGATGAT

161720440 |GAT |3 230 241 |12 GATGATGATGAT

161720416 |GAT |3 517 531 |15 GATGATGATGATGAT

161720037 |GAT |3 97 108 |12 GATGATGATGAT

161719923 |GAT |3 235 246 |12 GATGATGATGAT

161719825 |GAT |3 552 563 |12 GATGATGATGAT
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi
161719820 |GAT |3 213 227 |15 GATGATGATGATGAT
161719604 |GAT |3 43 54 |12 GATGATGATGAT
161719346 |GAT |3 521 532 |12 GATGATGATGAT
161719198 |GAT |3 481 492 |12 GATGATGATGAT
161719165 |GAT |3 429 440 |12 GATGATGATGAT
161718541 |GAT |3 80 91 12 GATGATGATGAT
161718225 |GAT |3 391 402 |12 GATGATGATGAT
161717588 |GAT |3 662 673 |12 GATGATGATGAT
161717351 |GAT |3 540 554 |15 GATGATGATGATGAT
161716917 |GAT |3 239 250 |12 GATGATGATGAT
161715983 |GAT |3 627 641 |15 GATGATGATGATGAT
161715785 |GAT |3 350 361 |12 GATGATGATGAT
161715481 |GAT |3 441 452 |12 GATGATGATGAT
161715399 |GAT |3 233 244 112 GATGATGATGAT
161715395 |GAT |3 14 28 15 GATGATGATGATGAT
161715208 |GAT |3 374 388 |15 GATGATGATGATGAT
161715148 |GAT |3 559 570 |12 GATGATGATGAT
161714991 |GAT |3 89 100 |12 GATGATGATGAT
161714885 |GAT |3 311 325 |15 GATGATGATGATGAT
161714477 |GAT |3 159 170 |12 GATGATGATGAT
161713931 |GAT |3 537 548 |12 GATGATGATGAT
161713534 |GAT |3 76 9% |21 GATGATGATGATGATGATGAT
161713352 |GAT |3 208 219 |12 GATGATGATGAT
161713119 |GAT |3 224 235 |12 GATGATGATGAT
161713111 |GAT |3 245 256 |12 GATGATGATGAT
161713036 |GAT |3 192 203 |12 GATGATGATGAT
161712990 |GAT |3 416 427 |12 GATGATGATGAT
161712851 |GAT |3 154 165 |12 GATGATGATGAT
161712648 |GAT |3 230 241 |12 GATGATGATGAT
161712371 |GAT |3 529 540 |12 GATGATGATGAT
161712300 |GAT |3 192 203 |12 GATGATGATGAT
161712285 |GAT |3 370 381 |12 GATGATGATGAT
161711219 |GAT |3 479 493 |15 GATGATGATGATGAT
161710377 |GAT |3 289 303 |15 GATGATGATGATGAT
161709231 |GAT |3 370 381 |12 GATGATGATGAT
161709092 |GAT |3 130 141 |12 GATGATGATGAT
161708680 |GAT |3 137 148 |12 GATGATGATGAT
161708506 |GAT |3 350 361 |12 GATGATGATGAT
161708379 |GAT |3 443 454 |12 GATGATGATGAT
161708281 |GAT |3 20 34 |15 GATGATGATGATGAT
161708261 |GAT |3 229 240 |12 GATGATGATGAT
161707809 |GAT |3 94 114 |21 GATGATGATGATGATGATGAT
161706786 |GAT |3 232 243 |12 GATGATGATGAT
161706094 |GAT |3 238 249 |12 GATGATGATGAT
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EST Id SSR Motif Baslangi¢ | Bitis | Tekrar

(NCBI) Motifi | uzunlugu | Bazi Bazi | Uzunlugu | Tekrar Dizisi
161705727 |GAT |3 365 376 |12 GATGATGATGAT
161705667 |GAT |3 326 340 |15 GATGATGATGATGAT
161720104 |TTG |3 249 260 |12 TTGTTGTTGTTG
161717737 |TTG |3 171 185 |15 TTGTTGTTGTTGTTG
161713126 |TTG |3 570 581 |12 TTGTTGTTGTTG
161711839 |TTG |3 227 238 |12 TTGTTGTTGTTG
161709350 |[TTG |3 304 315 |12 TTGTTGTTGTTG
161706994 |TTG |3 211 222 |12 TTGTTGTTGTTG
161706332 |TTG |3 227 238 |12 TTGTTGTTGTTG
161706165 |TTG |3 270 281 |12 TTGTTGTTGTTG

