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OZET

PELEMIR (Cephalaria syriaca) GENOMUNDA YER ALAN
TEKRARLAYAN DNA DIiZILERININ
MOLEKULER KLONLANMASI

KARA, Sevim Dondii
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Tarimsal Genetik Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman: Dog. Dr. Ahmet Latif TEK

Haziran 2018, 92 sayfa

Yeryiizlindeki yasamin siirekliligi icin bitkiler mutlak gereklidir. Bir bitkinin hiicre
¢ekirdegindeki haploid kromozom setini olusturan DNA miktarinin tamami, 0 bitkinin
genomunu olusturur. Genellikle bitki genom biiyiikliigii, genom yapist ve bu yapinin
ozellikleri tiire 6zgiidiir. Genom biiyiikliigiindeki degiskenliklerin temelini genomda
farkli yayginlhikta ve farkli oOzellikleriyle yer alan tekrarlayan DNA dizileri
olusturmaktadir. Bu c¢aligmada yeni kiiltlire almip cesit tescili yapilan pelemir
(Cephalaria syriaca L.) bitkisinin genomunu olusturan ve genom iginde yaygin olarak
bulunan tekrarlayan DNA elementlerinin tanimlanmas1 hedeflenmistir. Bu amaca
sistematik olarak ulagsmak i¢in pelemir bitkisinin genom ve kromozom Ozelliklerinin
analizine yonelik ribozomal DNA’larin kromozom iizerindeki yerlerinin tespit edilmesi,
rekombinant klon temelli tekrar dizilerinin izolasyonu, yeni nesil dizileme verilerinin
biyoinformatik analizi ve elde edilen satelit tekrarlarin FISH yontemiyle haritalanmasi
gerceklestirilmistir. Bu tanimlamalar, pelemir genom yapisin1 olusturan DNA
elementlerinin igerigine ve dinamiklerine 151k tutan ilk kapsamli calismayi

olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: Cephalaria syriaca, tekrarlayan DNA, satelit DNA, rDNA, FISH, dot blot, genom,
YND



SUMMARY

MOLECULAR CLONING OF REPETITIVE DNA SEQUENCES
IN THE GENOME OF CEPHALARIA (Cephalaria syriaca)

KARA, Sevim Dondi
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Agricultural Genetic Engineering

Supervisor: Assoc. Professor Dr. Ahmet Latif TEK

June 2018, 92 pages

Plants are necessary for the continuity of life on Earth. The amount of DNA that makes
up the haploid chromosome set in the cell nucleus of a plant is called the genome.
Generally, plant genome size, genome structure, and features of this structure are
species specific. The basis of variability in genome size is the repetitive DNA sequences
present in the genome with different abundance and different characteristics. In this
study, we aimed to identify the repetitive DNA elements, which are common in the
genome of Cephalaria syriaca L.. In order to systematically achieve this goal, mapping
of ribosomal DNA sites on chromosomes, isolation of recombinant clone-based repeat
sequences, and bioinformatics analysis of next generation sequencing data were
performed for analysis of genomic and chromosomal characteristics of Cephalaria
syriaca L.. Our results constitute the first comprehensive study that sheds light on the

content and dynamics of the DNA elements forming the Cephalaria genome structure.

Keywords: Cephalaria syriaca, repetitive DNA, satellite repeats, rDNA, FISH, dot blot, genome, NGS
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BOLUM I

GIRIS

Her organizmanin genom yapist kendine 6zgii ve degismez oldugu icin bir canliy1
tanimlayabilmede ve o canlinin diger tiirlerle ve hatta kendi tiirtindeki diger bireyleriyle
iliskisini ortaya ¢ikartabilmede en 6nemli etken organizmalarin genom yapis1 hakkinda
bilgi sahibi olmay1 gerektirir. Bitkilerin de dahil oldugu 6karyot organizmalarin genomu
icinde bulunan DNA dizileri proteinleri kodlayan genlerden, diizenleyici genlerden ve
ayrica tekrarlayan DNA dizilerinden olusmaktadir. Ancak tekrarlayan DNA dizileri
genomun yaklasik %90°lik bir kismini olustururken diger islevsel ozelliklere sahip
genler genomda ¢ok kiigiik bir orana sahiptir (Charlesworth vd., 1994; Heslop-Harrison
ve Schmidt, 2012; Hidalgo vd., 2017; Mehrotra ve Goyal, 2014).

Tekrarlayan DNA elementleri genellikle genom igerisinde heterokromatin olarak
adlandirilan yogun, koyu renkli boyanan kisimda yiizlerce hatta binlerce kez tekrarlanan
diziler olup okaryot organizmalarin genomlarinin biiyiik bir kismini olustururlar

(Biscotti vd., 2015a; Iglesias ve Moazed, 2017; Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998).

Cok siklikla tekrarlanan bu DNA motifleri kendi arasinda temel olarak iki sinifa
ayrilabilir. Birincisi tandem, yani genom igerisinde ardigik olarak tekrar eden dizilerdir,
ikincisi ise genom boyunca dagilmis olarak bulunan transpozon elementlerdir Tekrar
dizileri tiire, cinse, genoma ve hatta kromozoma ozgii bir yapida olabilirler. Bu
elementler bitki tiirlerinde taksonomik gruplar igerisinde genellikle korunmus bir dizi
bilgisine sahip olsalarda, genis bir dagilim goriintiisii de sergileyebilmektedir (Heslop-
Harrison ve Schmidt, 2012; Sharma ve Raina, 2005). Bu durum onlarin bazi durumlarda

hizl1 degisen yapilarindan, bazen de evrimsel olarak korunmus olmasindan kaynaklidir.

Genom organizasyonu ve diizenlenmesinde rolii olan tekrarlayan DNA dizileri bitki
kromozomlarinin yapisal bilesenleri olarak da dnemli bir rol oynar ve southern analizi,
floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve dizileme gibi molekiiler, sitogenetik ve
biyoinformatik c¢alismalarla tespit edilebilen bu motifler bitki genomunu anlamada,
evrimsel ¢aligmalarda, gen transferinde ve gen klonlamada kullanilabilir (Biscotti vd.,
2015b; Heslop-Harrison ve Schmidt, 2012; Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998).



Yiiksek verimli yeni nesil dizileme tekniklerinin gelismesiyle birlikte ¢ok hizli, yliksek
derecede ve dogru bir sekilde ¢ok sayida tekrar dizisi ortaya cikarilabilmekte ve bu
elementlerin orijini, fonksiyonu ve dinamikleri hakkinda daha fazla bilgiye sahip
olunabilmektedir (Biscotti vd., 2015b; Mehrotra ve Goyal, 2014). Ayni zamanda
floresan in situ hibridizasyonu sayesinde tekrarlayan DNA elementlerinin genom
icerisinde bulunduklar fiziksel yerleri de tespit edilebilmektedir. Ornegin FISH teknigi
kullanilarak retrotranspozonlarin kromozom tizerindeki yerleri belirlenip lokalizasyon
farkliliklar1 ortaya c¢ikarilarak ardisik tekrarlardan farkli oldugu tespit edilmistir
(Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998; Schmidt, 1999).

Genellikle bugday ekim alanlarinda bugdayla birlikte yetisen Dipsacaceae familyasinin
bir tiyesi olan pelemir (Cephalaria syriaca L.) tek yillik yabani bir bitkidir. Tiirk¢edeki
yaygin adiyla pelemir olarak bilinen bu bitki genellikle Bati Asya ve Akdeniz
bolgelerinde dagilim gostermektedir. Bunun disinda Tiirkiye’ninde Giineydogu
Anadolu bolgesinde dogal yayilim gosteren bir bitkidir (Uslu, 2016; Yazicioglu vd.,
1978). Pelemir bitkisinin nispeten soguga ve kurakliga dayanikli olmasi, % 19.72-20.60
arasinda yag icerigine sahip olmasi onu Tiirkiye’nin Dogu Anadolu ve Orta Anadolu
bolgelerinde kolza, aygigegi, soya gibi yag bitkilerine alternatif bir yag bitkisi
yapmaktadir (Arslan vd., 2014). Ayrica tohumlarmin bugdaymn pisirme degerini
arttirmada bayatlama Onleyici etken olarak da kullanilabilmesi iilkemizde alternatif

tohum ve yag bitkisi olarak kiiltiire alinma ¢alismalarini baglatmistir (Arslan vd., 2014).

Bu ¢aligmada yeni kiiltiire alinan ve tescil ¢aligmasiyla g¢esit tanimlamasi yapilan bir
kiiltiir bitkisi olarak pelemir genomunu olusturan ve genom iginde yaygin olarak
bulunan tekrarlayan DNA elementlerinin kesfi hedeflenerek pelemir genomuna 6zgi
veya diger bitki genomlarina benzer DNA dizileriyle genomlarin yapisal
karsilastirilmas1t amaglanmistir. Cephalaria tiirlerinin genom igerigini belirlemek
amaciyla yapilan molekiiler klonlanlama ¢aligmalarinin sonuglarindan elde edilen
verilere bagl olarak bireylerin, populasyonlarin ve filogenetik taksonlarin arasindaki
iligkileri inceleme amaciyla ileride molekiiler markorler olusturulabilecektir. Bu
markorler bu taksonomik gruptaki bitkilerde iklimsel adaptasyona katkida
bulunabilecegi gibi tarimsal a¢idan Umitvar hatlarin genetik ozellikleri ortaya
cikarilabilecektir. Molekiiler markdrler kromozom {izerinde bulunan genlerin muhtemel

konumunu etiketlemede kullanilabilmektedir (Singh vd., 2008). Ayrica bu calisma



mevcut tiirlin genom yapis1 hakkinda literatiirdeki ilk kapsamli ¢aligmay1 olusturdugu
icin  muhtemel genoma o&zgii DNA elementlerinden yola ¢ikilarak bitki genom

dinamikleri biyoinformatik yontemlerle kesfedilebilecektir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Genom Biiyiikliigii ve Yapisi

Bitkiler diinya iizerindeki tiim organizmalarin yasami i¢in gereklidir. Bu nedenle temel
organizma olarak adlandirilan bitkinin genomunun tanimlanmasi gerekmektedir. Bir
canlinin genomu ne kadar iyi anlasilirsa o bitkinin islevini ¢ézmek de o kadar

kolaylagir.

Her organizmanin genom yapisi, biiyiikliigli kendine 6zgiidiir ve essiz yapidadir. Hatta
yakin akraba tiirlerde dahi kromozomlarin sayist ve morfolojisi degisiklik
gosterebilmektedir (Iwata vd., 2013). Ayni sekilde ¢igekli bitkilerde de kromozom
sayist ve genom biyikligi farkliliklar gostermektedir (Soltis vd., 2003). Genom
biiyiikliigli diisiik olan canlilar diisiik oranda kodlayan ve diizenleyici gen dizilerini,
yiilksek oranda ribozomal DNA, sentromerik ve telomerik tekrarlayan DNA
elementlerini ve transpozon elementleri igerirler. Diger yandan yiiksek genom
kompozisyonuna sahip olan canlilar yaklasik ayni miktarda gen sayisi icermesine
ragmen bu canlilarin genomlarinin yaridan fazla olan kismini ardigik tekrarlar ve
transpozon elementler meydana getirmektedir (Heslop-Harrison ve Schwarzacher,
2011).

Bitki ¢ekirdek genomunda DNA igeriginin bu denli farkliliklar gostemesinin temel
nedeni ploidi seviyelerindeki farkliliklardan, tekrarlayan DNA dizilerinin farkli
varyasyonlarda ¢ogalmasindan ve birikiminden kaynaklanmaktadir (Bennetzen vd.,
2005; Macas vd., 2007). Bir gametik ¢ekirdek genomundaki tekrar edilmemis DNA
miktar1 1C degeri olarak ifade edilir (Soltis vd., 2003). Bitkilerin genom biiytikliikleri
cogunlukla bitki DNA C degeri veritabaninda (Plant DNA C-Values database)
mevcuttur. Sirasiyla Cizelge 2.1. ile Cizelge 2.2.°de bazi farkli familyalarin ve
Dipsacaceae familyasina ait bazi tiirlerin 1C degerleri, kromozom sayilar1 ve ploidi
seviyeleri belirtilmektedir. Cizelgelerin incelenmesinden ploidi seviyesi ve kromozom
sayilarinda goriilen artiglar ile 1C degeri arasinda dogrudan iligski olmadigin1 ortaya

¢ikarmaktadir (Kew, 2018).



Cizelge 2.1. Bazi ¢igekli bitki tiirleri arasinda goriilen genom biiytikliiklerindeki

farkliliklar
Familya Tiir Kromozom sayis1  1C degeri Kaynak
(2n) ve ploidi (Mbp)
seviyesi (x)
Rosaceae Fragaria viridis 2n=2x=14 98 Antonius ve Ahokas,
1996
Rosaceae Rubus simplex 2n=2x=14 254 Meng ve Finn, 2002
Rosaceae Fragaria moschata 2n=6x=42 342 Antonius ve Ahokas,
1996
Rosaceae Sorbus intermedia 2n=4x=68 1359 Siljak-Yakovlev vd.,
2010
Rosaceae Prunus webbii 2n=2x=16 377 Baird vd., 1994
Rosaceae Prunus serotine 2n=4x=16 489 Dickson vd., 1992
Brassicaceae Neslia paniculata 2n=2x=14 196 Lysak vd., 2009
Brassicaceae Arabidopsis 2n=2x=16 196 Lysak vd., 2009
neglacta
Brassicaceae Cardamine 2n=12x=96 1208 Marhold vd., 2010
yezoensis
Liliaceae Tulipa bakeri 2n=2x=24 26651 Antonius ve Ahokas,
1996
Liliaceae Tulipa turkestanica 2n=4x=48 42543 Southern, 1967

Kaynak: Kew (2018)

Cizelge 2.2. Dipsacaceae familyasinin genom biiyiikliiklerinde goriilen farkliliklar

Tiir adx Kromozom sayisi 1C Kaynak
(2n) ve ploidi degeri
seviyesi (x) (Mbp)
Cephalaria flava 2n=2x=18 4081 Temsch ve Greilhuber, 2010
Cephalaria alpina 2n=2x=18 4237 Temsch ve Greilhuber, 2010
Cephalaria 2n=2x=18 4361 Temsch ve Greilhuber, 2010
uralensis
Cephalaria 2n=2x=18 5244 Temsch ve Greilhuber, 2010
leucantha
Cephalaria 2n=4x=36 6712 Temsch ve Greilhuber, 2010
gigantea

Kaynak: Kew (2018)
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Cizelge 2.2 (Devam) Dipsacaceae familyasinin genom biiyiikliiklerinde goriilen

farkliliklar
Tiir ad1 Kromozom sayisi (2n) 1C Kaynak
ve ploidi seviyesi (x) degeri
(Mbp)
Scabiosa trivera 2n=2x=16 1086 Temsch ve Greilhuber, 2010
Scabiosa cinerea 2n=2x=16 1063 Temsch ve Greilhuber, 2010
Scabiosa 2n=2x=16 1472 Siljak-Yakovlev vd., 2010
fumarioides
Scabiosa 2n=2x=16 2049 Siljak-Yakovlev vd., 2010
delmaniana
Scabiosa 2n=2x=16 2194 Temsch ve Greilhuber, 2010
canescens
Scabiosa 2n=2x=16 944 Siljak-Yakovlev vd., 2010
leuchopylla
Scabiosa 2n=2x=16 997 Temsch ve Greilhuber, 2010
ochroleuca
Scabiosa lucida 2n=2x=16 1039 Temsch ve Greilhuber, 2010
Scabiosa 2n=2x=16 1048 Temsch ve Greilhuber, 2010
columbaria
Pterocephalus 2n=2x=18 1614 Suda vd., 2005
lasiospermus
Pterocephalus 2n=2x=18 1741 Suda vd., 2005
dumetorum
Sixalix 2n=2x=16 882 Temsch ve Greilhuber, 2010
atropurpurea
Succisa pratensis 2n=2x=20 2716 Temsch ve Greilhuber, 2010
Succisella petteri 2n=2x=20 2560 Temsch ve Greilhuber, 2010
Dipsacus pilosus 2n=2x=18 5174 Temsch ve Greilhuber, 2010
Knautia dinarica 2n=2x=20 621 Siljak-Yakovlev vd., 2010
Knautia 2n=2x=20 2115 Temsch ve Greilhuber, 2010
integrifolia
Knautia ambigua 2n=2x=20 3522 Temsch ve Greilhuber, 2010
Knautia arvensis 2n=2x=20 3608 Temsch ve Greilhuber, 2010
Knautia drymeia 2n=2x=20 3646 Temsch ve Greilhuber, 2010

Kaynak: Kew (2018)
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Cizelge 2.2. (Devam) Dipsacaceae familyasinin genom biiyiikliiklerinde goriilen

farkliliklar
Tiir ad1 Kromozom sayisi (2n) 1C Kaynak

ve ploidi seviyesi (x) degeri

(Mbp)
Lomelosia crenata 2n=2x=18 1014 Temsch ve Greilhuber, 2010
Lomelosia cretica 2n=2x=18 1975 Temsch ve Greilhuber, 2010
Lomelosia caucasica 2n=4x=36 4467 Temsch ve Greilhuber, 2010
Knautia norica 2n=4x=40 6975 Temsch ve Greilhuber, 2010
Knautia maxima 2n=6x=60 10216 Temsch ve Greilhuber, 2010
Dipsacus fullonum 2n=2x=18 3210 Temsch ve Greilhuber, 2010
Dipsacus sativus 2n=2x=18 3214 Temsch ve Greilhuber, 2010
Dipsacus laciniatus 2n=2x=18 3249 Temsch ve Greilhuber, 2010

Kaynak: Kew (2018)

Poliploidi seviyesinin genom biiyiikliigiiyle iliskisinin arastirildigi ¢aligmalarda Ozkan
vd. (2003), alt1 farkli poliploidi seviyesindeki yeni sentezlenmis bugday
allopoliploidileri ve bunlarin ebeveyn bitkilerinin C degerlerinin birbirleriyle olan
iliskisini arastirmislardir. Calismada, sentetik allotetraploidler ve allohekzaploidlerin
cekirdek genom biiytikliiklerindede goriilen azalmalarinda higbir fark olmadigini ve 2C
degerinde 2 pg oldugunu tespit etmislerdir. Allopoliploidilerin genom biyiikligiinde
yapmis oldugu artisin normalden daha az oldugunu belirten Ozkan vd. (2003), elde
edilen verilerin hizli bir dizi eleminasyonunu goésterdigini ifade etmislerdir. Shaked vd.
(2001), bugday grubundan (Aegilops ve Triticum) elde edilen diploid F1 tiirlerini ve
bunlardan tiiremis allotetraploidleri arastirmislardir. Sonug olarak dizi eleminasyonunun
bugday genomunun allopoliploidilere en biiyiik ve hizli tepkilerinden biri oldugunu ve
ebeveynlerinin genomlarinin esit bir sekilde etkilenmedigini ve allopoliploidlerin dizi
eleminasyonun genomun biiyiik bir kisminda ve kodlanmayan dizilerde oldugunu ifade
etmislerdir. Ciinkii Ae. sharonensis ve Ae. umbellulate melezlemesi sonucu olusan F1
bitkilerinde Ae. sharonensis’den %14 loci elemine olurken, Ae. longissima ve T. urartu
melezlemesinde olusan bireylerde %0.5’lik bir dizi eleminasyonu goriildigiini

belirtmislerdir. Bu durumun F1 hibridlerinde gorilen en biyik degisikligi
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olusturdugunu ifade etmislerdir. Ayrica eleminasyon zamaninin genomik kombinasyona
bagli oldugunu belirten Shaked vd. (2001), en fazla eleminasyonun Ae. sharonensis ve
Ae. umbelluata F1 melezinde oldugunu Ae. longissima ve T. urartu F1 melezinde ise
cogu eleminasyonun kromozom iki katina ¢iktiktan sonra meydana geldigini

bildirmislerdir.