4.2 SSR Primerleri

DesignerPCR ile edilen 75 adet geri (reverse) ve ileri (forward) primer asagida

listelenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 75 adet geri (Reverse) ve ileri (Forward) Primerler (F: Forward, R: Reverse)

Motif TG Yaklasik PCR(iIi)t;:i)inii biiyiikliigii
Lokus adi Dizisi (5°-3°)
VwrlF GGA-GAG-GTA-AAG-GAA-GTG-AA 199
Vvr2F ATC-TGC-GTC-TGG-AGA-GTT-TT 215
Lokus adi Dizisi (5°-3?)
Vvr1R GTG-GGA-AAG-TAG-CAA-CAT-CT 199
Vvr2 R AAT-AGG-GGT-CCC-ACA-CTT-CT 215
Motif AAC
Lokus adi Dizisi (5°-3?)
Vvr3F TTT-CTT-CCT-CTA-CCC-TTC-TG 298
Vr4F GTG-GAA-CCA-GAG-AGA-GAA-GA 110
Vwr5F AGG-AAA-CAG-GTC-TAA-AGC-AT 232
Vvr 6 F CAC-TCC-TCC-CAG-TAA-ACA-AT 118
VWr7F GAA-CCA-GAG-AGA-GAA-GAG-TAA 153
Vvr 8 F GGA-GTC-TCA-GTC-TCA-GTC-TC 275
Lokus ad1 Dizisi (5°-3°)
Vvr 3R AAG-CAC-AAG-CCT-CTT-CTA-AC 298
Vvr 4 R GAG-AGC-ACG-ACA-TTT-AGG-AG 110
Vvr5R CCC-AGA-ACT-ACT-ATG-TGA-AGC 232
Vvr 6 R TTT-TGG-AAT-CAC-AGT-AGG-TG 118
Vvr 7R GAG-GAG-TGG-GGT-ATT-TAG-TA 153
Vvr 8 R TGT-CCA-CTT-CTC-TTA-CAC-AC 275
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Cizelge 4.2 devam

Motif CAT

Lokus adi Dizisi (5°-3?)
Vvr 9F CTC-GCC-CCT-CAA-TCT-TAG-TC 190
Vvr 10 F CAT-CTT-CTT-CTT-CTT-CTC-TTG-A 293
Vvri1lF CTT-GAG-TTT-TGA-AGC-ACA-TTA-G 250
Vvr 12 F GAG-CAG-GTA-GTG-AGA-CAG-GT 246
Vvr 13 F TGT-GCG-GAA-GAG-TAA-TAG-GG 298
Vvr 14 F TAC-GCT-TTT-TCT-GGT-CCA-TT 275
Vvr 15 F GGT-GGA-GGA-GAA-GAG-AAG-AA 124
Vvr 16 F ATC-CTC-CCC-TCT-CTC-TTT-CT 127
Vr 17 F ATT-TTT-GAG-CCA-AGA-CTA-CG 153
Vvr 18 F TCG-TCA-AAT-CCC-CTA-TTG-TC 299
Vvr19 F GGG-TTT-CTT-CGG-TGT-TTA-GG 197

Lokus adi Dizisi (5°-3?)
Vvr 9R TGC-TGA-TGA-TGA-TGA-TGT-CG 190
Vvr 10 R CTT-CCA-TAC-TCC-AAC-ATA-CTG 293
Vvr 11 R GTA-GCA-ACC-TCT-CCC-AAT-AC 250
Vvr 12 R CGA-TGA-TGA-TGA-TGA-AGA-CA 246
Vvr 13 R ACA-TCC-CCA-ATG-ACT-ACA-GC 298
Vvr 14 R CCT-ATC-AAA-CTG-AAG-GGT-CTG-A 275
Vvr 15 R CTT-TTT-GGA-GTT-TGC-TGA-GA 124
Vvr 16 R GAA-TCT-GTC-CCT-CCT-CTT-GT 127
Vvr 17 R GGT-GCT-TCA-GTT-TCA-GAG-AT 153
Vvr 18 R CAA-ACG-GTT-AGC-ACA-GTG-TC 299
Vvr 19 R CGG-TGC-TTC-AGT-TTC-AGA-GA 197

Motif ATG

Lokus ad1 Dizisi (5°-3°)
Vvr 20 F AAG-AGG-AGG-GCT-ACG-AGA-AG 128
Vvr 21F GGG-AAG-AGG-GAA-ATA-AAG-AG 146
Vvr 22 F GGT-GCT-GTC-TGT-GGA-TAA-TC 274
Vvr 23F TAC-CTC-TCC-ACT-GGG-AAG-TC 300
Vvr 24 F TGA-AGG-ATA-CTG-ATG-AAA-GAG 270
Vvr 25 F ATT-TGA-AGT-CCT-CCC-ATC-TC 263
Vvr 26 F CAT-CCT-CTC-CAG-GGT-AGT-AG 216
Vvr 27 F ACT-TTC-CTC-CCT-CAC-ATT-TA 160
Vvr 28 F ATC-TGG-AGA-GGC-ACT-TTG-AC 280
Vvr 29 F TTA-CGC-ATC-AAG-AAA-CGA-AG 133
Vvr 30 F CAA-ATG-GGA-CAG-TGC-TTT-AT 229
Vvr 31F GGA-AAA-GAT-ACA-ACA-CAA-CAG 139
Vvr 32 F TTA-TCC-AAT-CGC-TGT-TCT-GA 253
Vvr 33F AGG-ATT-TAT-TGG-TGG-GAC-TA 221
Vvr 34 F GAT-TAT-GAA-ATG-GCA-GAA-GTA-G 111
Vvr 35 F TTG-AGG-ATG-AAG-ATG-ACG-AA 177
Vvr 36 F GCT-GTT-CTG-ATA-GAT-GAG-TTG 251

Lokus adi Dizisi (5°-3?)
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Cizelge 4.2 devam

Vvr 20 R CTC-ATC-ATC-ATC-GGA-GTT-GTC 128
Vvr 21 R CTC-ATC-ACC-ATC-ATC-ACT-GT 146
Vvr 22 R TGA-AGT-AGG-CTG-AGT-TGT-GAG 274
Vvr 23R CAT-TCT-GAC-CAC-CTC-TGA-CA 300
Vvr 24 R CCC-TGA-CTG-TTG-TAA-ATA-GC 270
Vvr 25R TGG-ATT-GGT-TTG-GTG-AGT-TA 263
Vvr 26 R GGA-AGG-TTT-CTT-AGA-TTT-TGG 216
Vvr 27 R TAC-ATT-GCC-CGT-AAT-ACT-GA 160
Vvr 28 R TCC-CTA-TGG-TAT-GGA-CTT-GG 280
Vvr 29 R TTT-ACT-CAC-CGC-TGC-TAC-AC 133
Vvr 30 R GGT-GTG-CCT-CAG-ATA-GTT-CA 229
Vvr 31R GGA-AAA-CTT-CAT-CAG-AAC-AC 139
Vvr 32 R TCC-AAA-GGT-GGT-AGC-AAA-AC 253
Vvr 33R GCA-AAG-AAA-AGG-ACT-GTC-AT 221
Vvr 34R TGG-TAT-CTT-ATT-GTC-CAA-GTG 111
Vvr 35R TGG-TAA-CAC-GAC-TGA-CAC-CT 177
Vvr 36 R CAA-AGA-GTT-TCC-AAA-GGT-AG 251
Motif GAT
Lokus ad1 Dizisi (5°-3°)
Vvr 37F AAG-AGG-AGG-GCT-ACG-AGA-AG 127
Vvr 38 F GGG-AAG-AGG-GAA-ATA-AAG-AG 146
Vvr 39 F CTT-TCG-GGT-TTC-TTG-AGG-AC 267
Vvr 40 F CGG-AAA-GAG-AAT-CAA-TAA-TGG 118
Vvr 41 F GGT-GCT-GTC-TGT-GGA-TAA-TC 274
Vvr 42 F GGA-GAC-ATC-GGA-AAG-AGA-AT 125
Vvr 43 F TGA-AGG-ATA-CTG-ATG-AAA-GAG 270
Vvr 44 F GAA-ACC-CTA-AAT-GTG-TGG-AC 217
Vvr 45F CTT-TCC-TCC-CTC-ACA-TTT-AG 159
Vvr 46 F ATC-TGG-AGA-GGC-ACT-TTG-AC 280
Vvr 47F TTA-CGC-ATC-AAG-AAA-CGA-AG 133
Vvr 48 F CGA-GTC-TCC-AAC-TTC-ACT-TG 280
Vvr 49 F CAA-ATG-GGA-CAG-TGC-TTT-AT 229
Vvr 50 F GGA-AAA-GAT-ACA-ACA-CAA-CAG 139
Vvr 51 F TTA-TCC-AAT-CGC-TGT-TCT-GA 253
Vvr 52 F AGG-ATT-TAT-TGG-TGG-GAC-TA 221
Vvr 53 F CAA-GAG-GCT-GTA-TCA-AGT-CT 272
Vvr 54 F CGT-GAG-TAT-CAA-AGG-GAG-TC 230
Vvr 55 F GAT-TAT-GAA-ATG-GCA-GAA-GTA-G 111
Vvr 56 F TTG-AGG-ATG-AAG-ATG-ACG-AA 177
Vvr 57F GCT-GTT-CTG-ATA-GAT-GAG-TTG 251
Lokus ad1 Dizisi (5°-3°)
Vvr 37R TCA-TCA-TCA-TCG-GAG-TTG-TC 127
Vvr 38R CTC-ATC-ACC-ATC-ATC-ACT-GT 146
Vvr 39 R GGG-CAC-TGT-TTG-GTT-GAA-TA 267
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Cizelge 4.2 devam