2.2 Tekrarlayan DNA Elementleri

Genom igerisinde ylizlerce hatta binlerce kez tekrarlanma kabiliyetine sahip tekrarlayan
DNA elementleri dkaryotik genomlarda proteinlere kodlanan DNA dizilerinden daha
fazla miktarda bulunur. Bu elementler bazen genom boyunca dagilmis bir 6zellik
gosterirken bazen de kromozom iizerinde belirli bir bolgeye lokalize olmus olarak da
bulunabilir (Adega vd., 2009; Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998). Cizelge 2.3.’de

tekrarlayan DNA dizilerinin genel siniflandirmasi sunulmustur

Cizelge 2.3. Tekrarlayan DNA elementlerinin genel siniflandirmasi

Tekrarlayan DNA Dizileri

Ardisik Tekrarlar Daginik Tekrarlar
1. Satelit tekrarlar DNA transpozonlar
2. Minisatelitler ve Mikrosatelitler Retrotranspozonlar
3. Ribozomal DNA (rDNA)

Sentromer, telomer, subtelomer ve interstitial (sentromer ve telomer arasindaki bolge)
gibi kromozoma 6zgii bolgelerde bulunan tekrar dizilerine tandem yani ardisik tekrarlar
ad1 verilirken genom boyunca hareket eden kromozom iizerinde dagilmis olarak
bulunan elementlere ise transpozon adi verilmektedir (Iglesias ve Moazed, 2017; Sekil
2.1).

Ardisik tekrarlar kendi igerisinde farkli simiflara ayrilmaktadir. Bunlarin ilki satelit
tekrarlardir ve genom igerisinde yiiksek oranda art arda tekrarlanabilme 6zelligine sahip

dizilerdir. Bir diger ardisik tekrar sinifi ise minisatelitler ve mikrosatelitlerdir. Bu



tekrarlar satelitlere gore genomda daha az tekrarlanabilme 6zelligine sahiptir. Sonuncu
ardisik tekrar dizisi ise 0karyot canlilarin genomlarindaki en biiyiik ardisik tekrar sinifi
olan ribozomal DNA (rDNA)’lardir (Charlesworth vd., 1994; Kobayashi, 2006; Sharma
ve Raina, 2005).

Cizelge 2.3.’de gosterildigi gibi retrotranspozon ve DNA transpozon olarak iki kisima
ayrilan transpozonlar genom igerisinde hareket ettikleri i¢in “mobil elementler” olarak
bilinirler ve bitki genomunun yaklagik %50 ile 90°lik bir kismin1 olustururlar (Biscotti
vd., 2015a; Charlesworth vd., 1994; Fu vd., 2016).

Telomerik tandem

tekerarlar Subtelomerik tandem
A tekrarlar
Genom
icerisinde q—,—
dagilmis
tekrarlar

» Intersitial (sentromer ve
» telomer arasmdald bélge)
tandem tekrarlar

Sentromerik le—T
tandem tekrarlar

Subtelomerik tandem
telorarlar

Telomerik tandem

tekrarlar
v

Sekil 2.1. Kromozom iizerinde tekrarlayan DNA elementlerinin dagiliminin genel bir
goriintiisti (Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998 makalesinden uyarlanmaistir)

Bitki ve hayvan genomunun ¢ok biiylik bir bolimiinii kapsayan tekrarlayan DNA
elementleri halen ¢ok sayida organizma icin en az karakterize edilmis genomun mechul
bilesenleridirler (Novak vd., 2013). Ancak bu bilesenlerin fonksiyonu canlilar iizerinde
tam olarak netlik kazanmadigindan dolayr genom iginde hem fonksiyonel hem de
yapisal bir role sahip oldugu belirtilmekte veya herhangi bir rolii bulunmadig1 da
savunulmaktadir (Biscotti vd., 2015b). Diger taraftan bu elementlerin tlirden tiire

miktar, dizi ve dagilim modeli bakimindan farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Schmidt



ve Heslop-Harrison, 1998). Bu nedenle tekrarlayan DNA dizilerinin genomdaki
dagilimmin bitki genomlarin organizasyonlart ve evriminin anlasilmasinda gerekli

oldugu belirtilmektedir (Harrison ve Heslop-Harrison, 1995).

Bu diziler yiiksek bitki tiirlerinin genomunun en az %20’lik bir boliimiini olustururken
bazen de %90’dan fazla bir boliime hakim olabilmektedir (Harrison ve Heslop-
Harrison, 1995). Ornek verilecek olursa insan genomunun %40’ m1 (Kobayashi, 2006),
misir genomunun %80’ini (Gebhardt vd., 2005), kamelya (Camellia japonica)
genomunun %73’tini (Heitkam vd. 2015), arpa (Hordeum vulgare L.) genomunun
%80’ini (Karafiatova vd., 2013), Vallisneria spinulosa’nin %60’n1 (Feng vd., 2017),
kuzukulagi (Rumex acetosa) genomunun en az %49’unu (Steflova vd., 2013), bezelye
genomunun %38 ile 48’lik bir par¢asin1 (Macas vd., 2007), Fabaceae tiirlerin %55 ile
83’lik kismmi (Macas vd., 2015), zeytin (Olea europea L.) genomunun yaklasik
%70’ini (Barghini vd., 2014) Luzula elegans genomunun %61’ini (Heckmann vd.,
2013) muz (Musa acuminata) genomunun ise %30’unu (Hribova vd., 2010) tekrarlayan
DNA dizileri olusturmaktadir. Bu durum sonug olarak genom igerisinde tekrar
elementlerinin protein kodlayan DNA elementlerinden daha biiyiik bir oranda oldugunu

ifade etmektedir.

Bir cesit markor gorevi listlenen tekrarlayan DNA dizileri, tiirler arasindaki iliskinin
anlasilmasina da katkida bulunur. Ornegin, tekrarlayan DNA elementleri eger genomda
korunmus bir yap1 sergilerlerse bir tiiriin diger akraba tiirlerinde de aym1 dagilimi
gosterebilmektedir. Ancak hizli bir sekilde degisim gosterdiginde bir tiirlin ¢ok yakin
akraba tiirlerinde bile daha diisiik ya da yiliksek kopya sayisina sahip olmak yada o
modelin diger tiirlerde goriilmememesi gibi degisikler olusabilmektedir (Slamovits ve
Rossi, 2002; Biscotti vd., 2015a). Yani, tekrar dizileri taksonomik aileler igerisinde
veya cinsler arasinda genis dagilim gosterdikleri gibi tiire, hatta kromozoma 6zgii bile
olabilirler (Sharma ve Raina, 2005). Ortaya g¢ikan bu polimorfik ozellik onlarin
taksonomik ve filogenetik ¢alismalarda kullanilmasini saglar (Sharma ve Raina, 2005).

Solanum bulbocastanum’un sentromer bdlgesine 6zgii olarak bulunan pSbTC1 adindaki
tandem tekrar dizisinin Solanum tiirlerinde yaygin olarak bulundugu ifade edilmistir
(Tek ve Jiang, 2004). Rhynchospora tiirleri arasi yapilan calismada daha Onceden
Rhynchospora pubera genomunda bulunan Tyba adindaki sentromerik satelit tekrar

(Marques vd., 2015) R. ciliata, R. globossa, R. tenuis’de incelenmis ve Tyba R. cliata
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ve R. tenuis’de bulunmasina ragmen R. globosa’da tespit edilememistir. Tyba dizisinin
her iki tiirdede bulunuyor olmasi nedeniyle bu elementin tiirler arasinda korunmus
olduguna isaret oldugu belirtilmis; ancak diger yandan R. cliata ve R. tenuis’de Tyba
elementinin kompozisyonu ve dagiliminin tiirler arasinda farkliliklar gosterdigi de

belirtilmistir (Ribeiro vd., 2016).

2.2.1 Ardisik tekrarlar

Cizelge 2.4.’de gosterildigi iizere ardisik tekrarlar, genellikle satelit tekrarlar, minisatelit
ve mikrosatelit tekrarlar ve ribozomal DNA olmak f{izere ii¢ sinifa ayilir (Schmdit,

1999).

Cizelge 2.4. Ardisik tekrar siniflari

Ardisik Tekrar Dizi Uzunlugu Kaynak
Dizisi
Satelit Tekrarlar ~100-1000 bg Slamovits ve Rossi, 2002
Minisatelit Tekrarlar ~10-60 bg Ogunbayo, 2012
Mikrosatelit ~2-8 bg Ogunbayo, 2012
Tekrarlar
Ribozomal DNA ~10.000 bg (10 kbg) Harrison-Heslop-Harrison, 1995
(rDNA)

Ardisik tekrarlar iizerine yapilan ¢aligmalarda bu dizilerin genomun 6nemli bir kismini
kapsadig1 tespit edilmistir. Ornegin, Arabidopsis thailana genomunda %17 (Gebhardt
vd., 2005), kamelya (Camellia japonica)’nin genom kompozisyonunda %12,5 (Heitcam
vd., 2015), zeytin (Olea euroa L.) genomunda yaklasik olarak %31 oraninda (Barghini
vd., 2014) ardisik tekrar dizisi bulunmaktadir.

2.2.1.1 Satelit DNA
Satelit DNA dizileri ilk defa 1960’1 yillarda yapilan aragtirmalarda gradient yogunluk
santrifiijiinde bir ¢esit uydu bantlar1 seklinde ayrildiklarindan dolay: satelit DNA olarak

adlandirilmiglardir (Yunis ve Yasmineh, 1971; Tek vd., 2005). Tandem yani ardisik
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olarak tekrar eden bu diziler genomda 100 ile 1000 b¢ arasinda degisen uzunluga sahip
olup yaklasik 100 ile 1000 kez ardigik olarak tekrar edebilme kapasitesine sahiptirler
(Slamovits ve Rossi, 2002; Vittorazzi vd., 2014).

Satelit tekrarlar yiiksek Okaryotik genomlarin yogun kismi olan heterokomatin
bolgesinin ana bilesenidir. Genellikle 160-180 baz ¢ifti uzunlugundaki satelit DNA
elementleri Okaryotik genomlarin 6nemli bir kismini meydana getirir. Bu grup
cogunlukla kromozomun sentromer, perisentromer ve telomer bolgesinde lokalize
olmus sekilde karakteristik bir durum sergilemektedir (Biscotti vd., 2015a; Biscotti vd.,
2015b; Sharma ve Raina, 2005; Tek vd., 2005; Yu vd., 2017). Bu tekrar elementlerinin
kokeni bilinememesine ragmen genisleyebilme ve daralabilme gibi hizli bir gelisim
sergileme yeteneklerine sahip olduklari bilinmektedir. Bu sebepten dolayr tiirler
arasindaki genom biiyiiklikklerinde nemli farklar yarattigi ifade edilmektedir. Ancak
buna ragmen bazen tiim taksonomi igerisinde ayni tekrar DNA dizisini muhafaza

edebildikleri de belirtilmektedir (Ribeiro, 2016; Tek vd., 2005).

Neumann vd. (2001), Pisum sativum L. genomunu anlayabilmek ve tekrar dizilerinin
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada PisTR-A ve PisTR-B adinda iki ardigik tekrar
dizisi tespit etmiglerdir. Bunlarin sirasiyla 212 bg ve 50 b¢ uzunlugunda oldugunu ve
PisSTR-A tekrar dizisinin kromozom tiizerinde dagilmis bir goriinti sergilerken, PisTR-B
dizisinin kromozomun sentromer ve (sub)telomerik bdlgesinde bulundugunu ifade
etmislerdir. Yine ayni ¢aligmada iki tekrar dizisinin P. sativum diginda Pisum elatius
tiirinde de bulundugunu, bu yiizden Pisum tiirlerine 6zgiinliigiinii, Fabaceae (baklagil)
familyasina ait 19 tiir ve Arabidopsis thailana tiirii ile karsilastirilmasi sonucunda ise
PisTR-A satelit tekrar dizisinin sadece Pisum tiirlerine 6zgii oldugunu, PisTR-B tekrar
dizisinin ise birka¢ Vicia tiirinde goériilmesiyle Pisum tiirleri disinda Vicia tiirlerine de

0zgii oldugunu belirtmislerdir.

Tek vd. (2005), yaptiklart ¢alismada diploid patates tirii olan Solanum
bulbocastanum’da bulunan sobo adini verdikleri satelit tekrar dizisini tespit etmislerdir.
Sobo tekrar dizisi 7. kromozomun perisentromerik bolgesinde lokalize olmus olup, bu
dizinin monomer uzunlugunun yaklasik olarak 360 kb ile 4.7 kb arasinda oldugunu
rapor etmislerdir. Solanum bulbocastanum bitkisinde tespit edilen sobo tekrar dizisinin,

S. bulbocastanum’a ait baz1 iiyelerde ve diger Solanum tiirlerinde bulunmamasi bu
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tekrar elementinin tiire 6zgli oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde Galasso vd.
(1995), Vigna unguiculata (L.) tizerinde yaptiklari ¢alismada pVuKB1 adinda 448 bglik
sentromer bolgesine lokalize tekrar dizisini bulmuslar ve bu diziyi Vigna tiirleri ve
Fabaceae familyasinin diger tiirleri ile karsilastirmislar, ancak sadece V. unguiculatada

bulunarak tiire 6zglinliiglinii géstermisleridir.

Galasso vd. (2001), Lens culinaris ssp. culinaris genomunda pLc30 ve pLc7 adinda 2
satelit tekrar dizisi karakterize ettiklerini rapor etmislerdir. Ayrica, PIc30 dizisinin 466
b¢ uzunlugunda 6. kromozom hari¢ tiim kromozomlar {izerinde sentromer, subtelomer
ve interstitial (sentromer ve telomer arasi bolge) bolgeleri gibi her biri farkli bolgelerde
oldugunu tespit etmislerdir. Plc30 tekrar dizisinini bagka Lens tiiriinde goriilmedigi
ifade edilen galigmada Plc7 dizisinin 408 b¢ uzunlugunda sadece 1. kromozom iizerinde
intersitial bolgesinde bulundugunu, diger Fabaceae tiirlerinde mevcut oldugunu
belirterek bu durumu Plc7 tekrarinin Plc30 tekrarindan daha eski olabilecegi seklinde

yorumlamiglardir.

Okaryotik genomlarda gen ifadesini diizenlemekten kromozomal biitiinliigii korumaya
kadar bir¢ok fonksiyonla iligkili olan heterokromatin bdlgesi neredeyse tiim hiicre
dongiisii boyunca oldukca yogun bir yap1 sergilemektedir. Bu bolge tekrarlayan DNA
dizilerini ¢ok fazla miktarda barindiriyor olmasina ragmen az miktarda kodlayan DNA

bolgesine sahiptir (Mehrotra ve Goyal, 2014; Ribeiro, 2016; Stupar vd., 2002).

Cogunlukla kromozomlarin heterokromatik bolgesine lokalize olan kodlanmayan
tekrarlayan dizi bilesenleri satelit ve transpozon elementlerinden olugsmaktadir (Adega
vd., 2009). Satelit tekrar dizileri hayvanlar gibi yiiksek organizmalarda toplam genomun
%30 ile 40’1 arasinda bir orani olusturmaktadir (Yunis ve Yasmineh, 1971).
Memelilerde heterokromatin bolgesinde bulunan tekrarlayan DNA dizileri (satelit

DNA) sentromer bolgesinde bulunmaktadir (Iglesias ve Moazed, 2017).

Physalaemus cuvieri tiiriinde tespit edilen PcP190 satelit DNA dizisi diger Physalaemus
tirlerinde arastirilmigtir. Cogunlukla bu tekrar dizisinin 190 b¢ uzunlugunda oldugu
bildirilmistir. Ancak, yalnizca P. albonatatus tiiriinde PcP190 tekrarinin uzunlugunun 7
b¢ eksik yani 183 b¢ oldugu belirtilmistir. Yapilan FISH deneylerinden elde edilen

sonuglara gore ise PcP190 satelit DNA dizisinin incelenen tiirlerde sentromer ve
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perisentromer bolgesine lokalize oldugu belirlenmistir. Bu durum PcP190 tekrar
dizisinin Physalaemus tiirleri igin karakteristik oldugu yoniinde ifade edilmistir
(Vittorazzi vd., 2014).

Kowar vd., (2016) seker pancari genomunda %30 oraninda satelit DNA bulundugunu
belirterek, bunun %89’unun heterokromatik bdlgenin intersitial kismina yerlesmis olan
pEV adi verilen satelit tektar dizisi oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica ayni tiirin
perisentromerik ve sentromerik bolgesinde ise pBv adinda baska bir satelit tekrar
dizisinin yer aldigmi vurgulamislardir. Vigna unguiculata (L.) walp (boriilce)’da 11
sentromer ¢iftinin yedisinde ise 455 bg’lik sentromer bdlgesinde ardisik tekrar

bulunmustur (Iwata-Otsubo vd., 2016).

Sentromer tiim Okaryotik organizmalarda kromozomlarin mayoz ve mitoz bdliinmesi
sirasinda diizgiin bir sekilde ayrilmasini saglayan, kinetokor araciligiyla ig ipliklerinin
baglandigi Ozellesmis bolge olarak tanimlanmaktadir (Adega vd., 2009; Iwata vd.,
2013; Kobayashi, 2006; Neumann vd., 2015; Tek vd., 2015). Sentromerin bulundugu
konuma gore Sekil 2.2.’de gosterildigi gibi kromozomlar metasentrik, submetasentrik,
akrosentrik ve telomerik olmak tizere dort farkli sekilde siniflandirilmiglardir. Ayrica bu
bolge iizerinde genellikle tek bir satelit tekrar dizisi baskindir ve bu nedenle sentromerik
satelit tekrarlar ¢ogunlukla homojendir (Gong vd., 2012). Diger yandan Soya’nin
sitogenetigin yonelik yapilan bir arastirmada sentromer bdolgesinde GmCent-1 ve
GmCent-4 adinda iki satelit tekrar dizisinin bulunmus olmasi soyanin eskiden kalma bir

alloploid oldugunu diisiindiirmektedir (Tek vd., 2010).

Sekil 2.2. Sentromerin bulundugu konuma gore kromozomlarin siniflandirilmasi.
Metasentrik (a) Submetasentrik (b) Akrosentrik (c) Telosentrik (d)
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Bircok bitki tiirlinde sentromer bolgesine 0zgili tekrarlayan dizi elementleri tespit
edilmistir. Ormegin Camellia japonica’da CajaSat-1, CajaSat-2, CajaSat-3 ve CajaSat-4
adinda dort adet perisentromerik bolgeden subtelomerik bolgeye kadar yerlesmis
durumda olan satelit tekrar dizisi (Heitcam vd., 2015); Phaseolus vulgaris L. (fasulye)
genomunda ise sentromere 6zgii CentPV1 ve CentPV2 adinda iki bagimsiz satellit DNA
dizisi belirlenmistir (Iwata vd., 2013).

Brassica ailesine ait B. campestris ve B. oleraceae tiirlerinde sirasiyla pBoKBI1 ve
pBcKB4 adinda iki adet sentromer bolgesine yakin satelit tekrar dizisi bulunmaktadir
(Harrison ve Heslop-Harison, 1995). Phodopus sungorus iizerinde yapilan galismada
PSUCentSat adinda satelit tekrar dizisinin kromozomlarin (peri)sentromer bolgesinde

ve Y kromozomu iizerinde bulundugu saptanmistir (Paco vd., 2014).