Vvr 40 R CCG-CCT-AAA-TAG-TCC-ACC-TA 118
Vvr 41R TGA-AGT-AGG-CTG-AGT-TGT-GAG 274
Vvr 42 R CGC-CTA-AAT-AGT-CCA-CCT-TC 125
Vvr 43R CCC-TGA-CTG-TTG-TAA-ATA-GC 270
Vvr 44R ATG-GCT-GTG-AAA-AGT-GTC-TC 217
Vvr 45R TAC-ATT-GCC-CGT-AAT-ACT-GA 159
Vvr 46 R TCC-CTA-TGG-TAT-GGA-CTT-GG 280
Vvr 47 R TTT-ACT-CAC-CGC-TGC-TAC-AC 133
Vvr 48 R GCC-TTG-ATG-GTA-GAA-ACA-GA 280
Vvr 49 R GGT-GTG-CCT-CAG-ATA-GTT-CA 229
Vvr 50 R GGA-AAA-CTT-CAT-CAG-AAC-AC 139
Vvr 51 R TCC-AAA-GGT-GGT-AGC-AAA-AC 253
Vvr 52 R GCA-AAG-AAA-AGG-ACT-GTC-AT 221
Vvr 53 R TAC-TGG-ATG-TCA-CAA-AGA-GA 272
Vvr 54 R CTT-CGC-CTA-TCA-TAA-TCT-CG 230
Vvr 55R TGG-TAT-CTT-ATT-GTC-CAA-GTG 111
Vvr 56 R TGG-TAA-CAC-GAC-TGA-CAC-CT 177
Vvr 57 R CAA-AGA-GTT-TCC-AAA-GGT-AG 251
Motif GA
Lokus ad1 Dizisi (5°-3°)
Vvr 58 F GAG-AAT-CCA-TTG-CCA-TAC-TT 120
Vvr 59 F AGA-AGC-AAG-AAG-TGA-AGT-GA 159
Vvr 60 F AGC-AGT-GTT-ACG-CTT-ACA-AA 131
Vvr 61F GAG-AGA-AAG-ACA-GAG-AGT-TGT-A 270
Vvr 62 F GCT-CTC-TCT-TCC-CTC-ACT-TT 131
Vvr 63 F GGC-ATC-CCT-ACT-ACC-TAC-CT 261
Vvr 64 F GAC-AAG-AGG-TCT-GTG-TGT-GT 165
Vvr 65F CTT-CTC-AAC-GCC-AAA-GTA-AG 186
Vvr 66 F CTT-ACG-GAA-GCA-GAA-GTG-GA 175
Vvr 67 F AAC-CAA-GAC-ACT-GGA-ATC-TG 138
Vvr 68 F CTC-TTT-CTC-CGT-TGT-GTG-TT 169
Vvr 69 F GGT-TTT-GAG-GAA-TCC-AGA-AT 159
Vvr 70 F GAG-GTG-AGG-CGA-AGT-AGA-TG 149
Vvr 71F CAG-CCA-GTA-AGC-GTA-GAA-AC 175
Vvr 72 F GAT-GGA-GTA-GTG-GAG-TGT-GT 123
Vvr 73 F TCA-AAG-GGA-AAA-GAG-AAC-AG 274
Vvr 74 F CGC-CAT-CTC-TGA-TTT-ACC-TA 212
Vvr 75 F CTC-TCC-CTC-TCA-CAC-TCA-AC 223
Lokus ad1 Dizisi (5°-3°)
Vvr 58 R CAT-AAA-CAC-CTC-ACA-AAC-ACA 120
Vvr 59 R GGA-CAG-AAG-GAG-AAT-CAG-AT 159
Vvr 60 R CTC-TCT-TCT-CTC-TCC-TCT-CTG-T 131
Vvr 61 R CTT-GGT-CAG-TAT-TTG-AAC-AG 270
Vvr 62 R CTC-CCT-CTT-CTT-CCT-CAG-AT 131
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Cizelge 4.2 devam