Misir iizerinde yapilan ¢alismada 10’uncu kromozom {izerindeki sentromer bolgesine
Ozgli 156 bg’lik CentC adinda satelit tekrar dizisi oldugu ifade edilmistir (Birchler ve
Han, 2009). Insanda sentromer bélgesinde 170 b¢ uzunlugunda alphoid DNA elementi
ardigik olarak tekrar etmektedir (Jabs ve Persica, 1987).

Yiiksek Okaryot organizmalarin sentromer bolgesinde megabaz biiytikliigiinde satelit
tekrar elementleri bulunur (lwata vd., 2013). Bununla birlikte ¢cogu dkaryot genomunda
telomer bolgesinin disginda da telomer benzeri diziler bulunmaktadir ve sentromerik
bolgeler ¢ogunlukla intersitial telomerik tekrarlari (intersitial telomeric repeats (ITR))
bulundurmaktadir (Tek ve Jiang, 2004).

Diploid bir patates tiirii olan Solanum bulbocastanum bitkisinde yapilan g¢aligmada
pSbTCI adi verilen 2.8 kb monomer uzunlugunda sentromer bolgesindeki ITR dizisinin
tanimlandigi bildirilmektedir (Tek ve Jiang, 2004). Sentromer bolgesi disinda ¢ok
sayida okaryotik organizmalarin kromozomlarinda TG niikleotidleri bakimindan zengin

tekrar dizilerinin oldugu telomer bolgeleri bulunmaktadir (Tek ve Jiang, 2004).

Kromozomlarin dayanikliligim1  koruyabilmesini saglayan telomerler, Okaryotlarin
genomlarinda iyi korunmus bélgelerden biridir (Rosato vd., 2018). Bitki ve hayvan
kromozomlariin u¢ kisimlarinda yer alan telomerik satelit tekrar dizileri kromozom

uclarinin zarar gormesini engelleyerek yapilarinin korunmasini saglayan ozellesmis
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bolgelerdir (Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998; Torres vd., 2011). Okaryotik
oganizmalarda telomer bolgesine komsu olan subtelomerik bolgelerde ardisik olarak
tekrarlanan uzun satelit diziler vardir. Bu diziler hizli gelisen, dinamik bir yap1 gosterir

(Torres vd., 2011).

Torres vd. (2011), patateste 182 bg¢ uzunlugunda CL14 ve 339 bg¢ uzunlugunda CL34
adinda iki subtelomerik tekrar dizisi izole etmislerdir. Bu tekrarlar bazi kromozomlarda
direk olarak telomerik bolgelerle iligkili oldugu goriilebiliyorken, ayni kromozom
tizerinde iki tekrar dizisinin de bulunmasi durumunda CL34 dizisinin her zaman
telomere daha yakin bir pozisyonda oldugu ifade edilmistir. CL14 tekrar dizisi domates
bitkisinin (Solanum lycopersium) aralarinda bulundugu Solanum tiirlerinde ve Nicotina
tiirlerinde oldukg¢a yaygin bir durumdadir. Buna kargin CL34 tekrar dizisi ise sadece
patateste ve yakin akraba tiirlerinde bulunmaktadir. Biitiin bunlara ek olarak CL34
tekrar1 CL14” e gore daha fazla dizi varyasyonu gostermektedir. Bu durum CL34 tekrar

ailesinin son zamanlarda olusup hizlica evrimlesme gosterdigi seklinde agiklanmaktadir.

Satelit dizilerin retrotranspozonlarm amplifikasyonundan tiiredigine dair veyahut
ribozomal DNA (rDNA)’dan meydana gelmis olabilecegine dair goriisler mevcuttur.
Ornegin, bir kurbaga tiirii olan Physalaemus cuvieri’de tespit edilen PcP190 satelit
DNA dizisi bu ailenin birkag tiiriinde analiz edilmis ve PcP190 tekrar elementinin atasal

tiirlerinde 5S rDNA’dan tiiredigini tespit edilmistir (Vittorazzi vd., 2014).

Solanum bulbocastanum’da bulunan sobo adindaki satelit tekrar elementinin
retrotranspozonlarin bir iiyesi olan LTR dizileri ile olduk¢a benzer bir yapida oldugu
ifade edilmektedir. Bu durum sobo tekrar elementinin LTR igeren genom bdolgesinin ani
bir sekilde gelisiminden dolay1 ortaya ¢iktigini diisiindiiren ilk kanit olmustur (Tek vd.,
2005).

2.2.1.2 Minisatelitler ve mikrosatelitler

Satelit tekrarlar disinda genomda bulunan mikrosatelitler 2-8 b¢ uzunluguna sahipken,
minisatelitlerde 10-60 bg¢ uzunlugunda bulunmaktadirlar (Ogunbayo, 2012; Cizelge
2.4.). Baz1 okaryot canlilarda ¢ok fazla miktarda ve degisken olarak bulunan dizilere

mikrosatelitler veya diger adiyla basit dizi tekrarlar1 (SSR) adi verilmektedir (Yu,
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2000). SSR markorleri kullanilarak yapilan calismalarda bitkilerin genetik yapilar
anlasilip, genetik ¢esitlilikleri belirlenebilmektedir. Ayrica, bu markorler araciligiyla
bitkilerin evrimsel olarak gelisimlerinin incelenmesi de saglanmaktadir. Bu markoérler

genetik haritalama yapmak i¢in bir arag olarak kullanilabilmektedirler (Kibar, 2012).

2.2.1.3 Ribozomal DNA

Intergenik bosluk (intergenic spacer, IGS) 18S, 5.8S ve 25S rRNA’lar1 (ribozomal
RNA) kodlayan genler daginik ve ardisik olarak diizenlenirler. Genomda coklu kopya
halinde bulunan ribozomal DNA dizilerinin uzunlugunun 10 kbg¢ (10.000 bg) oldugu
belirtilmistir (Harrison ve Heslop-Harrison, 1995; Macas vd., 2003; Cizelge 2.4.).

Ribozomal DNA (rDNA) dizileri bireyler arasindaki filogenetik iligkilerin
aragtirilmasina katki saglamaktadir (Hillis ve Dixon, 1991). Ornegin, Heracleum tiirleri
arasinda ¢ok kiiciik morfolojik farkliliklar oldugundan dolay:1 bu tiirleri ayirt etmek
amaciyla tDNA bolgeleri markor olarak kullanilmustir. Ayrica, Heracleum tiirlerini
kapsayan Apioideae alt familyasina ait filogenetik iliski ortaya ¢ikarilmistir (Maras,
2008).

Vicia sativa genomunu karakterize etmek igin yapilan bir ¢aligmada 25S-18S rDNA
IGS bolgesi dizilenmistir. S12 adinda bir satelit tekrar tespit edilmis ve sonug olarak
S12 ile bulunan rDNA gruplarindan bazilarinin dizi benzerligi oldugu agiga c¢ikmistir.
Bu olay iki hipoteze baglanmistir. Bunlardan ilki S12 tekrar dizisinin rDNA’dan
olugsmus olma ihtimali, ikincisi ise S12 tekrarinin genomda dagilimindan sonra S12’ye

ait tekrarlarin evrimlesmis olma ihtimalidir (Macas vd., 2003).

Stupar vd. (2002), Solanum bulbocastanum’da 2D8 adinda 5,9 kb’lik uzunlukta
ribozomal DNA (rDNA) olan tandem tekrart kromozomun perisentromerik bolgesinde
kesfetmislerdir. 2D8 tekrar dizisinin rDNA’nin intergenic spacer (IGS) bdlgesine
homolog bir ozellik gosterdigini  belirterek, bu durumu {i¢ ihtimal nedenle
iliskilendirmislerdir. Bunlardan birincisi ve en giiglii olasilik olani, 2D8 dizisinin IGS
tekrarlarindan olusmus olma ihtimali, ikincisi IGS’nin 2D8 tekrarindan olugma olasiligi,
ticlincii ve son ihtimal ise IGS ve 2D8 dizisinin ortak bir sekilde olusmus olma

olasiligdir.
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2.2.2 Transpozon elementler

Genom {izerinde dagmik bir sekilde bulunan retroelementler veya retrotranspozonlar
tekrarlayan DNA dizilerinin biiyiik bir kismini olusturur. Bu elementler Tyl-copia ve
Ty3-gypsy elementlerinin igerisinde bulundugu LTR (long terminal repeat)
retrotranspozonlarinit icerdigi gibi, LTR olmayan, LINE (long interspersed nuclear
elements) ve SINE (short interspersed nuclear elements) retrotranspozonlarini da
igerirler (Schmidt, 1999, Cizelge 2.5.). Neredeyse tiim bitki genomlarinda bulunabilen
transpozon elementler bir¢cok bitki tilirlinlin detayli arastirilmasini sagladigr gibi diger
tiirlerle karsilastirilmasini da saglayabilmektedir (Du vd., 2010). Ornegin Tiirkiye’de
bulunan Pisum sativum gemplasmlarinin genetik ¢esitliliklerinin belirlenmesinde iPBS

retrotranspozonlart markdr olarak kullanilmistir (Baloch vd., 2015).

Cizelge 2.5. Retrotranspozonlarin genel siniflandirmasi

Retrotranspozon
LTR Non-LTR
1. Ty3/gypsy SINE
2. Tyl/copia LINE

Misir  bitkisinde sentromere spesifik CRM adinda retrotranspozon bulundugu
bildirilmistir (Birchler ve Han., 2009) Ayrica misir genomunun sentromer bdlgesine
0zgii CRM dizisinin dort alt soyu olan CRM1, CRM2, CRM3 ve CRM4 tekrar
dizilerinin ¢eltik (Oryza sativa) genomunda bulundugu bildirilmistir (Sharma ve
Presting, 2008). CRM1 tekrar dizisi Orzya sativa’nin yabani akrabalarinda
karsilagtirildigt zaman Orzya sativa ssp. indica ve Orzya officinalis genomunda
bulunurken, Orzya sativa ssp. japonica genomunda bulunmayist durumun alt ailelerin

diger tiirlerde kayb1 yoniinde yorumlanmaktadir.

Kowar vd. (2016), seker pancari genomunda sentromerik ve perisentromerik bolgede
Ty3/gypsy retotranspozon iiyesi Beetle 7 ve sentromerik bdlgede Beetle 4 tekrarlari
bulundugunu tespit etmisledir. Jiang vd. (2003), Ty3/gypsy retrotranspozon ailesine ait

sentromer bolgesine 6zgii retrotranspozon olan bir CR ailesini bugdaygil tiirlerinde
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bulduklarimi bildirmislerdir. Vigna unguiculata (L.) walp (boriilce)’da sentromerik ve
perisentromeik bdlgede 2 retrotranspozon kesfedilmistir (Iwata-Otsubo vd., 2016). Olea
europea L. genomunda %5 oraninda DNA transpozon (Barghini vd., 2014), scker
pancari genomunda ise %11 oraninda DNA transpozon (Kowar vd., 2016)

elementlerinin bulundugu bildirilmektedir.

Smif I olarak adlandirilan retrotranspozonlar ilk 6nce hayvan ve maya genomlarinda
tespit edilmis olup, 6karyotik genomlarin tamaminda bulunan transpozon elementlerdir
(Schmidt, 1999). Ornegin, Olea europea L. genomunun yaklasik %21°i Gypsy, %18’
Copia elementidir (Barghini vd., 2014).

Luzula elegans genomunda kromozom boyunca dagilmis %33’liikk pargasint Tyl/copia
LTR retrotranspozonlarinin bir {iyesi olan ancela sinifi olustururken, %0.9’unu LTR

Tyl/copia maximus sinifi, %1.1’ini Ty3/gypsy olusturmaktadir (Heckmann vd., 2013).

Seker pancar1 genomunda Tyl/copia %18’lik bir alandayken ve Ty3/gypsy %?20’lik
bolimi kapsamaktadir (Kowar vd., 2016). Vallisneria spinulosa genomunun yaklagik
%43’ LTR retrotranspozondur (Feng vd., 2017). Baklagil bitkilerinde kesfedilen Ogre
elementi LTR retrotranspozondur. Bu element bazi bitkilerde %40’a varan bir orani
kapsar (Macas ve Neumann., 2006). Bezelye genomunda LTR retrotranspozonlar
baskindir. Yaklasik olarak %25 oraninda 4 varyanti bulunan Ty3/gypsy mevcutken,
yaklasik %5 oraninda 8 varyanta sahip Tyl/copia bulunmaktadir. Ayrica, ogre

elementleri genomun %20’lik kismin1 olusturmaktadir (Macas vd., 2007).

2.3 Floresan in situ Hibridizasyon

Molekiiler genetik araclarin gelismesiyle birlikte bitki genomlarinin yapisi, evrimsel
gelisimi ve fonksiyonu hakkinda daha fazla bilgi edinilebilmektedir (Gebhardt vd.,
2005). Floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi, bir canlinin genomunda bulunan
tekrar dizilerinin ve tek kopya dizilerin kromozom iizerinde yerlerinin belirlenmesini
saglayarak organizmanin genom yapisinin Ozelliklerinin anlasilmasindaki katkisiyla
molekiiler sitogenetik yontemlerin temelini olusturan etkin ve kesin bir aragtir (Jong
vd.,, 1999; Tek vd., 2013). FISH tekniginin belirli asamalar1 Sekil 2.3.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. FISH tekniginin genel asamalar1. Florokrom molekiillerinin baglandig1 prob

DNA ve kromozomal DNA denatiire edildikten sonra ilgili kisimlar1 hibridize olurlar.

DAPI ile boyanan kromozom ve prob DNA’nin baglandigi bolge floresan mikroskopu
aracilifiyla gozlemlenir

FISH, satelit tekrarlarin, ribozomal DNA tekrarlarinin ve transpozon elementlerin
kromozom iizerinde yerlerini gdstererek bir canlimin  genom  yapisinin
haritalandirilmasina yardimci olmaktadir. Bu teknik kromozomlar {izerindeki 10 kb’dan
100 kb uzunluguna kadar degisen DNA dizilerinin lokalizasyonlarinin

belirlenebilmesinde kullanilmaktadir (Gebhardt vd., 2005; Karafiatova vd., 2013).

FISH teknigi sayesinde bitki genomlarinda kesfedilen tekrar elementlerinin kromozom
tizerindeki yerleri belirlenerek ¢ok sayida ¢alismanin derinlik kazanmasi saglanmaktadir
Cizelge 2.5.°de bu konuya iligkin Ornekler verilmektedir. Fabaceae familyasinin
genomunda bulunan retrotranspozonlari anlamak amagli yapilan ¢alismada Tyl/copia
elementleri genomun temel bileseni olarak bulunmus ve FISH sonucuna gore bu
elementler kromozomda sentromer ve subtelomer bolgeleri disinda tim kromozom

tizerine dagilmis olarak kesfedilmistir (Galasso vd., 1997).

Muz (Musa acumirata) iizerinde yapilan calismada telomer bolgesinde C133 adinda
yaklasik 130 b¢ uzunlugunda, subtelomer bodlgesinde Cl18 adinda yaklasik 2 kbg
uzunlugunda satelit tekrar kesfedilmis ve FISH kullanarak yerleri belilenmistir (Hribova

vd., 2010).
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Biiyiik genomlara sahip bitki tiirlerinin fiziksel haritasin1 gelistirmek amaciyla arpa
(Hordeum vulgare L.) lizerinde yapilan ¢alismada FISH teknigi kullanilmis ve bu
teknigin fiziksel haritalama elde etmek i¢in faydasinin oldugu dogrulanmistir

(Karafiatova vd., 2013).

Cizelge 2.6. Bazi bitki genomlarinda goriilen tekrar dizilerinin FISH analiz sonuglari

Tiir adi Bulundugu Tekrar dizisinin Tekrar Monomer Kaynak
bélge ad1 dizisinin uzunlugu
tiirii
Solanum Perisentromer Sobo Satelit ~360kb- Tek vd.,
bulbocastanum 4,7kb 2005
(Patates)
Solanum Sentromer pSbTC1 ITR 2,8 kb Tek ve
bulbocastanum Jiang, 2004
(Patates)
Solanum Perisentromer 2D8 rDNA 5,9 kb Stupar vd.,
bulbocastanum 2002
(Patates)
Solanum tuberosumn subtelomer CL14 Satelit 182 bg Torres vd.,
(Patates) 2011
Solanum tuberosum subtelomer CL34 Satelit 339bg Torres vd.,
(Patates) 2011
Glycine max (Soya) Sentromer GmCENT-1 Satelit 92 be Tek vd.,
2010
Glycine max (Soya) Sentromer GmCENT-4 Satelit 411 bg Tek vd.,
2010
Glycine max (Soya) Sentromer GmCR Retro- Tek vd.,
transpozon 2010
Phaseolus vulgaris Sentromer CentPV1 Satelit 110 bg lwata vd.,
(Fasulye) 2013
Pisum sativum Tim kromozom PisTR-A satelit 212 bg Neumann
(Bezelye) tizerinde vd., 2001
dagilmis
durumda
Brassica campestris sentromer pBoKB4 satelit 360 be Harrison ve
Heslop-
Harison,
1995
Brassica oleraceae sentromer pBcKB1 Ssatelit 360 bg Harrison ve
Heslop-
Harison,
1995
Vicia sativa (Fig) Kromozom VicTR-B Satelit 38 bg Macas vd.,
lizerinde 2000
dagimik
durumda
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Cizelge 2.6. (Devam) Bazi bitki genomlarinda goriilen tekrar dizilerinin FISH analiz

sonuglari
Tiir ad1 Bulundugu Tekrar dizisinin Tekrar Monomer Kaynak
bolge ad1 dizisinin uzunlugu
tiirii
Vicia pannonica Telomer VicTR-A Satelit 69 bg Macas vd.,
(Macar fig) 2000
Lens culinaris ssp. Sentromer, pLc30 Satelit 466 bg Galasso
Culinaris (Mercimek) subtelomer, vd.,
interstitial 2001
Lens culinaris ssp. intersitial pLc7 Satelit 408 bg Galasso
Culinaris (Mercimek) (sentromer ve vd.,
telomer arasi 2001
bolge)
Pisum sativum sentromer PisTR-B Satelit 50 bg Neumann
(Bezelye) (sub)telomer vd., 2001
Beta vulgaris (Seker Sentromer PBv Satelit Kowar vd.,
pancart) perisentromerik 2016
Camellia japonica Subtelomerik CajaSatl Satelit 43 bg Heitcam
(Kamelya) vd., 2015
Camellia japonica Sentromer CajaSat2 Satelit 321 bg Heitcam
(Kamelya) vd., 2015
Camellia japonica IGS Cajasat3 Satelit 139 bg Heitcam
(Kamelya) vd., 2015
Camellia japonica Tiim kromozom Cajasat4 Satelit 178 bg Heitcam
(Kamelya) tizerinde vd., 2015
(Subtelomerik-
perisentomerik)
Camellia japonica 5SrDNA CajabS rDNA 121 be Heitcam
(Kamelya) kodlama bolgesi vd., 2015

2.4 Dizileme ve Biyoinformatik

Bir canlinin genomunda bulunan niikleotidlerin dizilenmesine genom dizilenmesi adi

verilmektedir. Klasik genom dizileme yonteminde ddNTP kullanarak zincir
sonlandirma metodu ile DNA dizileri belirlenmeye c¢alisilir ve DNA dizlerinin
gorsellestirilmesi amaciylada jel elektroforezi kullanilir. Ancak, verimliligin diisiik
olmasinin yani sira hem maddi olarak pahali oldugundan hem de dizilemenin yapilmasi
biiyiikk zaman aldigindan dolay1 bu yontem sadece kii¢lik genoma sahip olan ve tarimsal

acidan ekonomik onemi yliksek bitkilerin dizilenmesinde kullanilmistir. Bu nedenle
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canlilar lizerinde sitogenetik ve genomik ¢aligmalarin arttirilmasi amaciyla yeni nesil

dizileme teknikleri ve biyoinformatik aracglara ihtiya¢ duyulmustur.

2000 yilindan itibaren 100’den fazla bitki genomunun dizilendigi ifade edilirken, bitki
genomlarinin dizilenmesindeki artigin en Onemli nedeni ise yeni nesil dizileme
tekniklerinin (YND) ortaya ¢ikisina ve ucuz olmasina baglanmistir. Ciinkii yeni nesil
dizileme teknikleri diisiik maaliyetli, ancak yiiksek verimlilige sahip olduklarindan
dolayr genom biiyiikliigi fazla olan veya ekonomik degeri diisiik olan bitkilerin

dizilenmesi saglanabilmektedir (Michael ve Vanburen, 2015).

2.4.1 Yeni nesil dizileme teknikleri kullanilarak yapilan ¢alismalar

Barghini vd. (2014), zeytin (Olea euroa L.) bitkisinin dizi analizi i¢in lllumuna ve 454
okumalarmni, Heckmann vd. (2012), Luzula elegans genomunun dizilenmesi igin

Illumuna dizileme teknigini kullanmiglardir.

Ribeiro vd. (2016), Illumuna dizileme teknigini kullanarak Rhynchospora ciliata,
Rhynchospora tenuis ve Rhynchospora globosa tiirleri dizilenmis ve satelit tekrarlari
belirlemis. R. ciliata tiiriinde Rcsat2 ve Rcsat20; R. globosa tiiriinde Rgsatl, RgSat47,
RgSat158, RgSatl73; R. tenuis tiirinde RtSat239 adinda satelit tekrar dizileri

bulunmustur.

Feng vd. (2017) tarafindan, Vallisneria spinulosa iizerinde yaptiklar1 caligmada,
Illumuna Hiseq 2500 teknigini kullanilarak genom dizilemesi yapimslar ve elde edilen
verilerin tiim genom dizilemesi bakimindan yeterli olmadigini, ancak genom igerisinde

bulunan tekrar elementleri hakkinda bilgi verici oldugunu bildirmislerdir.

454 dizileme teknigi ile Rumex acetosa’da bulunan tekrarlayan DNA dizilerini elde edip
karakterize ettikleri ¢alismada Copia ve Gypsy retrotranspozonlarinin baskin oldugunu
belirtirlerken DNA transpozon ve non-LTR retrotranspozonlarin bunlari takip ettigini
ifade etmisler ve elde edilen Copia retrotranspozonlarina ait en fazla
Maximus/Sirevirusess  alt ailelerinin  yogun oldugu diger yandan Gypsy
retrotranspozonlarina ait CRM ve Tat/Ogre adinda iki alt ailenin yiiksek oranda
bulundugunu agiklamislardir (Steflova vd., 2013).

23



2.4.2 Tekrar dizilerinin tespit edilmesine yonelik biyoinformatik caliymalar

Bazi bitkilerin genom biiyiikliigli tekrarlayan DNA dizilerinin fazla miktarda olmasi,
yiiksek derecede dizi benzerliklerine sahip olmasi ve genom iizerinde genis bir sekilde
yayilmig olmalar1 gibi etkenler nedeniyle bu elementler haritalamay1 ve dizilemeyi
etkilemektedir. Ayrica dizilenen genomun analizini ve Dbirlestirilmesini de
zorlastirmaktadir (Gebhardt vd., 2005). Bununla birlikte yeni nesil dizileme
tekniklerinde goriilen hatali, daha kisa uzunluklu okumalardan kaynakli olumsuzluklar
genomun birlestirilip tim bir genom dizisinin olugmasini engellemistir. Bu durum

biyoinformatik yontemlerin gelistirilmesi ile ¢oziimlenmistir (Giimiis, 2013).

Biyoinformatik, biyolojik caligmalar yoluyla kazanilan verilerin bilgisayarlarla
islenebilir formata getirilerek analizini saglar. Bu verilerin uygun formatta
saklanabilmesinde gereken tiim yontemleri i¢eren disiplinler arasi bir ¢alisma alani olup
genom dizilenmesini, dizilenen genom verileri arasindaki iliskilerin analizinde,
proteinlerin siniflandirilmasinda ve organizmalar arasindaki gesitliliklerin belirlenmesi

gibi caligsmalarda kullanilmaktadir (Glimts, 2013).

Yasadigimiz ¢evrede goriilen en basit canlidan en iist seviyedeki canlilara kadar olan
cesitliligin anlagilabilmesinde biyoinformatik araglar kullanilabilmektedir. Macas vd.
(2007), 454 dizileme yontemini kullanip Pisum sativum genomunun dizilemesini
yaparak varyasyonu fazla olan tekrar dizilerini Dbelirlemigler ve daha sonra
karsilastirmali  genomik yaklagimini kullanarak M. trunculata, Pisum sativum ve
Glycine max arasindaki tekrar dizi benzerlikleri ve farkliliklar1 arastirarak genom
analizini genis ol¢lide yapmiglar ve buna gore Pisum sativum ve M. trunculata’da
benzer diziler Glycine max ve Pisum sativum genomunda da korunmus bir kag tekrar

dizisi tespit etmislerdir.

Illumuna dizilemesi ile Heitcam vd. (2015), Camellia japonica genomunun dizilenmesi
sonucunda CajaSat-1, CajaSat-2, CajaSat-3 ve CajaSat-4 adinda dort adet satelit tekrar
dizisi ve 5S rDNA grafik tabanli kiimeleme (Graph-based read clustering)
biyoinformatik pogrami kullanilarak smiflandirilmis organizmanin genom yapisinin
anlasilmasini saglamiglardir. RepeatExploer programi yeni nesil dizileme sonucu elde

edilen verileri kullanip analiz edilmesini saglayan, tekrarlayan DNA dizilerinin
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saptanmasini, retroelementlerin filogenetik iligkilerinin arastrilmasini ve birden fazla tiir
arasindaki tekrar kompozisyonun karsilagtirmali analizini yapmak i¢in ideal olarak

kullanilabilecek biyoinfomatik bir aragtir (Novak vd., 2013).

Tekrarlayan DNA dizilerinin kesfi amaciyla son zamanlarda gelistirilen iki
biyoinformatik program, RepeatExplorer ve TAREAN, YND verileri kullanarak bitki
genomlarinin ayrintili analizinin yapilmasinda katki saglamaktadirlar. Ornegin, Macas
vd. (2015), lllumuna ile Fabaceae familyasina ait tiirlerin dizilemesini yaptig1 ¢alismada

tekrar dizilerinin analizini RepeatExplorer programini kullanarak gercgeklestirmislerdir.

Benzer sekilde Vu vd. (2015), Illumuna Hiseq2000 ve Illumuna Miseq ve Roche 454
kullanarak elde ettikleri Carnivorous tiirlerinin dizileme sonuglarint RepeatExplorer

programi araciligiyla analiz ederek tekrar dizilerini belirlemislerdir.

RepeatExplorer programi disinda Novak vd. (2017), satelit tekrarlar1 dogrudan bir araya
getirilmemis kisa okumalardan algilayabilen TAREAN (Tandem repeat analyzer)
adinda yeni bir bilisimsel hatti meydana getirmislerdir. TAREAN analizi
birlestirilmemis YND okumalarimi girdi olarak kullanir ve yiiksek miktarda bulunan
satelit tekrar dizilerin 6zellikleri ile birlikte bir liste halinde sonug olarak vermektedir.
Bu programlar kullanilarak analiz edilen dizilerden elde edilen tekrar elementlerinin

kromozomlar tizerindeki yerleri FISH gibi sitogenetik yontemlerle belirlenebilmektedir.

2.5 Cephalaria Cinsinin Genel Ozellikleri

Cephalaria taksonomik grubundaki bitki tiirleri genis cografi dagilima, yiiksek
adaptasyon Ozelligine, dogadaki yayginliga, kiiltiire alinma potansiyeline ve zengin
fitokimyasal bilesiklere sahiptirler. Bu nedenle, evrimsel biyoloji ve genetik de dahil

olmak tizere ¢esitli alanlarda ¢alisan bilim insanlar1 i¢in dnemli bir bitki materyalidir.

2.5.1 Cephalaria Cinsinin taksonomik ve filogenetik ozellikleri

Cephalaria cinsi, yaygin olarak Avrupa, Bati ve Orta Asya'da ve Kuzey ve Giliney
Afrika bolgelerinde dagilim gdsteren Dipsacaceae familyasinin bir iiyesidir. Ulkemizde

Cephalaria cinsi yakin zamanda morfolojik 6zelliklerine gore yeni bir taksonomik
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diizenlenmeye tabi tutulmustur (Goktiirk ve Siimbiil, 2014). Bu konuyla ilgili yapilan
calismada, 1994 ve 2010 yillar1 arasinda Tiirkiye’den toplanan drnekler ve herbaryum
numuneleri kullanilarak Tirkiye florasinda daha once bilinmeyen Cephalaria tiirleri
tespit edilip tanimlanmistir. Cephalaria tiirlerinin toplam sayisi 1940 yilina kadar diinya
capinda 65 iken, yapilan arastirmalar sonucunda Cephalaria cinsinin 94 adet tek yillik
veya ¢ok yillik otsu tiirii bulundugu bildirilmistir. Tiirkiye'de bulunan takson sayisinin
ise takriben 41 oldugu ve bunlardan yaklasik 25'inin endemik oldugu belirtilmistir
(Goktiirk ve Siimbiil, 2014).

Dipsacaceae familyasinda, Cephalaria tiirleri veya populasyonlari arasindaki morfolojik
ve molekiiler filogenetik iliskiyi tanimlamak icin bir¢cok calisma yapilmistir (Avino vd.,
2009; Carlson vd., 2009; Carlson vd., 2011; Goktiirk vd., 2012; Jakovljevi¢ vd., 2014;
Rossell6 vd., 2009).

Ornegin, Tiirkiye’den iki yeni Cephalaria tiirii olan Cephalaria davisiana ve
Cephalaria siimbiiliana’y1 tanimlanip bu tiirlerin morfolojik farkliliklariin akrabalari
olan Cephalaria speciosa ve Cephalaria elmaliensis ile karsilastirildigi calismada;
agirlikli olarak RAPD’e (Randomly Amplified Polymorphic DNA) dayanan molekiiler
markorler yardimiyla dort Cephalaria tiirii arasindaki genetik polimorfizm ortaya
cikarilmigtir (Goktiirk vd., 2012). Bu ¢alismadaki RAPD sonuglarina gore C. davisiana
ve C. siimbiiliana’nin C. speciosa ve C. elmaliensis’e gore farkli oldugu belirlenmistir
(Goktiirk vd., 2012).

Ayrica, Dipsacaceae familyasinin filogenetik ¢alismalarinda, ¢ekirdek ve kloroplast
DNA markorleri vasitasiyla taksonomik gruplandirmalar yapilmis ve CYCLOIDEA
benzeri genler kapitulum g¢igek olusumuyla iligkilendirilmistir (Carlson vd., 2009;
Carlson vd., 2011). Yine bir bagka ¢alismada, ¢ekirdek, ribozomal ve kloroplast DNA
dizileri C. squamiflora'da taksonomik ve cografik sinirlarla ilgili molekiiler

farklilasmanin modelleri belirlenmistir (Rossello vd., 2009).

Carlson vd. (2009), Dipsacaceae tiirlerinin filogenetik iligkilerinin belirlenmesine
yonelik ITS ve kloroplast markorlerini kullanmiglardir. Bu ¢alisma sonucunda
Dipsacaceae familyasiin igerisinde pelemir (C. syriaca) tiiriiniin diger tiirlerle iliskisi

filogenetik agacta gosterilmistir (Sekil 2.4.).
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Cephalars tenella (R ¥ = uncourted 5
Cephalars 2eyherana [R) X = uncounted =
Cephalara nataiensls (R ¥ = uncountes o
Caphalans leucantha (R x=19 “
Cephalara paphiagonica (R} x = uncourried
Dpsacus STgosus (7] x=3
Dipsacus piosus ) x=3
DNpsacus fTonum [R) =3
Pseudoscablosa saeths (W) x= 10
1o Pseudoscablass ImoniiE (W) x = 10
e Feutoscabhsa grosl (P x=10
- Succisels inflexa () x= 10
TS Succhsa pratensis (R) =10
i . Bassecola bretschnetder (W) x =19 .
T 1o [l Bassecola simensis (W) i-a Bassecoia
WELE____ premcephaloces hooker (F) ¥ =1
Tripfostegia pandulier x=3
Fatrinia tricba x=1
Lot fongiala x=17

Sekil 2.4. Dipsacaceae familyasinda filogenetik iliskiler (Carlson vd., 2009)
2.5.2 Cephalaria tiirlerinin kullanim alanlari

Bir¢ok Cephalaria tiirii geleneksel olarak diinyanin gesitli yerlerinde farkli amaglar i¢in
kullanilmaktadir. Bu durum, bazi Cephalaria taksonlarinin ekonomik, g¢evresel ve
ekolojik onemini arttirmaktadir. Cephalaria yabani bitkileri barindiran bir taksonomik
grup olsa da, son zamanlarda bazi iilkelerde baz1 6ne ¢ikan tiirler i¢in seleksiyon ve

tarima alma ¢alismalarina devam edilmektedir (Benelli vd., 2014; Miron vd., 2012).
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Yabani bir bitki olan Cephalaria joppensis, bugday yerine ruminantlarin beslenmesinde
silaj olarak ve oOzellikle laktasyondaki siit ineklerinin rasyonunda besleyici degeri

artirmada yem bitkisi olarak kullanilabilmektedir (Miron vd., 2012).

Avrupa ve Akdeniz havzasindaki iilkelerde 6zellikle kuru yaz donemlerinde ve erken
sonbaharda olusan besin yetersizligi nedeniyle Cephalaria transsylvanica bulunan gigek

bahgeleri arilar i¢in potansiyel besin kaynagi olarak goriilmektedir (Benelli vd., 2014).

Cephalaria cinsindeki tiirlerin birgok makromolekiil bakimindan kimyasal icerikleri ve
bu igerigin cesitliligi son derece zengindir. Son zamanlarda yapilan fitokimyasal
calismalar, Cephalaria cinsinin fenolik, flavonoid, iridoid ve triterpen tipi glikozitler ile
biyolojik acidan aktif yeni glikozitleri ve yag asidi gibi son derece zengin kimyasal
kaynaklar1 icerdigini gostermektedir (Kayce ve Kirmizigiil, 2010; Kirmizigiil vd., 2012;
Sarikahya vd., 2011; Sarikahya ve Kirmizigiil, 2012; Sarikahya vd., 2015).

Cephalaria tiirlerinde vaniloloside ve picein adinda iki glikozit ilk defa tespit edilmis ve
bunlarin gelecekte yapilacak ¢aligmalarda kemotaksonomik belirtegler olabilecegi ifade
edilmistir (Kayce ve Kirmizigiil, 2010). Bunun disinda triterpenler, iridoidler ve
flavonoidler Dipsacaceae familyasina karakterize oldugundan dolay1 kemotaksonomik
belirtegler olarak kullanilabileceklerdir (Sarikahya vd., 2011).

Yapay olarak sentezlenmis pestisitlerin ¢evre ve sagliga olan olumsuz etkisi nedeniyle
bitkilerde dogal olarak bulunan etken molekiillerden elde edilen iiriinler {imit verici

olarak degerlendirilmektedir.

Akdeniz bolgesinde yapilan kisisel gozlemlere gére Cephalaria balansae’nin meyve
bashiginin epigastrik yanma tedavisinde kullanildig1 tespit edilmistir (Goktiirk ve
Stimbiil, 2014). Sahip olduklar1 bioaktif madde igerikleri sebebiyle antimikrobiyal
olarak kullanilma potansiyeli mevcuttur (Kirmizigiil vd., 2012; Sarikahya ve

Kirmizigiil, 2012).

Yine benzer sekilde baz1 Cephalaria tiirlerinden elde edilen ekstraksiyon bilesenlerinde

antifungal, hipotermik, gevsetici, bocek oldiiriicii, herbisidal ve sitotoksik etkilerinden
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dolayr tibbi amagli bir katki maddesi olarak kullanilma potansiyeli 6ngoriilmiistiir
(Sarikahya vd., 2015).

2.5.3 Pelemir (Cephalaria syriaca L.) tiiriiniin genel ézellikleri

Bazi bolgelerde acimik adiyla anilmakta olan Cephalaria syriaca genellikle halk
arasinda pelemir olarak bilinmektedir. Sekil 2.5. ve Sekil 2.6.’de de gosterildigi gibi
genellikle iilkemizin Orta ve Giineydogu bolgesinde, diinyada ise en ¢ok Akdeniz
bolgesinde ve Bati Asya’da dogal olarak yetismektedir (Altunbas, 2015; Ogiit vd.,
2014; Yazicioglu vd., 1978).

Tiirkiye’deki cografi dagilimi Sekil 2.5°de gosterilen pelemir, Dipsacaceae familyasinin
bir liyesidir ve 2n=10 kromozoma sahip dikotiledon, tek yillik, otsu bir bitkidir (Cizelge
2.6).

Ty

Sekil 2.5. Pelemir tiiriiniin Tiirkiye’deki dagilimi. (Gaziantep, Istanbul, Amasya,
Ankara, Burdur, Diyarbakir, Erzincan, Erzurum, Hatay, Kocaeli, Konya,
Kahramanmaras, Mus, Sanlurfa, Usak; TUBIVES, 2018)

([ +] ssp. syriaca ssp. iranscaucasica ssp. emigrans
® ssp. phaniciaca ssp. luranica adventice
Sekil 2.6. Pelemir (C. syriaca) tiiriiniin Diinya iizerindeki dagilimi (Verlaque, 1980)
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Cizelge 2.7. Cephalaria syriaca (pelemir) tiiriiniin taksonomik agidan genel gosterimi

Kingdom (Alem) Plantae (Bitkiler)
Subkingdom (Altalem) Tracheobionta (Vascular Plants) (Damarli Bitkiler)
Superdivision (Sube) Spermatophyta (Seed plants) (Tohumlu Bitkiler)
Division (Altsube) Magnoliophyta (Flowering Plants) (Cigekli Bitkiler)
Class (Sinif) Magnoliopsida — Dicotyledons (Cift ¢enekli bitkiler)
Subclass (Altsinif) Asteridae
Order (Takim) Dipsacales
Family (Aile) Dipsacaceae (Teasel Family) (Tarakotugiller)
Genus (Cins) Cephalaria
Species (Tiir) Cephalaria syriaca L.

Kaynak: USDA PLANTS (2018)

2.5.3.1. Pelemir (Cephalaria syriaca L.) tiiriiniin yabanci ot olarak varhgi

Bugday ekim alanlarinda yabanci ot olarak bulunan pelemir bitkisi, tiiylii ve pembe ya
da mor ¢icege sahip, yaklasik olarak 100 cm’e kadar boylanabilmektedir (Goktiirk ve
Stimbiil, 2014; Uslu, 2016).