Vvr 63 R AGC-ACA-GGA-CAT-ACA-CAA-TG 261
Vvr 64 R GGA-GAA-TGT-AGG-GTT-GAA-TC 165
Vvr 65R CTG-ATG-GTG-AAA-ATC-CTA-ACA 186
Vvr 66 R TAA-CCG-CAG-ACT-CAG-CAA-CT 175
Vvr 67 R TCA-AGG-GAA-AAA-CAC-TTC-AG 138
Vvr 68 R TGT-GGC-TGC-TAC-TGT-TAC-TG 169
Vvr 69 R ACC-AGG-GAG-ATA-GAA-GGA-AC 159
Vvr 70 R GGC-GTG-TTA-GGG-TTG-AGT-AG 149
Vvr 71 R TGT-AAA-ACA-CCC-CAA-CAA-TC 175
Vvr 72 R TCT-CTC-ACC-CTC-TCT-CTC-TA 123
Vvr 73R GGA-ACT-GAT-ACA-ACG-CTA-CA 274
Vvr 74 R CGG-TTG-ACC-TTT-TTT-GTT-AG 212
Vvr 75R CCA-CTC-TAA-TGG-CTT-CTG-AT 223

4.3 Dizayn Edilen Primerlerin Test Edilmesi

AUBIotek-EST-Analyzer programi ile tespit edilen SSR lokuslar i¢in dizayn edilen 75
primerin farkli her tekrar motifden rastgele segilen 14 primer [TTG (Vvr 1, Vvr 2), AAC
(Vvr 3, Vvr 5, Vvr 6, Vvr 8 R), CAT (Vvr 9, Vvr 10), ATG (Vvr 20, Vvr 21), GAT
(Vvr 37, Vvr 38 R), GA (Vvr 58 F, Vvr 59 F)] (Cizelge 4.3) ile amplifiye edilmistir.

Cizelge 4.3 Farkli lokuslara ait PCR da kullanilan 14 lokusun geri (reverse) ve ileri

(forward) primerleri

Yaklasik PCR iiriinii

Lokus ad1 Dizisi (5°-3) biiyiikliigii (bc)

Motif: TTG
VvrlF GGA-GAG-GTA-AAG-GAA-GTG-AA 199
Vvr1R GTG-GGA-AAG-TAG-CAA-CAT-CT
Vvr2 F ATC-TGC-GTC-TGG-AGA-GTT-TT 215
Vvr2 R AAT-AGG-GGT-CCC-ACA-CTT-CT