Yabanci ot florasinin belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada Cephalaria cinsine ait
C. syriaca ve C. aristata tiirlerinin Mardin’de ve Kahramanmaras’da bulunan bugday
tarlalarinda bulundugu tespit edilmistir. Ayrica Diyarbakir bag iiretim alanlarinda
goriilen yabanci otlar arasinda C. syriaca tiiriiniin, Erzurum ovasindaki bugday ve
cavdar tarlalarinda goriilen yabanci otlar arasinda C. aristata tiriiniin yer aldigi
gozlemlenmistir. (Aksoy, 1973; Gokalp, 2015; Pekcan Kacgar, 2017; Tursun vd., 2006;
Yildirim ve Ekim, 2003).

Her ne kadar pelemirin bitki morfolojisi bugdaydan farkli olsa da, tohum biiyiikligii ve

sekli benzerdir. Bu sebeple bugdayla birlikte nesilden nesile siirekliligini
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saglayabilmektedir. Sekil 2.7.’de pelemir bitkisnin genel goriiniimii, ¢igek rengi ve

tohum sekli gosterilmektedir.

Sekil 2.7. Pelemir bitkisinin genel bitki morfolojisi (a), yaprak (b), ¢icek (c) Cicek
tomucugu (d), tohum ve kok ucu (e) goriintiisii

2.5.3.2 Pelemir (Cephalaria syriaca L.) tiiriiniin yeni bir kiiltiir bitkisi olarak

kullanimi

Insan beslenmesinde diyet icerisindeki lif miktar1 saglik acisindan onemlidir.
Geleneksel olarak, pelemir tohumlarinin karisik oldugubugdaydan elde edilen unun,
ekmek yapiminda kullanildigr ve gecikmeli kuruma sagladigi bilinmektedir. Her ne
kadar pratikte yapilan uygulamalar bulunsa da, bu karisimin etkisi hakkinda smnirli

arastirma mevcuttur.
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Son zamanlarda, bugday ununa % 0.25-2.25 oraninda pelemir karigtirtlmasinin hamur
kabarmasina etkisi arastirllmistir (Karaoglu, 2012). Pelemir karistirilmasininbugday
ununun kabarma ozelliklerini olumlu etkiledigi ve karisim oranina bagli olmak iizere

ekmeklik kalitesini 6nemli 6l¢giide arttirdig: tespit edilmistir (Karaoglu, 2012).

Ozellikle ekmeklik kalitesi diisiik bugdaylardan elde edilen unlarda, pelemir bitkisinin
hamur yapisin1 kuvvetlendirmek amaciyla kullanilabilecegi belirtilirken, gluten igerigi
az olan unlardan elde edilen hamurlara katildiginda ise hamurlarin viskoelastik
ozelliklerini de iyilestirilebilecegi belirtilmektedir (Boz ve Karaoglu, 2015). Ayrica
tohumlar1 ekmegin bayatlamasini 6nleyici olarak da kullanilabilmektedir (Yazicioglu
vd., 1978).

Insan beslenmesinde bitkisel yaglar &nemli bir yer tutmaktadir. Bitkisel yaglar
icerdikleri yag asitlerinin kompozisyonuna gore farkli kalitelere ayrilir. Tiirkiye’nin yag
ithtiyact diisiiniildiigiinde yeni alternatif kaynaklara ihtiyacimiz oldugu goriilmektedir
(Arslan vd., 2014; Yazicioglu vd., 1978). Bu yeni kaynaklarin yag asitleri
kompozisyonu yemeklik veya sanayilik kullanimini belirler. Cephalaria taksonunun
temel yag asitleri nedeniyle insan beslenmesinde potansiyel katki maddesi oldugu
belirtilmektedir (Kirmizigiil vd., 2012). Pelemir bitkisinin yag bitkisi olarak
degerlendirilmesi ve bu amacla yeni bir kiiltiir bitkisi gelistirme calismalar1 da

mevcuttur.

Diger yaygin olarak tarimi yapilan yag bitkilerine oranla, pelemir tohumlar1 linoleik asit
ve miristik asit i¢erigi yoniinden daha yiiksek icerige sahiptir (Baydar ve Turgut, 1999).
Hatta yliksek miktarda miristik asit igerdiginden dolayr yag, sabun {iretimi i¢in ¢ok
uygun oldugu belirtilmektedir (Yazicioglu vd., 1978). Bu sebeple yag kalite 1slahi
calismalarinda degerlendirilebilir. Ozellikle Tiirkiye ekolojik kosullarinda tarima
alinmasi1 caligmalarinda marjinal alanlarda tohum ve yag verimi agisindan tavsiye

edilmektedir (Katar vd., 2012).

Bunun disinda pelemir yagindan elde edilen biyodizelin yakit 6zelliklerinin standartlara
uygun oldugu ifade edilmektedir (Ogiit vd., 2014). Ayrica pelemir bitkisinin biyo-yakita

doniistiiriilme olanaklarinin arastirildign bir ¢alismada ise elde edilen biyo-yakitin
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giiniimiizde kullanilan siv1 yakitlara alternatif, yenilenebilir ¢evre dostu enerji kaynagi

olabilecegi belirtilmektedir (Altunbas, 2015).

2.6 Tez Calismasinin Amac ve Hedefleri

Bu tez calismasinda; pelemir bitkisinin genom yapist ve kromozom morfolojisinin
anlasilmas1 ve detayli analizine yonelik klon temelli tekrar dizilerinin tanimlanmasi,
ribozomal DNA’larin kromozom iizerindeki yerlerinin tespit edilmesi, yeni nesil
dizileme sonucunda yapilan biyoinformatik analiz ile belirlenmesi ve satelit tekrarlarin

FISH kullanilarak lokalizasyonu amaglanmustir.

Bu yontemler ile pelemir genomunda bulunan tekrarlanan DNA elementlerinin tespit
edilmesi amaclanmistir. DNA Kkiitiiphanesi temelli klonlama yontemi ile restriksiyon
kesim enzimlerinden yararlanilmistir. Ligasyon ve transformasyon sonucunda olusan
rekombinant DNA klonlar1 dot blot teknigi ile goriintiilenerek klon se¢imi yapilmistir.
Dizi analizi yapildiktan sonra biyoinformatik yontemler ile pelemir genomunda bulunan

tekrar elementleri tanimlanmustir.

Ayrica pelemir genom yapisinin tanimlanmasinda daha kapsayici bir yontem olarak
tekrar dizilerinin karakterize edilmesinde kullanilan yeni nesil dizileme tekniklerinden
faydalanilmistir. Bu yontem ile pelemir genomunda bulunan tekrar dizileri
RepatExplorer ve TAREAN programi araciligiyla tespit edilebilmistir. Elde edilen
tekrar elementlerinin, ribozomal genlerin ve telomerik tekrarlarin kromozomlar
tizerindeki yerleri FISH teknigi kullanilarak tanimlanip karyotip haritasi

olusturulabilmistir.

Bu tanimlamalar, Cephalaria genomik yapisini olusturan DNA elementlerinin igerigine
ve dinamiklerine 151k tutacaktir. Boylece Cephalaria syriaca (pelemir) genomuna 6zgii
veya diger bitki genomlarina benzer DNA dizileriyle genomlarin yapisal

karsilastirilmasi yapilabilecektir.
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Bitki materyali

Calismada bitki materyali olarak iilkemizde Cephalaria syriaca (pelemir) tiiriine ait ilk
tescilli cesit olan Karahan (2n=10) ¢esidi genomik DNA izolasyonu, yeni nesil
dizileme, floresan in situ hibridizasyon ve sitolojik arastirmalar i¢in kullanilmistir. Bu
cesit Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel Miudiirliigi,
Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisii, Yagli Tohumlu Bitkiler birimi tarafindan

tescil edilmistir.

Aragtirmada kullanilan pelemir bitkileri; hem iklim odasinda ve hem de tarla
kosullarinda yetistirilmistir. iklim odasinda yetistirilecek bitkileri olusturacak tohumlar
petri kutusunda nemli filtre kagidi iizerinde 23°C’lik sicaklikta %60 rutubet ortaminda
cimlendirilmistir. Cimlenme siiresi yaklasik olarak 4 giin siirmiistiir. Cimlenen
tohumlardan elde edilen fideler saksilara aktarilarak ikilim odasinda 23°C’lik sicaklikta

%60 nem kosullarinda yetistirilmistir.

3.1.2 Kimyasal malzemeler

Arastirmada kullanilan kimyasal malzemeler Ek A’da verilmistir.

3.2 Metod

3.2.1 Genom biiyiikliigiiniin 6lciilmesi

Pelemir genom biiyilikligiiniin olglimiinde arpa bitkisi (Hordeum vulgare) genomu
(10.36 pg/2C) referans olarak kullanilmistir. Olgiimler Sysmex/Partec CyFlow Space

flow cytometer araciligiyla gergeklestirilmistir. Bunun ig¢in, pelemir bitkisinin ve

arpanin taze geng¢ yapraklart petri kutusunda keskin uclu jilet kullanilarak igerisinde
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propidium iodide (PI; 50ng/ml) ve RNase (50pg/ml) olan 1000 pl izolasyon tampon
soliisyonu (45 mM MgCl,, 20 mM MOPS, 30 mM sodium citrate, %0.1 (vol/vol) Triton
X-100, 1 M NaOH. pH 7.0) igerisinde parg¢alanmistir (Galbraith vd., 1983). Hazirlanan
ornek 30 um delik capl filtreden siiziilerek tiipe aktarilmistir ve buz iizerinde 5 dk
bekletilmistir. Olgiimler iki farkli giinde toplamda alt1 tekrar olarak asagidaki sekilde
gerceklestirilmigtir. Cekirdek DNA igerigi 6rnek ile standardin G1 piklerinden elde
edilen degerlere gore asagidaki formiil ile Excel dosyasi lizerinde pg ve Mbp degerleri
hazirlanmistir. Oncelikle pikogram cinsinden belirlenen bu degerler daha sonra 1C

degeri olan Mbp degerine doniistiiriilmiistiir.

Ornegin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)
Cekirdek DNA icerigi (pg): x standardin pikogram olarak bilinen DNA igerigi
Standardin florasan yogunlugu
(G1 pikinin degeri)

Elde edilen pg degeri x 978
2

Cekirdek DNA icerigi (Mbp):

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu

Toplam genomik DNA, bitkinin hizli gelisen geng yapraklarindan standart CTAB

metodu kullanilarak asagida anlatilan protokole goére izole edilmistir (Xin ve Chen,
2006).

Izole edilen genomik DNA’larin spektrofotometre ve standart agaroz jel elektroforez
testleriyle saflik ve miktar tayini yapilmis ve genomik DNA konsantrasyonu pg/pl

olarak tespit edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu i¢in dondurulmus 1 gr’lik yaprak dokusu sivi azot
kullanilarak parcalandiktan sonra elde edilen yaprak 6rnekleri CTAB ayristirma tampon
soliisyonunda (%2 CTAB, 100 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, % 2 B-
merkaptoetanol) 60°C’de 30 dk 165 rpm’de su banyosunda bekletilmistir. 30 dakikanin

sonunda tiip icerisine Kloroform-izoamilalkol (24:1) eklenmis ve solusyon 10 dk
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boyunca iyice karistirilmistir. 5 dK santrifiije tabii tutulmustur ve sivi faz yeni bir tlipe

transfer edilmistir.

Sivi faz tizerine CTAB ¢o6ktiirme tampon soliisyonu (%1 CTAB, 50 mM Tris-HCI, pH
8, 10 mM EDTA) eklendikten sonra tekrar 5 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra,
tiplin tst kisminda kalan supernatant uzaklastirilmistir. Pelet %70 etanol ile
yikanmustir. Pelet yiiksek tuz oranmna sahip TE igerisinde (10 mM Tris-HCI, 1mM
EDTA, IM NaCl) ¢oziilmiistiir. 10 ul RNase A (10 mg/ml) 37°C’de 30 dk inkiibe
edilmistir. Oda sicakliginda 5 dk etanol (2.5 Vol) eklenerek inkiibasyon saglanmstir.
Santrifiij kullanilarak coktiiriilen DNA 2 defa %70 etanol ile yikanmistir. Alkolii

uzaklastirilan kuruyan pellet 500 pl destile su ile ¢oziilmiistiir.

3.2.3 Restriksiyon enzimleriyle kesme

Yiiksek molekiiler agirliktaki genomik DNA solusyonu 4-6 bazlik sik kesen BamHI,
BsuRI (Haelll) ve Dral restriksiyon kesim enzimleri kullanilarak pargalara ayrilip test
edilmistir (Sekil 3.1). BamHI yapiskan uglu alt1 bazlik bir enzim iken, BsuRI (Haelll)
ve Dral ise sirasiyla 4 ve 6 bazlik sik kesen kor uglu restriksiyon enzimleridirler. 17 pl
(20 pg) genomik DNA, 5 pl restriksiyon enzimine 6zgii tampon solusyonu, 4 pl (6u)
BamHI restriksiyon enzimi, ve 24 pl destile su kullanilarak toplamda 50 pl restriksiyon
enzim reksiyon ¢ozeltisi olusturulmustur. Bu reaksiyon ¢d6zeltisi su banyosunda

37°C’de bir gece bekletilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile kesilen genomik DNA %0.8’lik agaroz jel iizerinde 40 dk 120
V’da yiiriitiilerek goriintiilenmistir. Daha sonra 0.3 M sodyum asetat pH= 6 ve saf
etanol ile ¢oktiiriildiikten sonra 10 dk yiiksek hizda santrifiij yapilmstir. Pelet %70°’1lik

etanol ile yikanip kurutulup destile su kullanarak ¢oziilmiistiir.

¥ G)GATC C ¥ ¥y G Gg|C C ¥ F T TT,AAA ¥
J CCTAG:G & y CcCCcCtG G § I AAACTTT &
a b C

Sekil 3.1. BamHI, BsuRlI, Dral restriksiyon enziminin kesim dizisi (a) BamHlI, (b)
BsuRl, (c) Dral
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3.24 DNA parcalarinin agaroz jel elektroforezinde ayristirilmasi ve

saflagtirilmasi

Restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA pargalar1 1x TAE tampon solusyonunda (40
mM Tris base, 20 mM glasiyel asetik asit, 1 mM EDTA) %0.8’lik agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmuslardir. Boylece klonlanabilir biiyiikliikteki DNA parcalar
standart 1 kb’lik markér DNA ile birlikte ayristirilabilmislerdir.

Uygun biiytikliikteki DNA, agaroz jel’den kesilmis ve Li vd. (2010), tarafindan
aciklanan slika matriks protokoliine gore 100 mg jel pargast i¢in 300 pl sodyum iyodiir
(6M Nal) kullanilmis ve jel 70°C’de 3 dk igerisinde eritilmistir. Eriyen jelin icerisine 10
ul slika matriks eklenerek iyice karistirilmis ve 5 dk oda sicakliginda birakilmistir. Bu
sekilde DNA’nin matrikse baglanmasi saglanmistir. 16 saniye 12000 rpm’de santrifiij

yapildiktan sonra tiipiin {ist kisminda bulunan supernatant peletten uzaklastirlmistir.

Pelet tizerine 500 pl yikama soliisyonu eklenmistir (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM
NaCl, 1 mM EDTA ve %50 ETOH). Boylece pelet agaroz parcalarindan temizlenmistir.
Tekrar 16 saniyede hizli bir santrifiij yapilarak peletten supernatantin uzaklastirilmasi
saglanmistir.  Yikama soliisyonu kullanilarak yapilan bu islem iki defa
gerceklestirilmistir. Daha sonra tiip icerisine 20 pl distile su eklenmis ve 70°C’de 2 dk
boyunca bekletilmistir. Boylece matriks ve DNA kompleksinin ayristirilmasi
saglanmistir. 2 dk boyunca santrifiij yapildiktan sonra tiipten sivi kisim igerisinde

bulunan DNA alinarak yeni tiipe aktarilmigtir.

3.25PCR

PCR kullanilarak agaroz jel’den elde edilen saflastirilmis DNA’nin 3' ucuna
restriksiyon enzimleriyle kesilen genomik DNA parcalar1 ile vektoriin ligasyon
sonucunda rekombinant DNA olusturabilmesi amaciyla dATP (deoksi adenin trifosfat)
eklenmistir. Bunun i¢in hazirlanan PCR reaksiyonunda 5 pl (50 ng/ul) DNA, 0.5 ul
(2u/ul) Tag DNA polimeraz, 2 pl (5x) PCR buffer, 1 ul (50x) ANTP kullanilmistir.
Reaksiyonun toplam miktar1 10 pl olacak sekilde 2.5 pul ddH2O (cift destile su)
eklenmistir. Reaksiyon 68°C’de 10 dkda 1 dongii olacak sekilde dATP uglarinin

eklenmesi amaciyla PCR’a tabi tutulmustur.
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PCR iiriinleri yukarida anlatilan slika matriks protokolii kullanilarak saflagtirilmigtir (Li,
vd., 2010). Ancak bu metod uygulanirken jel purifikasyonundan farkli olarak 50 ul PCR
ornegine 150 pl 6M Nal eklenerek gerceklestirilmistir. Bunun disinda jel piirifikasyonu

icin kullanilan prosediir izlenmistir.

3.2.6 Ligasyon ve bakteriyel transformasyon

Ligasyon i¢in pGEM-T Easy vektorii (Promega) kullanilmistir ve ligasyon reaksiyonu
toplamda 2.5 pl olacak sekilde 1.25 upl (2X) rapid ligation buffer, 0.25 pl (50 ng/ul)
pGEMT easy vektor, 0.75 pl (4 ng/ul) PCR iiriinii restriksiyon enzimi ile kesilmis DNA
pargasi, 0.25 pl T4 ligaz enzimi kullanilarak hazirlanmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi oda

sicakliginda 4 saat boyunca birakilmaistir.

Transformasyon elektroporasyon yontemi kullanilarak yapilmistir. Daha yiiksek
transformasyon oranlarna ulagsmay1 saglayan XLN blue bakteri irklar1 ile hazirlanmig
elektrokompotent hiicreler elektroporasyon yontemi i¢in kullanilmistir. Tryptone, Yeast
extract, NaCl ve agardan hazirlanan ampisilinli (1000 pg/ml) LB (1 litre igin 10 g
Tryptone, 5 g Yeast ekstrakt, 10 g NaCl, 15 g Agar) tabaklarina rekombinant plazmidler
aktarilmistir alkolle steril yapilmis plastik bir dagitict yardimiyla LB tabagina
dagitilmistir.

3.2.7 Klon se¢imi ve dot blot

LB tabaginda bir gece 37°C bekletildikten sonra rekombinant DNA elde edilp
edilmediginin tespit edilmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinde test etmek tizere
steril kiirdan yardimiyla biiyliyen koloniler segilmistir ve standart plazmid izolasyonu
protokolii kullanilarak izolasyon yapilmistir. Izolasyondan sonra elde edilen DNA
%0.8’1lik agoroz jel elektroforezinde yiiriitiilmiis ve inset DNA’lar se¢ilmistir. Plazmid
izolasyonu i¢in bakteri 37°C’de 2 ml’lik LB ortami igerisinde antibiyotik (ampisilin) ile
birlikte bir gece boyunca biiyiitiilmiistiir. Biiyiliyen hiicrelerin ¢oktiiriilmesi 2 dk
boyunca santrifiij kullanilarak gerceklestirilmistir. Elde edilen pelet 200 pl resuspension
soliisyonu (1 M Tris-HCI, pH 8, 0.5 M Na;EDTA, %20 glikoz, 10mg/ul RNase A,
ddH;0) igerisinde askiya alinmistir ve oda sicakliginda 5 dk boyunca bekletilmistir.
Daha sonra ayni tiipiin igerisine 400 ul SDS/NaOH eklenmis ve birka¢ defa nazikce
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karistirtlmistir. Soliisyon buzda 5 dk bekletilmis ve 300 ul 7.5 M amonyum asetat
eklenmistir. Soliisyon birkag¢ saniye nazikg¢e karistirilip 10 dk buzda bekletilmistir. 3 dk
boyunca 10.000 rpm’de yapilan santrifiijjde soliisyon ¢oktiiriilmiistiir. Pelet atilmis ve
siipernatant kismi yeni tlipe aktarilmistir. Siipernatantin iizerine 0.6 vol hacminde
izoproponol eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dk boyunca bekletilmisve DNA’nin
coktiiriilmesi saglanmistir. 10 dk boyunca yiiksek hizda santrifiij yapildiktan sonra
siipernatant uzaklastirilmis ve pelet %70 etanol ile yikanmistir. Yikama isleminin
ardindan etanol uzaklastirilmis ve pelet kurumaya birakilmistir. Son olarak 50 ul dH,O
icerisinde pelet ¢oziilmiistiir (Maloy, 1990). Plazmid izolasyonundan sonra klonlar jel
elektroforezinde yiiriitiilmiislerdir. Insért DNA’lar jel elektroforezi sayesinde tespit
edildikten sonra bunlarin yiiksek kopya tekrar dizisi tastyip tasimadiklarini tespit etmek
amactyla dizi analizine gonderilmeden 6nce dot blot uygulamasina tabii tutulmuslardir.
Insért DNA’lar agaroz jel elektroforezinde kullamlan 1 kb’lik markor araciliiyla
saptanmistir. Elde edilen pozitif klonlar %20’lik gliserol iceren saklama tiiplerine

aktarilip, stok hiicreler -80°C’de depolanmustir.

Dot blot yontemi i¢in pelemir genomik DNA’s1 Biotin Decalabel DNA labeling kiti
kullanilarak Biotin-11-dUTP ile prob olarak hazirlanmigtir (Thermo Scientific). Kitin
sagladig1 prosediire gore Biotin-11-dUTP ile prob DNA’nin hazirlanmasi igin 10 ul (25
ng/lpug) DNA, 10 pl (5X) reaksiyon buffer i¢inde decanucleotide, 24 ul distile su
kullanilarak toplamda 44 pnl olacak sekilde reaksiyon olusturulmustur. Tiip hizli bir
sekilde santrifiij yapilmistir. 5-10 dk 100 °C suyun igerisinde tiip inkiibe edilmistir ve
buz iizerinde sogutulmustur. Tekrar hizli bir sekilde santriflij yapilmigtir. Daha sonra 5
ul Biotin Labeling mix, 1 pl (5u) Klenow fragment, exo eklenmistir. Tiip
karistirildiktan sonra hizlica santrifiij edilmistir. En az 1 saat olacak sekilde 37°C’de
reaksiyonun inkiibasyonu saglanmistir. Reaksiyonun durdurulmasi i¢in 1 pl (0.5 M)
EDTA, pH 8.0 eklenmistir. Hazirlanan etiketli DNA -20°C’de kullanilana kadar

saklanmustir.

Dot blot uygulamasina baglamadan 6nce membran hazirlanmistir. Ilk olarak membran
tizerine sagilen klonlar damlatilmistir. Hazirlanan membrane trans uv’de 5 dk
tutulmustur boylece klonlar denatiire edilerek sabitlenmistir. Denatiire olan membran
once 2x SSC ile 5 dk boyunca yikanmigtir. Daha sonra da hibridizasyon soltisyonu (5X
SSC, %0.02 SDS, %1 Blocking reagent, %0.1 N-Lauroylsarcosine) ile 1 saat boyunca
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65°C’de inkiibe edilmistir. Pelemir genomik DNA’sindan hazirlanan prob 100°C’de
denatiire edilmistir. Hibridizasyon soliisyonu dokiildiikten sonra tekrar yeni

hibridizasyon soliisyonu eklenmistir.

Denatiire edilmis 35 pl prob DNA eklenmistir. Bu sekilde gece boyu 65°C’de
hibridizasyon gergeklesmistir 1 gece sonrasinda membran 6nce 2X SSC ve %0.1 SDS
ile birlikte oda sicakliginda her biri 10 dk iki defa yikanmistir. Daha sonra 0.1x SSC ve
%0.1 SDS ile birlikte 15 dk boyunca oda sicakliginda calkalanarak yikanmistir. Yikama
islemlerinden sonra 5 dk boyunca membran 30 ml blocking/washing soliisyonu
icerisinde oda sicakliginda calkalayicida birakilmistir. 30 ml blocking soliisyonunda 30
dk boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida birakilmistir. Membran 20 ml Streptavidin-
AP igerisinde 30 dk oda sicakliginda ¢alkalayicida inkube edilmistir.

Calkalayici iizerinde membran oda sicakliginda 60 ml blocking/washing soliisyonunda
15 dk iki defa yikanmistir ve 20 ml detection soliisyonu igerisinde 10 dk inkiibe
edilmistir. 10 ml substrate soliisyonunda oda sicakliginda karanlik alanda inkiibe
edilmis olan membran iizerinde mavi-mor renkler goriildiikten sonra substrat soliisyonu

dokiilmiis ve membran distile su ile durulanmustir.

3.2.8 Dizi sonu¢larmin biyoinformatik analizi

Bu asama da, dot blot sonucu yiiksek kopya tekrar dizisinin oldugu diisiiniilen koyu
renkli 11 klonun niikleotit dizisinin tespit edilmesi i¢in DNA dizi analizi yapilmistir. Bu
islem, Tiirkiye’de dizi analizi yapan Sentegen, Ankara, isimli firmaya 6rneklerimizi ve
standart M13 ileri (forward) primerlerimizi gondererek saglanmistir. Ayrica ayni
klonlarin dizilemesinin yapilmasi amaciyla M13 geri (reverse) primerleri kullanilarak
IPK (Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research)’de (Gatersleben,

Almanya) dizileme yapilmistir.

Dizileme sonuglar1 elimize ulastiktan sonra klonlara ait DNA dizileri biyoinformatik
analizlere tabi tutulmustur. Bu amacla ileri (forward) ve geri (reverse) yoniinde elde
edilen dizilerin contig olusturulmasi1 ve pGEM-T easy vektor dizisinin uzaklagtirilmasi
icin GeneStudio programi kullanilmistir. Vektor dizisi uzaklastirildiktan sonra elde

edilen diziler BLAST programi araciligiyla NCBI gen bankasinda taranmaistir.
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3.2.9 Yeni nesil dizileme ve biyoinformatik analizi

Pelemir genom dizisi yeni nesil dizileme teknikleri kullanilarak (YND) analiz
edilmistir. lllumina PE150 sistemi Novogene (Hong Kong, China) sirketinde dizileme
icin kullanilmistir. Illumuna dizilemesinde her bir okuma 150 bg olacak sekilde

toplamda yaklagik 1GB dizi bilgisi elde edilmistir.

Pelemir genomunda bulunan tekrarlayan DNA elementlerinin orani RepeatExplorer
programi kullanilarak ve pelemir genomundaki in silico analizi, yiiksek kopya
tekrarlarin  belirlenmesi amaciyla RepeatExplorer programmin TAREAN araci
kullanilmistir (Novak vd., 2017). TAREAN programinda elde edilen satelit tekrarlarin
birbirlerine benzer olup olmadiklar1 GeneWarrior ve EMBOSS explorer programlari

kullanilarak karsilastirilmistir.

3.2.10 TAREAN programi sonuclarina gore primer tasarimi ve PCR

Primerler TAREAN programindan elde edilen satelit tekrar elementlerinin dizi bilgisine
gore dizayn edilmistir. Calismada kullanilan primerlerin listesi Cizelge 3.3.°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Satelit tekrarlarin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerin listesi

Primer Adi Primer Dizisi

CI34 leri 5" TTTGAACCCAAAACCTAAAACAS" (22 bg)
ClI34 Geri 5"ACGTCCAATTTGGGTGACT 3" (19 bg)
CI36 ileri 5" ATCCTAACAAATGTTCGCT 3" (19 bg)
CI36 Geri 5°"GCACAATCTCGTAATATTGA 3°(20 bg)
Cl42 Tleri 5" GCACGAATTCAAAAAAGTCAC 3" (21 bg)
Cl42 Geri 5 CATGTGTTGGAGACGAC 3 (17 bg)
Cl45 Tleri 5° GACACATAAAAATGGGGTCT 3" (20 bg)
Cl42 Geri 5"AGACTTAGCCGTTCCATGTC3'(20 bg)
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Primerler igin gergeklestirilen PCR programi reaksiyon igeriginde 2 pl (25 ng/pl) DNA,
5 ul (5x) PCR Buffer, 1 ul (2.5 mM) dNTP, 1’er ul ileri ve geri primerleri, 0.5 ul Taq
DNA polimeraz enzimi (Qiagen) ve 14.5 ul ddH,O eklenerek toplamda 25 ul olacak
sekilde bir reaksiyon hazirlanmistir. Bu reaksiyon i¢in 6 basamakli bir PCR programi
hazirlanmustir. Ik denatiirasyon basamagi 95 °C’de 5 dk boyunca gerceklestirilmistir.
Denatiirasyon basamagi 95°C’de 30 saniye, baglanma basamaginda her bir primer igin
55°C’de 1 dk olacak sekilde diizenlenmistir. Uzama basamagi 72°C’de 1 dk olarak
ayarlanmistir toplam dongili sayiy1 35 olarak programlanmistir. Daha sonra 70°C’de 5
dklik bir siire igerisinde son uzama gerceklestirilmistir ve PCR programi 4°C’de

tamamlanmaistir.

3.2.11 Kromozomlarin hazirlanmasi

Pelemir tohumlari, nemli filtre kagit tizerinde petri kutusunda oda sicakliginda
¢imlendirilmistir. Cimlenen tohumlardan kromozom hazirlanmasi i¢in kok uglari
toplanmistir. Kok uglari toplandiktan sonra 2 mM 8-hydroxyguinoline kullanilarak 4
saatligine oda sicaklig1 kosullarinda 6n muameleye tabi tutulmustur. 4 saat sonrasinda
yikanan kok uclari etanol: glasial asetik asit (3:1) Soliisyonunda gece boyunca 4°C’de
fikse edilmistir. Daha sonra -20°C’de muhafaza edilmistir. Kromozomlar i¢in slaytlar

hazirlanirken asagida belirtilen damlatma metodu kullanilmistir.

Kromozomlarinin hazirlanmasinda fikse edilen kokler buz lizerinde once iki defa destile
su ile daha sonra bir defa 1x CB (0,01 M citrate buffer) ile 3’er dk boyunca yikanmistir.
Yikanan kok uglart koklerden kesilip eppendorf tiipiine aktarilmigtir. Kok uglart enzim
karisimi (0.01 M citrate buffer (CB) iginde 0.7% cellulase R10, %0.7 cellulase, %1.0
pectolyase, %]1.0 cytohelicase) i¢inde 37°C’de 1,5 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kok uglar1 énce iki defa 500 pl destile su igerisinde daha sonra
500 pl 1X CB igerisinde 2 dk boyunca 7000 rpm’de sanrifiij edilmistir. Bdylece

enzimin kok uclarindan uzaklastirilmasi saglanmistir.

Stipernatant uzaklastirildiktan sonra, tiip igerisinde kok uglari etanol: glasial asetik asit
soliisyonu (3:1) igerisinde pargalanmistir. Tiipe 500 pl etanol: glasial asetik asit
soliisyonu (3:1) eklenerek 3 dk boyunca 7000 rpm’de santrifiij yapilmistir. Santrifiijden

sonra supernatant uzaklastirilmistir. Bu islem ti¢ defa tekrar edilmistir.
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Bir kok ucu igin 30 pl olacak sekilde tiipe etanol: glasial asetik asit (3:1) soliisyonu
eklenmistir. 8 pl hiicre siispansiyonundan almarak 1slak slaytlarin {izerine
damlatilmistir. Bu islem 50°C’ye ayarlanmis hot plate ilizerinde gergeklestirilmistir.
FISH yapilmadan 6nce 151k mikroskobu ile tizerinde kromozom tespit edilen slaytlar
etanol: glasial asetik asit soliisyonu (3:1) igerisinde ve %96 etanol igerinde 3’er dk
birakilmistir. Kurutulan slaytlar 4°C’de kullanilincaya kadar saklanmustir.

3.2.12 Floresan in situ hibridizasyon

Bu calismada ribozomal DNA, satelit tekrarlar ve telomerik tekrarlar pelemir (C.
syriaca) genomunun haritalanmasi1 igin kullanilmislardir. Satelit tekrar dizileri
TAREAN programi sonucunda elde edilmistir. Bugdaydan (Triticum aestivum) elde
edilen pTa71 plazmidi (Gerlach ve Bedbrook, 1979) 45S rDNA spesifik probu olarak
kullanilmigtir. Bunun disinda, 5S rDNA spesifik probu PCR kullanilarak elde edilmistir.
5S rDNA elde etmek amaciyla yapilan PCR reaksiyon igeriginin hazirlanmasinda 2 pl
25 ng/ul DNA, 5 pl 10X PCR Buffer, 4 ul 0.5 mM dNTP mix (0.5 mM dATP, 0.5mM
dCTP, 0.5 mM dGTP, 0.25 mM dTTP), 1 ul 1.0 mM dUTP (ATTO 488-dUTP), 1 ul
Up46.1 primer (5° GTG CGA TCA TAC CAG CRK TAA TGC ACC GG 3°), 1 ul Up
47.1 primer (5° GAG GTG CAA CAC GAG GAC TTC CCA GGA GG 3°), 0.5 ul Taq
DNA polymerase ve 35.5 pl ddH,O kullanilarak 50 pl olacak sekilde reaksiyon
hazirlanmigtir. 5S rDNA’nin amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR programinda ilk
danatiirasyon 95°C’de 5 dk boyunca gergeklestirilmistir. Denatiirasyon basamagi
95°C’de 30 saniye boyunca gerceklestirilirken baglanma basamagi 55°C’de 30 saniye
icersinde gerceklestirilmistir. Uzama basamagi ise 72°C’de 1 dk siirmistiir.
Denatiirasyon, baglanma ve uzama basamaklar1 i¢in 35 dongii programlanmistir.

72°C’de 5 dk son uzama yapilmis ve PCR basamagi 4°C’de durdurulmustur.

FISH problari, ATTO-488-dUTP ve ATTO-550-dUTP kullanilarak Nick Translation
kiti (Jena Bioscience) kullanilarak etiketlenmistir. Kromozomlar 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAP]) ile boyanmislardir. Problarin hazirlanmasi kit igerisinde belirtilen
protokole gore gerceklestirilmistir. Protokole gore toplamda 25 pl olacak sekilde
hazirlanan reaksiyona 2 ul (10x) NT etkiletleme tampon soliisyonu, 2 pl Atto-488 veya
Atto-550 NT etiketleme karigimi, 1.5 pg olacak sekilde ayarlanmig DNA, 2 pl (10X)

enzim karisimi ve toplamda 20 pl olacak sekilde kit tarafindan saglanan su eklenmistir.
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Hazirlanan tiip vorteks yapildiktan sonra 15°C’de 90 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra reaksiyon 5 pl reaksiyonu durdurucu soliisyon eklenmistir.

FISH teknigi i¢in kromozom slaytlarinin hazirlanmasinda slaytlar 2x SSC igerisinde iKi
defa 5’er dk olmak tizere yikanmistir. Daha sonra, RNase (Her bir slayt i¢in 95 2x SSC
5 ul RNase) ile 37°C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmis ve 3 defa 2x SSC igerisinde 5’er
dk olmak iizere yikanmislardir. Yikama isleminden sonra slaytlar %45 asetik asit
igerisinde oda sicakliginda 10 dk boyunca muamele edilmis ve 2 defa 2x SSC igerisinde
5’er dk boyunca yikanmislardir. %4 formaldehyde igerisinde oda sicakliginda 10 dk
boyunca inkiibe edilmis olan slaytlar 3 defa 2x SSC igerisinde 5’er dk boyunca
yikanmiglardir. Daha sonra bir etanol serisi igerisinde (%70, %90, %96) sirasiyla 3’er

dk bekletilmis olan slaytlarin 10 dk boyunca kurumalar1 beklenilmistir.

Hibridizasyon karisimi ve problar 95°C’de 10 dk boyunca denature edilmislerdir.
Denatiire olan problar ve hibridizayson karigtimi  kuruyan slaytlarin {izerine
uygulanmistir. Bu islem hot plate iizerinde 80°C’de 2 dk boyunca gergeklesmistir.
Slaytlar 37°C’de bir gece boyunca inkiibe edilmislerdir. Diger giin slaytlar 2x SSC
igerisinde 55-60°C’de 20 dk boyunca yikanmistir. Bir etanol serisi igerisinde (%70,
%90, %96) sirastyla 3’er dk bekletilen slaytlarin daha sonra kurumalari igin

beklenilmistir. Kuruyan slaytlar tizerine DAPI uygulanmaigtir.

Resimler Hamamatsu Orca-Er CCD kamera ve Olympus Bx61 flaresan mikroskopu
Kullanilarak slaytlar iizerinde tespit edilen kromozomlarin goriintileri alimustir.
Resimler Analyses * D Orca-ER programi araciligiyla kaydedilmislerdir. Elde edilen
siyah beyaz resimler Adobe Photoshop programi ile (Adobe Systems) renklendirilerek

birlestirilmiglerdir.
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BOLUM IV

BULGULAR

Bu ¢alismada pelemir (C. syriaca) tiiriiniin genomunu karakterize etmek i¢in ilk olarak
flow sitometri araciliiyla genom biiyiikliigii belirlenmistir. Pelemir bitkisinin genomik
yiiksek kopya fraksiyonuna dayali olarak yiiksek kopya tekrar dizilerinden markorler
olusturulmustur. Bu amagla biyoinformatik yollarla elde edilen satelit tekrar dizileri igin

primerler tasarlanmistir.

PCR aracilifiyla ¢ogaltilan dizlerin kromozomlar tizerindeki yerleri saptanmistir. FISH
araciligiyla ideogramini belirlemek i¢in yiiksek kopya tekrarlari olan satelit tekrarlar,

458 ve 5S rDNA ve telomerik tekrar kullanilmstir.

4.1 Pelemir (C. syriaca)’min Genom Biiyiikliigiiniin Ol¢iilmesi

Pelemir bitkisinin genom biiyiikliigii flow sitometrik analizler ile belirlenmistir. Cizelge
4.1.’de pelemir bitkisinin genom biiylikliigliniin 6l¢iilmesi amaciyla pg degeri bilinen
arpa (Hordeum vulgare) bitkisinin referans olarak kullanildigi flow sitometrik analizde

elde edilen 6l¢lim sonuglar1 gosterilmistir.

Elde edilen sonuglarin histograminda da goriildiigii gibi pelemir ve arpa bitkisinin G1
tepe noktalarinin yansittig1 floresan yogunlugundan elde edilen degerler kullanilarak

pelemir bitkisinin genom biiyiikliigii hesaplanmstir (Sekil 4.1.).

Ik giin 3 tekrar, ikinci giin 3 tekrar olmak iizere toplamda 6 tekrar yapilmistir. Alman
tekrarlarin sonuglar1 daha 6nce materyal ve metod kisminda verilen formiilde yerlerine

konularak 2C ve 1C degerlerine gore genom biiylikliigli hesaplanmistir.

Daha sonra 6 tekrarin 2C ve 1C degerlerinin ortalamasi alinarak pelemir bitkisinin 2C

degeri 5,46 pg ve 1C degeri ise 2668 Mbp olarak bulunmustur.