Motif:AAC
Vvr3 F TTT-CTT-CCT-CTA-CCC-TTC-TG 208
Vvr 3R AAG-CAC-AAG-CCT-CTT-CTA-AC
Vvr5F AGG-AAA-CAG-GTC-TAA-AGC-AT 93
Vvr5R CCC-AGA-ACT-ACT-ATG-TGA-AGC
Vvr6 F CAC-TCC-TCC-CAG-TAA-ACA-AT
Vvr6 R TTT-TGG-AAT-CAC-AGT-AGG-TG 118
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Yaklasik PCR iiriinii

Lokus ad1 Dizisi (5°-3?) biiyiikliigii (bg)
Vvr 8 F GGA-GTC-TCA-GTC-TCA-GTC-TC o75
Vvr 8 R TGT-CCA-CTT-CTC-TTA-CAC-AC

Motif: CAT
Vvr 9F CTC-GCC-CCT-CAA-TCT-TAG-TC 190
Vvr 9R TGC-TGA-TGA-TGA-TGA-TGT-CG
Vvr10 F CAT-CTT-CTT-CTT-CTT-CTC-TTG-A 293
Vvr 10 R CTT-CCA-TAC-TCC-AAC-ATA-CTG

Motif: ATG
Vvr 20 F AAG-AGG-AGG-GCT-ACG-AGA-AG 128
Vvr 20R CTC-ATC-ATC-ATC-GGA-GTT-GTC
Vvr 21F GGG-AAG-AGG-GAA-ATA-AAG-AG 146
Vvr 21 R CTC-ATC-ACC-ATC-ATC-ACT-GT

Motif: GAT
Vvr 37F AAG-AGG-AGG-GCT-ACG-AGA-AG 17
Vvr 37 R TCA-TCA-TCA-TCG-GAG-TTG-TC
Vvr 38 F GGG-AAG-AGG-GAA-ATA-AAG-AG 146
Vvr 38 R CTC-ATC-ACC-ATC-ATC-ACT-GT

Motif: GA
Vvr 58 F GAG-AAT-CCA-TTG-CCA-TAC-TT 120
Vvr 58 R CAT-AAA-CAC-CTC-ACA-AAC-ACA
Vvr 59 F AGA-AGC-AAG-AAG-TGA-AGT-GA 156
Vvr 59 R GGA-CAG-AAG-GAG-AAT-CAG-AT

4.3.1 DNA izolasyonu ve dl¢iimleri

Sam Biizgiili ¢esidinde DNA basar1 ile izole edilmis, spektofotometrik Slgiimlerle ve

agaroz jel gortintiileri ile PCR uygulamlarina uygun DNA oldugu teyit edilmistir.

4.3.2 SSR lokuslarimin PCR reaksiyonu

PCR reaksiyonlar1 sonucunda 14 lokusa ait agaroz jel goriintiileri Sekil 4.1 de sunulmustur.

Beklenildigi iizere agaroz jel kosullarinda allelerine ayrilamayan (Bir bant/iki bant)

lokuslarin, PCR ampfikasyonlar1 bagarili goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Test edilen SSR lokuslarmin agaroz jel (%2) gériintiileri. Ust (soldan - saga),
M, Vvr 1, Vvr 2, Vvr 3, Vvr 5, Vvr 6, Vvr 8 NK, M. Alt (soldan - saga), M, Vvr 9, Vvr
10, Vvr 20, Vvr 21, Vvr 37, Vvr 38, Vvr 58, Vvr 59 NK, M. NK: Negatif kontrol, M:
100bp DNA ladder (Promega)

Ancak her bir lokusun PCR iiriin biiyiikliikleri dikkate alindiginda Vvr 1, Vvr 3 ve Vvr 9
olmak tizere 3 lokusun PCR firiinii 1500 b¢ ‘den daha biiyiik olup genel olarak 500 bg
biiyiikliigii ve altinda beklenen SSR biiyiikliiglinden daha biiyiik bant vermistir (Sekil 4.1).
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5. TARTISMA VE SONUC

EST koleksiyonundan SSR tespiti zaman ve ekonomiklik bakimindan tercih edilebilecek
bir yontemdir. EST verilerini elde etmek icin uluslararasi veritabanlarina erismek ve analiz
yapmak icin gerekli araglar1 temin etmek miimkiindiir (Sharma vd 2007). Bu analiz
araglarinin  benzer veya farkli calisma prensipleri ile avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir. EST analiz asamalarinin her biri i¢in farkli bilgisayar uygulamalari
kullanilabilir. Bu amacgla her asamada secenekler belirlenmeli ve en uygun araglar
degerlendirilmelidir. Farkli kombinasyonlar kulllanarak alternatif analizler de

yapilabilmektedir.