Bulunan C degerlerine gore, bu tiiriin daha dnceki yillarda genom biiyiikliigii saptanan

Cephalaria tiirlerinden daha kii¢iik genom biiytikliigiine sahip oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.1. Pelemir bitkisinin flow sitometrik analizi sonucunda elde edilen 1C ve 2C

degerleri
Analiz Tekrar  Cephalaria Hordeum vulgare pg/2C  Mbp/1C
Tarihi syriaca G1 G1 degeri
degeri
26. 02. 2018 1 52.34 98.99 5.48 2679
2 53.07 100.45 5.47 2677
3 55.02 103.5 5.51 2693
02.03. 2018 4 49.23 98.89 5.43 2656
5 48.91 93.13 5.44 2661
6 49.31 94.44 5.41 2645
Ortalama 5.46 2668
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Sekil 4.1. C. syriaca (pelemir, C. s) tiirliniin geng yapraklarinda ¢ekirdek DNA
iceriginin flow sitometrik analizi
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4.2 Pelemir (C. syriaca) Kromozomlarinda Ribozomal Genlerin (45S ve 5S) ve
Telomerik DNA Dizilerinin FISH ile Haritalanmasi

4.2.1 5S ve 45S ribozomal genlerin haritalanmasi

45S ve 5S rDNA elementlerinin ve Arabidiopsis tipi telomer tekrarlarinin lokalizasyonu
FISH araciligiyla belirlenmistir. Bu amagla, 45S rDNA spesifik probu olarak
bugdaydan (Triticum aestivum) elde edilen plasmid pTa71 kullanmilmistir (Gerlach ve
Bedbrook., 1979).

DAPI ile boyanan pelemir (C. syriaca) kromozomlarinda bulunan 45S rDNA bdélgeleri
Sekil 4.2.°de gosterildigi gibi 3., 4. ve 5. kromozomlarin uzun kolunun sonunda tespit

edilmistir.

5S rDNA ise PCR kullanilarak genomik DNA’dan amplifiye edilmis ve etiketlemeden
sonra FISH probu olarak kullanilmistir. DAPI ile boyanan pelemir (C. syriaca)
kromozomlar1 iizerinde 5S rDNA sinyalleri Sekil 4.3.’de gosterildigi gibi 1., 4. ve 5.

kromozomlarin persentromerik bdlgelerinde bulunmustur.

45S ve 5S rDNA sinyalleri FISH kullanilarak elde edildikten sonra kromozomlar

tizerinde ideogrami olusturulmustur (Sekil 4.4.)

Sekil.4.2. 45S rDNA’nin C.syriaca kromozmozomlari {izerinde lokalizasyonu (2n=10).
DAPI ile boyanmis metafaz kromozomlari (a), 45S rDNA sinyalleri kirmizi ile
gosterilmektedir (b), kromozom iizerinde 45S rDNA sinyalleri birlestirilmis (merge)
resminde (c) gosterilmektedir. Bar=10um
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Sekil.4.3. 5S rDNA’nin C.syriaca kromozomlari iizerinde lokalizasyonu (2n=10). DAPI
ile boyanmis metafaz kromozomlari (a) 5S rDNA sinyalleri yesil ile gosterilmektedir
(b), kromozom {iizerinde 5S rDNA birlestirilmis (merge) resminde (C) gosterilmektedir.
Bar=10pm
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Sekil 4.4. C.syriaca kromozomlarinin 45S rDNA ve 5S rDNA sinyallerine gére
ideogrami. 45S rDNA bdlgesi kirmizi ile 5S rDNA boélgeleri yesil ile gosterilmigtir

4.2.2 Telomerik DNA dizilerinin haritalanmasi

Arabidopsis tipi telomerik sinyaller kullanilarak pelemir kromozomlarinin telomer
bolgelerindeki satelit tekrarlar tespit edilmistir. Telomerik satelit tekrar dizileri
beklenildigi gibi tiim kromozomlarinin u¢ bolgelerinde gozlemlenmistir (Sekil 4.5.).
Telomerik tekrar dizilerinin kromozomlarin sonlarinda bulunarak onlarin zarar

gormesini engellemektedir (Torres vd., 2011).

Merge

Sekil.4.5. Telomerik tekrarin C.syriaca kromozomlari iizerinde lokalizasyonu (2n=10).
DAPI ile boyanmis kromozomlar (a), telomer sinyalleri (b), kromozomlar ve telomer
sinyallerinin birlestirilmis (merge) gorseli (C). Bar=10pum
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4.3. Pelemir (C. syriaca)’in BamHI Restriksiyon Enzimiyle Diisiik Coziiniirliiklii

Genom DNA Kiitiiphanesinin Kurulmasi

4.3.1 BamHI restriksiyon enzimiyle pelemir (C. syriaca) genomik DNA’sinin

kesilmesi

Izolasyon sonucu elde edilen genomik DNA BamHI, BsuRl ve Dral restriksiyon
enzimleriyle kesilmistir. 9%0.8’lik agaroz jel iizeride yiiriitiilmistir (Sekil 4.6.).
Yiriitme islemi 40 dk boyunca 120 V’da gergeklesmistir. Jel goriintiisiinde BamHI ile
kesilen genomik DNA’nin daha net fragmentler gostermesinden dolay1 ve bu enzimin
yapigskan uca sahip olmasindan dolay1 agaroz jelden BamHI ile kesilen genomik DNA
fragmentleri izole edilmistir. Izole edilen DNA fragmentine saflastirma islemi
yapildiktan sonra pGEM-T easy vektorii kullanilmadan 6nce PCR araciligiyla dATP

ucu eklenmistir.

DNA Markor
BsuRI (Haelll)

DNA Markor
Dral

' DNA Markor
~ genomik DNA

| C. syriaca

T K
5§ §
SIS

Sekil 4.6. Pelemir (C. syriaca) genomik DNA (a), BamHI restriksiyon enzimi
kullanilarak genomik DNA’nin kesilmesi (b), Dral ve BsuRlI restriksiyon enzimi
kullanilarak genomik DNA’nin kesilmesi (c). Markor=1 kb
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4.3.2 Restriksiyon fragmentlerinin klonlanmasi

BamHI kullanilarak elde edilen genomik DNA parg¢asina PCR ile dATP ucu eklendikten
sonra, pPGEM-T easy vektori kullanilarak olusturulan rekombinant DNA molekiillerinin
elektroporasyon yontemi ile transformasyonu yapilmistir. Transformasyondan sonra
hiicreler ampisilinli agar plagina yayilmistir ve tek koloniler biiyilidiikten sonra plazmit
izolasyonu i¢in secilmistir. Kolonilerin pozitif olup olmadigini anlamak i¢in plazmid
izolasyonu yapilmistir Elde edilen izolasyon iiriinlerine T adi verilmistir. Izolasyon
sonuclar1 agaroz jelde goriintiilenmistir. Sekil 4.7. ve Sekil 4.8. rekombinant DNA’larin

analizi icin yapilan jel elektroforezi sonuglarini gdstermektedir.

4.3.3 Klonlanan fragmentlerin dot blot yontemiyle taranmasi

Plazmid DNA izolasyonu yapilan klonlar agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten
sonra jel lizerinde iki farkli fragment goriilmiistiir. Bunlardan bir tanesi ligasyon iiriinii
olan daha agir yapidaki insért DNA (siipersarmal), digeri ise igerisinde pelemir

genomik DNA’sinin bulunmadigi vektorii (plazmid) gosteren fragmenttir.

Jel gorilintlisiinde markodrden faydalanilarak rekombinant DNA’lar tespit edilmistir.
Insért olmayan plazmid DNA’lar 1500 bg biiyiikliigiinde iken insért DNA’lar 1500
b¢’nin lizerinde bliylikliige sahiptirler. Dot blot yapmak amaciyla 90 adet siipersarmal
yapidaki insort DNA ornekleri secilmistir. Segilen klonlarin tekrar elementi olup
olmadig1 taranmistir. Tarama sonucunda 11 adet insert DNA’nmin dizilenmesi

yaptirilmistir.

4.3.4 Yiiksek kopya icerikli klonlarin secimi

Insert DNA’larm igerisinde yiiksek kopya tekarlari tasiyrp tasimadiklarini belirlemek
amaciyla yapilan dot blot taramasinin sonuglar1 Sekil 4.9.’de gosterilmistir. Genomun
%70’inden fazlasini tekrarlanan DNA elementleri olusturdugundan dolayr Dot blot
membran1 lizerinde pelemir (C. syriaca) genomik DNA’smmin  prob olarak
kullanilmastyla igerisinde tekrarlayan DNA dizilerini tagiyan insert DNA’lar daha koyu
bir renk ile kendini gostermistir. Boyama sonucunda goriilen daha koyu renkli yapilarin

tekrar elementi olma ihtimalinin yiiksek oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle Dot blot
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sonucu dizilemeye gondermek amaciyla membrane iizerinde hibridizasyonun en yiiksek
oldugu 11 adet koyu renkte goriilen klonlar (S1-S11) secilmistir. Segilen klonlarin dizi

analizi sirasinda karismasini dnlemek amacli bu klonlara S adi1 verilmistir.

w Wy, 1Mtu'~’|.;"'u. _

Sekil 4.7. Agaroz jel elektroforezi kullanilarak siipersarmal plazmitlerin analizi. T1-T10
(@), T2-1-T2-14 (b), T11-T22 (c), T2-15-T2-27 (d), T23- T30 (e), T2-28-T2-41 (f)
arasim gostermektedir (T4, T5, T10, T2-1, T2-30, T2-31, T2-38, T2-39, T2-40 dizileme
icin gonderilmistir). Markor= 1 kb
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Sekil 4.8. Agaroz jel elektroforezi kullanilarak siipersarmal plazmitlerin analizi. T2-42-
T3-5 (g), T3-34-T3-43 (h), T3-6-T3-19 (1), T3-20- T3-33 (i) T3-44-T3-50 (j) arasini
gostermektedir (T3-44, T3-49 dizileme igin gonderilmistir). Markor= 1 kb

4.3.5 Aday klonlarin dizilenmesi ve dizi analizi

Dizi analizi sonucunda elde edilen diziler GeneStudio programi kullanilarak ileri ve geri
uglart birlestirilmis ve pGEM-T easy vektor dizileri uzaklagtirilmigtir. Contig
olusturulan diziler Blast programi kullanilarak analiz edilmistir (Cizelge 4.2.). Yapilan
biyoinformatik analiz sonucunde S1, S2, S5, S8, S9, S11 klonlarmin NCBI gen
bankasinda benzer dizilerine rastlanmamistir. S7 klonunun tanimlanamayan dizilere
benzer olduklar1 varsayilmistir. S3, S4, S6 ve S10 klonlarinin NCBI gen bankasindaki
pelemir bitkisinin de i¢inde bulundugu Dipsacales takimindaki Kolkwitzia amabilis tiirii

ile %85-%99 oraninda benzer kloroplast dizilerine sahip oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Dot blot kullanilarak yiiksek kopya igeriklerin belirlenmesi S1-S11 aras1
klonlar dizilemeye gonderilmistir. 1a: S1, 6a: S2, 8a: S3, 2b: S4, 3b: S5, 1c: S6, 4d: S7,
5d: S8, 6d: S9, 9d: S10, 1e: S11
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Cizelge 4.2. Aday klonlarin blast programi kullanilarak analizi

Klon Baz %AT NCBI sonucu ve E Degeri FISH
ismi  cifti Aciklama

S1 630 ~53 Benzerlik bulunamadi

S2 888 ~59 Benzerlik bulunamadi

S3 870 ~64 Kolkwitzia amabilis 0.0

tiirtiniin kloroplast
genomuna %87 benzerdir.

S4 872 ~61 Kolkwitzia amabilis 0.0
tiiriiniin kloroplast
genomuna %95 benzerdir

S5 866 ~58 Benzerlik bulunamadi
S6 878 ~68 Kolkwitzia amabilis 4e-173 Spesifik
tiirtiniin kloroplast sinyal
genomuna %85 benzerdir. tespit
edilemedi
S7 914 ~56 Tanimlanamayan bagka 8e-62
dizilere benzer olduklari le-52
tahmini olarak
belirtilmigtir
S8 793 ~67 Benzerlik bulunamadi Sentromer
S9 949 ~80 Benzerlik bulunamadi
S10 380 ~44 Kolkwitzia amabilis 0.0 Sentromer
tiirtiniin kloroplast ve
genomuna %99 benzerdir subtelomer
S11 837 ~55 Benzerlik bulunamadi Dagimik
transpozon
element

Dot blot sonucuna gore secilen klonlardan S6, S8, S10 ve S11 olmak iizere 4 tanesi
FISH kullanilarak kromozomlar iizerindeki lokalizasyonu analiz edilmistir. S6 Klonu

kromozomlar {izerinde herhangi bir spesifik sinyal vermemistir (Sekil 4.10.).
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S8 klonu ise pelemir bitkisinin 5 kromozom g¢ifti ilizerinde sentromer bolgesine 6zgii
sinyaller vermistir (Sekil 4.11.). Bunun disinda S10 klonu 4 kromozom ¢iftinin (1., 2.,
3., 5.) sentromer bolgesinde sinyaller gosterirken 3 kromozom c¢iftinin subtelomer
bolgesinde sinyaller vermistir (Sekil 4.11.). Ancak, S10 i¢in elde edilen FISH seklinde 6
subtelomerik sinyalin hangi kromozom iizerinde oldugu her nekadar Sekil 4.11.’de
belirli olmasada S8 ve S10 sinyallerinin hangi kromozom ¢iftleri {izerinde
gorildiigliniin anlagilabilmesi amaciyla ideogram hazirlanmistir (Sekil 4.12.). S11
klonunun ise kromozomlar {izerinde transpozon tipi dagimik sinyaller verdigi

gbzlemlenmistir (Sekil 4.13.).

-

Sekil 4.10. S6 klonunun pelemir (C. syriaca) kromozomlari lizerinde dagilimi. DAPI ile
boyanmig pelemir (C. syriaca) kromozomu (a), yesil renkte gosterilmis S6 klonunun
sinyalleri (b), S6 klonu sinyalleri ve kromozomlarin birlestirilmis (merge) gorseli ().

Bar=10 um

Sekil 4.11. S8 ve S10 klonlarinin pelemir (C. syriaca) kromozomlari {izerinde dagilima.

Yesil renk ile gosterilen S8 klonu (a-c), kirmizi renk ile gosterilen S10 klonu. (d-e), S8

ve S10 klonlarinin lokalizasyonu birlestirilmis (merge) resimde (c,f) gosterilmektedir.
Bar=10 um
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Sekil 4.12. Pelemir (C. syriaca) kromozomlarinin satelit tekrar bolgelerine gore
hazirlanmis ideogrami. Cl45 satelite tekrar bolgesi kirmizi ile CL34 ve Cl42 tekrar
bolgeleri yesil ile gosterilmektedir

C

Sekil 4.13. S11 klonunun pelemir (C. syriaca) kromozomlar iizerinde dagilimi. DAPI
ile boyanmis pelemir (C. syriaca) kromozomu (a), kirmizi renkte gosterilmis S11
klonunun sinyalleri (b), S11 klonu sinyalleri ve kromozomlarin birlestirilmis (merge)
gorseli (c). Bar=10 pm

4.4 Pelemir (C. syriaca) Genomunun Yeni Nesil Dizilemesi (YND)

4.4.1 Yeni nesil dizileme sonuclarimin biyoinformatik analizi

Illumuna okumalar1 ilk 6nce RepeatExplorer programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu
program sayesinde pelemir genomunda yaygin olarak bulunan tekrarlayan DNA

dizilerinin kapsamli bir sekilde tanimlanmasi saglanmigtir. Bu g¢alisma kapsaminda
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[llumuna dizilemesi yapilan pelemir genomunun dizi sonuglart RepeatExplorer
programinda girdi olarak kullanilmigtir. Programda pelemir genomuna ait 2048185 dizi
okumasi yapilmistir (Sekil 4.14.). Okuma sonucunda diziler, tekrarlayan elementler ve
tekli diziler olarak iki gruba ayrildiklar1 gibi, tekrarlayan DNA dizileri kiimeler halinde
de smiflandirilmigtir. Bu okumanin sonucunda pelemir bitkisinin genomunda %0.04
oraninda rDNA’larin, %0.89 oraninda satelit tekrarlarin bulundugu tespit edilirken, sinif
I hareketli elementlerin genomun %40,57’lik bir oranin1 kapsadigi ve bunun igerisinde
en fazla orana LTR-Ty3 gypsy elementlerinin hakim oldugu saptanmistir. Son olarak
genomun %2’lik bir kismini siif I hareketli elementlerinin olusturdugu tanimlanmistir
(Cizelge 4.3., Sekil 4.15.). Bu sonuglardan hareketle pelemir genomunun %45’e yakin
kismimin transpozon elementlerden olustugu belirlenmistir. Transpozon elementler
icerisinde en biiyiik oran1 Ty3 gypsy retrotranspozon tekrar elementi kapsamaktadir
Ayrica bu program araciligtyla pelemir genomu igerisinde 15 satelit tekrar dizisi, 6 LTR
elementinin ve 1 rDNA dizisinin bulundugu saptanmistir (Cizelge 4.4.). Programdan
elde edilen rapora gore satelit olma kapasitesi yiiksek tekrar dizilerinin gorselleri Sekil
4.16.’de sunulmustur. Sekilde yildizvari ya da yuvarlak olarak tespit edilen diziler
ardisik olarak tekrar eden elementleri temsil ederken, noktalar YND okumalarmni

kopriiler ise iki tekrar dizisi arasindaki benzerlikleri ifade etmektedir (Sekil 4.16.).