Bu calisgmada NCBI da bulunan Vitis Vinifera ya ait toplam 16452 EST dizisinden olusan
29760 TSeq_tax ID’ li EST koleksiyonunda bulunan diizenli (perfect) SSR bdlgeleri bu tez
kapsaminda gelistirilen “AUBiotek-EST-Analyzer” programi ile taranmistir. Analiz
sonucunda 16452 EST dizisinden 1946 (%11,83) tanesinde en az 12 baz uzunlugunda 2, 3
ve 4 tekrar igeren 5977" tekrar bolgesi tespit edilmistir. Biitin SSR bolgelerinin tespit
edilmesi normal ozelliklerdeki bir bilgisayar ile 12 saniyede tamamlanmistir. Bu sonuca

gore, program ile 1 saniyede ortalama uzunluktaki 1400 EST dizisi taranmaktadir.

5977 tekrar bolgesi igeren EST dizilerinde 835 adet 2 baz tekrar eden motif, 3032 adet 3
baz tekrar eden motif, 2110 adet 4 baz tekrar eden motif (Sekil 5.1) ve toplamda 201 adet
birbirinden farkli SSR motifi tespit edilmistir.

MOTIF UZUNLUGU

835;14%
W 2 tekrar
3tekrar
l ’ m 4 tekrar

Sekil 5.1 Tekrar eden motif uzunluklarinin dagilimi

12, 3 ve 4 bazlik tekrarlar EST dizisi i¢inde ayn1 SSR lokusunda bulunabilmektedir. Ornegin ACAC tekrar
motifi hem 2 bazlik tekrar hem de 4 bazlik tekrar olarak degerlendirilebilir. Ay sekilde 15 baz uzunlugunda
olan bir SSR tekrar bolgesi 12 baz uzunluktaki bir SSR tekrar bolgesinide igermektedir. Bununla birlikte
birbirlerine karsilik gelen GA/CT gibi tekrarlarda ayr1 ayr1 degerlendirmeye alinmustir.
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Toplam motifler arasinda 3 baz tekrar eden motiflerin %50 nin iizerinde oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bu sonu¢ Huang vd (2012) tarafindan 381.609 dizi iceren liziime ait EST
koleksiyonundan tespit ettikleri SSR bolgelerinde 3 baz tekrar iceren motif oraninin %

45.4 olmasi ile yiiksek oranda benzerlik gostermektedir.

En ¢ok tekrar eden motif, Scott vd (2000) tarafindan iiziimde yapilan ¢alismaya uygun
sekilde, CTCT/GAGA (394 adet) olarak tespit edilmistir (Sekil 5.2).
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Sekil 5.2 Tekrar eden motiflerin dagilimi
En fazla tekrar motifi igeren SSR uzunlugu 12 baz uzunlugundadir ve toplam 5977 tekrar

bolgesi iceren EST dizisi icinde 3607 (% 60.34) adeti 12 baz uzunlugundadir (Sekil 5.3).
Tespit edilen en uzun SSR bolgesi 56 baz (2 adet) uzunlugundadir.
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Sekil 5.3 Tespit edilen SSR uzunluklarin dagilimi

Bu motifler arasindan AAC, ATG, CAT, GA, GAT, TTG motiflerini igeren 311 adet SSR
lokusu tespit edilmis ve bunlardan 75 adeti i¢in primer sentezlenmistir. Rastgele secilen 14
primer PCR ile ¢alisilabilmis ve 11 lokustan (%78,6) SSR bant biiyiikligii sinirlarinda
tirlin elde edilebilmistir. Bu lokuslarda allel biiyiikliikleri beklenildigi sekilde (Cizelge 4.3).
90-500 bg. biyiikliginde bulunmustur. Test edilen 14 lokustan 11’nin basarili
amplifikasyonu ise, Huang vd (2011) tarafindan 215.609 dizi igeren Vitis’e ait EST
koleksiyonundan tespit ettikleri SSR bolgeleri igin dizayn edilmis 1037 primerden rastgele
sectikleri 150 primerin 145 adetinden {irlin almig olmalar1, Scott vd (2000) tarafindan 5000
dizi igeren Vitis’e ait EST koleksiyonundan tespit ettikleri 124 SSR bolgesi igin dizayn
edilen 16 primerin tamamindan iriin almis olmalari ile de uyumlu goriinmektedir ve
“AUBiotek-EST-Analyzer” programi ile tespit edilen SSR bolgelerinin dogru sekilde

tespit edildiginin kanit1 olarak yorumlanabilir.

Arastirmada elde edilen SSR primerleri, kok bolgesine ait stres gen bolgelerinden elde
edildigi icin Ozellikle iizim genetiginde g¢alisan arastiricilara, genetik ayrimin yaninda

stresle ilgili 1slah ¢aligmalarinda (dayanikli genotipin se¢imi vb.) katkilar saglayabilecektir.
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Sonug olarak; Gelistirilmis olan yazilim EST koleksiyonundan etkin olarak ve ¢ok kisa
stirede SSR tespiti yapmaktadir. Bu programin biyoenformatik ¢alismalari i¢in 151k tutacagi

ve arastirmacilara kolaylik saglayacagi iimit edilmektedir.
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EKLER

Program SSR bulma kodu:

Private Sub SSRBUL_Click(ByVal sender As System.Object, ByVal e As System.EventArgs)
Handles SSRBUL.Click, SsrBulToolStripMenulItem.Click

Dim t As Long

Dim dsDetay As New DataTable
dsDetay.Columns.Add("id")
dsDetay.Columns.Add("EST_id")
dsDetay.Columns.Add("figur")
dsDetay.Columns.Add("figur_uzunluk")
dsDetay.Columns.Add("baslangic")
dsDetay.Columns.Add("bitis™)
dsDetay.Columns.Add("uzunluk")
dsDetay.Columns.Add("dizi")
dsDetay.Columns.Add("est_dizi")

Dim drDetay As DataRow

For t = TextBoxX.Text - 1 To TextBoxY.Text

Dim i, j, indis, sayac, baslangic, bitis, karakter As Integer
Dim tekrarlar(5, 100) As Integer
Dim karsilastirilan As String

indis = ©
Dim dizi As String
dizi = (ds.Tables(®).Rows(t).Item(8))

For karakter = TextBoxZ.Text To TextBoxT.Text
For j = 1 To karakter
sayac = 1
i=3j

While i < dizi.Length()
If sayac = 1 Then
baslangic = i
Else
bitis = i + karakter - 1
End If

karsilastirilan = Mid(dizi, i, karakter)

If Not (karsilastirilan = Mid("AAAA", 1, karakter) Or
karsilastirilan = Mid("TTTT", 1, karakter) Or karsilastirilan = Mid("cccc", 1,
karakter) Or karsilastirilan = Mid("GGGG", 1, karakter)) Then
If karsilastirilan = Mid(dizi, i + karakter, karakter) Then
sayac = sayac + 1
Else
If ((sayac * karakter) >= 12) Then
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Dim tekrar As String
indis = indis + 1

tekrarlar(@, indis) = karakter
tekrarlar(l, indis) = sayac * karakter
tekrarlar(2, indis) = baslangic

tekrarlar(3, indis) = bitis
tekrar = Mid(dizi, baslangic, bitis - baslangic + 1)

drDetay = dsDetay.NewRow

drDetay("id") = ds.Tables(@).Rows(t).Item(0)
drDetay("EST_id") = ds.Tables(@).Rows(t).Item(1)
drDetay("figur") = tekrar.Substring(e,
karakter.ToString())

drDetay("figur_uzunluk") = karakter.ToString()
drDetay("baslangic") = baslangic.ToString()
drDetay("bitis") = bitis.ToString()
drDetay("uzunluk") = bitis - baslangic + 1
drDetay("dizi") = tekrar

drDetay("est_dizi") = dizi

dsDetay.Rows.Add(drDetay)

sayac =1
Else
sayac =1
End If
End If
End If
i = i + karakter
End While
Next
Next

Next
SSR_bank.DataSource = dsDetay

End Sub
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