204818S toplam okuma

40405

103288 siiper kiime (103370 530614 tekli
kiimeler) icinde 1517571 okuma diziler

18405

Okuma sayis1 (okumalar)

[T

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Okuma sayis1 (%)

Sekil 4.14. Yeni Nesil Dizileme sonucu elde edilen dizilerin RepeatExplorer programi
tarafindan pelemir (C. syriaca) genomun kiimelerinin analiz sonucu. X ekseni
kiimelerin kapsadig1 genom ytizdesini, Y ekseni her kiimedeki yeni nesil dizileme
okumalarinin sayisini gostermektedir
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Sekil 4.15. RepeatExplorer programina gore pelemir (C. syriaca) genomunda bulanan
tekrar elementlerinin yiizdeleri

Sekil 4.16. RepeatExplorer programina gore genom igerisinde satelit olma olasilig1
yiiksek tekrar elementleri kiimesinin gosterimi. CL67 (a), CL81 (b), CL184 (c), CL187
(d), CL200 (e), CL203 (f), CL205 (g), CL241 (h), CL256 (1)
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Cizelge 4.3. Pelemir (C. syriaca) genomunda bulunan tekrar elementlerinin
RepeatExplorer programi aracilifiyla analiz edilmesi

Yeni nesil dizileme verilerinin girdi sayisi 6,603,850
Analiz edilen dizilerin sayisi 2,048,185
Kiimede okumalarin sayisi 1,517,571
Kiime sayisi 103,370
Siiper kiime sayisi 103,288
Tekli dizilerin sayist 530,614
Tekrarlayan DNA elementlerinin Aile Genomdaki oran1 (%)
siniflar
rDNA 0.04
Satellite 0.89
Sinif I hareketli elementler 40.57
LTR-Tyl copia 4.33
Ale 0.15
Angela 0.32
Bianca 0.18
Ikeros 0.09
lvana 1.07
SIRE 0.88
TAR 0.44
Tork 1.17
Others 0.03
LTR-Ty3 gypsy 36.05
Athila 10.60
CRM 0.15
Galadriel 0.29
Tekay 25.01
LINE 0.11
Others 0.08
Sinif I hareketli elementler 2.00
TIR 2.00
EnSpm 0.74
CACTA
Hat 0.32
MuDR 0.88
Mutator
PIF 0.07
Harbinger
Diger hareketli elementler 0.43
Smiflandirilmamis diziler 12.54
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Cizelge 4.4. RepeatExplorer programindan alinan raporda pelemir (C. syriaca)
genomunda bulunan tekrar elementlerinin kiimelendirilmesi ve bunlarin satelit tekrar
dizisi olma olasiliklar

Yiiksek ihtimal ile olasi satelit kiimeler Olasi LTR kiimeleri
Kiime ad1 Genom Gergek Satelit olma  Dizi Kiime ad1 Genom Gercek Satelit olma  Dizi
igerisindeldi  boyutu olasilig1 uzunlugu icerisindeld  boyutu olasilig1 uzunlugu
orani (%) oran1 (%)
67 0310 6410 0.905 147 5 0.930 19101 0.0505 5020
81 0250 5219 0.925 150 el 0.350 7107 0.0514 3990
184 0.037 748 0.926 2820 i 0.260 5280 0.0581 5360
187 0.036 730 0955 1350 100 0210 4218 0.0323 5680
200 0,028 564 0.941 1630 104 0.190 3974 0.0956 4470
203 0.026 534 0.992 3400 e 0.160 3206 01320 4390
205 0.025 510 0.905 2330 13 0.160 3218 0.0581 3180
241 0015 308 0.891 1540 131 0.120 2358 0.0432 6440
256 0012 248 0.941 205 133 0.110 2246 0.0171 2730
140 0.100 2095 0.0952 4450
148 0.082 1677 0.0463 4250
Diisiik ihtimal ile olas: satelit kiimeler 150 0081 1660 0.9250 7830
Kiime ad1 Genom Gergek Satelitolma  Dizi 157 0.072 1470 0.2850 5180
icerisindeki  boyutu olasilig1 uzunlugu 171 0.052 1072 0.0664 4430
oran1 (%) 182 0.038 775 0.6600 3120
69 0310 6279 0.0527 250
92 0.220 4568 0.0213 62 rDNA
106 0.190 3871 0.0619 i Kiime ad1 Genom Gergek Satelit olma  Dizi
154 0.075 1535 0.0525 2470 icerisindeki boyutu olasilig1 uzunlugu
221 0.019 391 0.0527 1910 orant (%)
250 0.013 271 0.5540 1840 o1 003 505 0013 273

Sik sik, ardisik ve kisa tekrarlar olarak genomda bulunan satelit tekrarlarin dizilerin
birlestirilmesinde ortaya c¢ikardigi zorluklar nedeniyle satelit tekrarlarin karakterize
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla, Pelemir (C. syriaca) genomunda bulunan
tekrarlayan DNA elementlerinin ve Ozellikle satelit tekrarlarin kesfine yonelik,
RepeatExplorer programina bagli olan TAREAN programi in silico olarak analiz igin
kullanilmigtir. Programda, RepeatExplorer programindan daha az ve toplamda 1033087
dizi okumasi yapilmistir (Sekil 4.17.). Bunun nedeni, TAREAN programinin
RepeatExplorer programina gore daha spesifik sonu¢ elde edilmesi amaciyla
tasarlanmis olmasidir. Pelemir (C. syriaca) genomunda bulunan satelit tekrar dizileri bu
program aracihigiyla tespit edilmisti. TAREAN, YND verilerini girdi olarak
kullanmaktadir. Ilk ©6nce grafik temelli kiimeleme ile tekrar dizilerini
gruplandirmaktadir. Birbirine benzer olan tekrar dizileri bir arada kiimelenmis halde
potansiyel satelit tekrar dizilerini olustururlar. Programdan elde edilen sonuglara goére
147, 150, 305, 215, 4390, 2340 b¢ uzunluklarinda olan toplamda 6 satelit tekrar dizisi,
3990, 4480, 5020, 5330, 5360, 5670, 6520, 7190, 11700 b¢ dizi uzunluklarina sahip 9
LTR elementi ve 8070 b¢ uzunlugunda 1 rDNA pelemir (C. syriaca) genomunda
saptanmistir (Cizelge 4.5). Ayrica bu c¢alisma kapsaminda, pelemir (C. syriaca)
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genomuna ait TAREAN ve RepeatExplorer programlarinin sonuglart karsilastirilmigtir
ve iki programda da ortak tekrar dizilerinin bulunup bulunmadigi test edilmistir. Sonug
olarak, TAREAN programindan elde edilen dizi uzunlugu 147 b¢ olan CL34 ile
RepeatExplorer programindan elde edilen dizi uzunlugu 147 bg olan CL67 dizilerinin
bire bir ayn1 oldugu dizi benzerlikleri karsilastirilarak saptanmistir (Sekil 4.19.). Bu tez
calismasi igerisinde TAREAN programindan elde edilen 4 satelit tekrar dizisi satelit
olma olasiliklar1 daha yiiksek oldugu i¢in FISH c¢alismalarinda kullanilmistir. Kulanilan
satelit tekrar dizilerini 6zellikleri Cizelge 4.6.’da ve resimleri Sekil 4.18’da verilmistir.
Sekil 4.18.’de gosterildigi gibi satelit tekrarlar yuvarlak ya da yildizvari bir gorsel
olusturmuslardir. Bunun nedeni satelit tekrar dizilerin birbirlerine olan benzerliklerinin
yiiksek olmasi ve ardisik olarak tekrar etmeleridir. Sekilde nokta ile YND okumalari
gosterilirken, dizilerin birbirlerine olan benzerlikleri kopriilerle gosterilmistir (Sekil
4.18.). Daha once bitki tiirleri iizerinde yapilan calismalarda satelit tekrarlarin dizi
uzunlugunun yaklagik 100 ile 1000 bg¢ arasinda degistigi ifade edilmistir. Pelemir
genomunun TAREAN programi kullanilarak yapilan biyoinformatik analizinde 4 satelit

tekrar dizisinin bu aralik icerisinde bulundugu tespit edilmistir.

1033087 toplam okuma
44715 siiper kiime (44715 328398 tekli
. kiimeler) icinde 704689 diziler
okuma

40000 60000 80000 100000
1 1 1

Okuma sayis1 (okumalar)

20000
1

0
L

JHii—

Okuma sayisi (%)

60 70 80 20 100

Sekil 4.17. Yeni Nesil Dizileme sonucu elde edilen dizilerin TAREAN programinda in
silico analizinin gosterimi. X ekseni kiimelerin kapsadigi genom yiizdesini, Y ekseni her
kiimedeki yeni nesil dizileme okumalariin sayisini gosterir
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Cizelge 4.5. TAREAN programindan alinan raporda pelemir (C. syriaca) genomunda
bulunan tekrar elementlerinin kiimelendirilmesi ve bunlarin satelit tekrar dizisi olma

olasiliklar
YiikseK ihtimal ile olasi satelit Kiimeler Olas1 LTR kiimeleri
Kiime ad1 Genom Gercek Satelit olma ~ Dizi Kiime ad1 Genom Gercek Satelit olma ~ Dizi
igerisindeki  boyutu olasili1 uzunlugu igerisindeki  boyutu olasili1 uzunlugu
oran1 (%) orani (%)
34 031 3164 0.005 147 1 12.000 127889 0.0600 7190
2 5
42 026 2690 0.926 150 3.400 34631 0.5120 11700
1 0.900 9269 0.0393 5020
Diisiik ihtimal ile olas: satelit Kiimeler 31 0.340 3462 0.0522 3900
Kiime ad1 Genom Gercek Satelit olma  Dizi 4 0.260 2648 0.0548 5360
igerisindeki  boyutu olasilig uzunlugu 47 0.220 2321 0.3470 6520
orant (%) 59 0.190 1978 0.0381 5670
87 5
36 0.300 3069 0.0564 305 0.097 100z 0.0952 4430
99 5 5 5
45 0240 2529 0.1370 215 0.073 730 0.2830 3330
67 0.160 1612 0.0737 4390
rDNA
100 0.071 731 0.0626 2340
Kiime ad1 Genom Gergek Satelit olma  Dizi
igerisindeki  boyutu olasilig1 uzunlugu
oran1 (%)
6 1.7 18039 0.974 8070
a b
-
¥ g
v
“
V4
g

Sekil. 4.18. TAREAN programi1 sonucu elde edilen 4 satelit tekrar kiimesinin gdsterimi.
CL34 (a), CL36 (b), CL42 (c), CL45 (d)
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Cizelge 4.6. TAREAN programi sonucunda elde edilen satelit tekrar dizileri

Yiiksek ihtimal ile olasi satelit kiimeler

Kime  Genom Gergek Satelit  Dizi Dizi
ad icerisindeki  boyutu olma uzunlugu

orani (%) olasili1

CGATGACAATTTAAAGGTC
ATATTTTACTATTACTAGTT
CATGTTTTAGGTTTTGGGTT
CAAAACATCATATTTTGCG
CCAAACGTCCAATTTGGGT
GACTTTTTGGAAGTCGTGC
AATTTCTCAAAATCCATGT
GGTGGAGACGAC

34 0.31 3164 0.905 147

TAGTTCAGGTTTTAGGTTC
AAAACATCCTATTTTGCGC
AAAAGGTATATTTTGGGTG
ACTTTTTTGAATTCGTGCA
ATTTCTCAAAATCCATGTG
TTGGAGACGACGGATGACG
ATTTGAAAATCGAATTTTA
TTAGAAATAAGTTGTTC

42 0.26 2690 0.926 150

Diisiik ihtimal ile olas1 satelit kiimeler

Kime  Genom Gergek  Satelit Dizi Dizi
adi icerisindeki boyutu  olma uzunlugu

orani (%) olasilig1

AATTATTATGTAAATAGA
TTAGCGAACATTTGTTAG
GATTTACGCACGCACAAT
CTCGTAATATTGAAAACA
TATGGAAAACAAAAGCGT
GAATAGAGTAACTGGTAA
TCTCGTATGTCTTATAACC
GAGAGGTCACTGGATCGA
ATCTCGTTACTTATTAAAT
36 0.300 3069 0.0564 305 TAAGTAATTTTTTTGATAA
TCATACTTAATGTTGGTIC
AATTGGACAATGAATTGT
AACATTACGAAAATGCCC
CTAATCGGAATTTCCTTITA
ACGATAATCGAGGGTATA
ATTGGAAAACATTGACAA
AAAAGTAGCAGA

CAGACCCCATTTITATGTG
TCAAGCTCATGTCAGACT
TAGCCGTTCCATGTCACA
ACCGAGAAATGGATGTCA
GAACCTAGAAAATCAAGC
CACGACATGACAACAACC
45 0.240 2529 0.1370 215 GAGGAAGGCATGTCATGA
CATACATGCGACCTAGAA
AATCAGATCGCGGTGCGC
CGCGGCGTGTCTGAACCT
GGTTTTCTCATGTCAGAA
CCCAACAAAACCATGT
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DNA dizilerinin siralanmasi
1. sira: Cl34
2. swra; Cl67

CGATGACAAT TTAAAGGTCA TATTTTACTA TTACTAGTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC AAACGTCCAA TTTGGGTGAC TTTTTGGAAG
CGATGACAAT TTAAAGGTCA TATTTTACTA TTACTAGTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC AAACGTCCAA TTTGGGTGAC TTTTTGGAAG

TCGTGCAATT TCTCAAAATC CATGTGGTGG AGACGAC
TCGTGCAATT TCTCAAAATC CATGTGGTGG AGACGAC

Sekil 4.19. TAREAN programindan elde edilen CL34 ve RepeatExplorer programindan
elde edilen CL67 tekrar dizilerinin ayni satelit tekrar elementi olup olmadiginin
karsilastirilmasi

4.4.2 Yaygin DNA elementlerinin klonlanmasi

Bu tez c¢alismasi igerisinde FISH tekniginde prob olarak kullanilmasi amaciyla
TAREAN programi sonucunda elde edilen 4 satelit tekrara 6zgii primerler tasarlanip
55°C’de PCR kullanilarak bu dizilerin amplifiye edilmesi saglanmigtir. PCR {iriinleri
%0.2’lik agaroz jelde 30 dk 60 V’da yiritilmistir (Sekil 4.20.). Agaroz jel
elektroforezi sonrasi alinan goriintiide primerlerin genomik DNA {izerinde merdivenvari
bir desen olusturdugu tespit edilmistir. Bu desen, TAREAN programinin ¢ikti olarak
verdigi satelitlerin gergekten de pelemir genomunda ardisik tekrar 6zelligi gosterdigini

kanitlamistir.
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Sekil 4.20. TAREAN sonucunda elde edilen tekrar dizilerine 6zgii tasarlanan primerler
ile birlikte tekrar dizilerin amplifikasyonu
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4.4.3 FISH yontemi ile yaygin DNA elementlerinin haritalanmasi

Pelemir bitkisinde CL34, CL36, CL42 ve CL45 satelit tekrarlarmin kromozomal
pozisyonlart FISH kullanarak tespit edilmistir. PCR yoluyla ¢ogaltilan bu dizilerden
FISH uygulamalar1 icin problar hazirlanip satelit tekrarlarin kromozomlar {izerinde

haritalanmas1 saglanmistir.

CL34 ve CL42 hibridizasyon bolgelerinin tiim kromozomlarin sentromerik bolgelerinde
bulundugu tespit edilirken, CL45 sinyallerinin 1., 2., 3. ve 5. kromozomlarin sentromer
bolgelerinde, 3., 4. ve 5. kromozomlarin ise uzun kollarinin sonunda subtelomerik
bolgede oldugu belirlenmistir (Sekil 4.21., Sekil 4.22.). Ancak CL36 sinyalleri

kromozomlar lizerinde zay1f bir dagilim gostermistir (Sekil verilmemistir).

12345467 8 910
QA HHAEF ':”_'HH — CL34
HH — CL42

== CLA45

Sekil 4.21. Pelemir (C. syriaca) kromozomlarinin satelit tekrar bolgelerine gore
hazirlanmis ideogrami. C145 satelite tekrar bolgesi kirmizi ile CL34 ve Cl42 tekrar
bolgeleri yesil ile gosterilmektedir
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Sekil 4.22. Pelemir (C. syriaca) kromozomlarinin floresan in situ hibridizasyon (FISH)
kullanarak haritalanmasi. Metafaz kromozomlar1 tizerinde CL34 (al-cl), interfaz
kromozomlar lizerinde CL34 (a2-c2), metafaz kromozomlari iizerinde CL42 (d1-f1),
interfaz kromozomlari {izerinde CL42 (d2-f2), metafaz kromozomlar iizerinde CL45
(91-11) interfaz kromozomlari tizerinde CL45 (g2-12). Bar=10 pm
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FISH sonucunda CL34 ve CL42 satelit tekrarlarinin ayni kromozomal bolgede
saptanmast sonucu iki dizi bilgisi karsilastirilmistir. Bunun i¢in TAREAN programindan
elde edilen CL34 satelit elementini olusturan 5 dizi pargasi ve CL42 satelit elementini

olusturan 5 dizi par¢ast GeneWarrior programi kullanilarak analiz edilmistir.

Daha sonra, EMBOSS explorer programi kullanilarak iki tekrar dizisinin dot plot figiirleri
olusturulmustur. GeneWarrior programinda karsilastirilan diziler, TAREAN programinin
satelit tekrar dizilerini tespit etmek amaciyla gruplandirdigi kiimelerden ham dizi olarak
rastgele segilmistir. Ayrica yine aynm diziler EMBOSS explorer programi ile

karsilagirilmistir.

Dot plot gorselinde her 150 bg’de ayn1t modelin ortaya ¢iktigi gériintiilenmistir. Biitiin bu
karsilastirmali analizler sonucunda iki tekrar dizisinin ayni aileden oldugu belirlenmistir.
Bu nedenle, CL34 ve CL42 satelit tekrarlarmin isimleri Cs150 olarak adlandirilmistir
(Sekil 4.23., Sekil 4.24.).
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Sekil 4.23. CL34 ve CL42 (Cs150) tekrar dizilerinin dot plot desenleri. CL34 igin 5,
CLA2 igin 5 dizi pargas1 kullanilmigtir
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DNA dizilerinin siralanmasi
. sira: Cl134

. sira: Cl134
sira: Cl134
sira: CL34
sira: Cl42
sira: Cl42
sira: Cl42
sira: Cl42
.sira: CL42
10. sira: Cl42

AACATCATAT TTTGCGCCAA ACGTCCAATT TGGGTGACTT TTTGGAAGTC GTTCAATTTC TCAAAATCCA TGTGGTGGAG
AACATCATAT TTTGCGCCAA ACGTCCAATT TGGGTGACTT TTTGGAAGTC GTGCAATTTC TCARAATCCA TGTGGTGGAG
AACATCATAT TTTGCGCCAA ACGTCCAATT TGGGTGACTT TTTGGAAGTC GTGCAATTTC TCARAATCCA TGTGGTGGAG
AACATCATAT TTTGCGCCAA ACGTCCAATT TGGGTGACTT TTTGGAAGTC GTGCAATTTC TCAAAATCCA TGTGGTGGAG
AACATCATAT TTTGCGCCAA ACGTCCAATT TGGGTGACTT TTTGGAAGTC GTGCAATTTC TCAAAATCCA TGTGGTGGAG
AACATCCTAT TTTGCGCARA AGGTATATTT TGGGTGACTT TTTTGAATTC GTGCAATTTC TCAAAATCCA TGTGTTGGAG
AACATCCTAT TTTGCGCAAA AGGTATATTT TGGGTGACTT TTTTGAATTC GTGCAATTTC TCAAAATCCA TGTGTTGGAG
AACGTCCTAT TTTGCGCAAA AGGTATATTT TGGGTGACTT TTTTGAATTC GTGCAATTTC TCARAATCCA TGTGTTGGAG
AACATCCTAT TTTGCGCAAA AGGTATATTT TGGGTGACTT TTTTGAATTC GTGCAATTTC TCARAATCCA TGTGTTGGAG
AACGTCCTAT TTTGCGCARA AGGTATATTT TGGGTGACTT TTTTGAATTC GTGCAATTTC TCAAAATCCA TGTGTTGGAG
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ACGACCGATG ACAATTTAAA GGTCATATTT TACTATTACT A----GTTCA TGTTTTAGGT TTTGGGTTCA ARACATCATA
ACGACCGATG ACAATTTAAA GGTCATATTT TACTATTACT A----GTTCA TGTTTTAGGT TTTGGGTTCA ARACATCATA
ACGACCGATG ACAATTTAAA GGTCATATTT TACTATTACT A----GTTCA TGTTTTAGGT TTTGGGTTCA ARACATCATA
ACGACCGATG ACAATTTAAA GGTCATATTT TACTATTACT A----GTTCA TGTTTTAGGT TTTGGGTTCA ARACATCATA
ACGACCGATG ACAATTTAAA GGTCATATTT TACTATTACT A----GTTCA TGTTTTAGGT TTTGGGTTCA ARACATCATA
ACGACGGATG ACGATTTGAA AATCGAATTT TATTAGAAAT AAGTTGTTC- TAGTTCAGGT TTTAGGTTCA ARACATCCTA
ACGACGGATG ACGATTTGAA AATCGAATTT TATTAGAAAT AAGTTGTTC- TAGTTCAGGT TTTAGGTTCA ARACATCCTA
ACGACGGATG ACGATTTAAA AATCGAATTT TATTAGAAAT AAGTTGTTC- TAGTTCAGGT TTTAGGTTCA ARACGTCCTA
ACGACGGATG ACCATTTAAA GATCGAATTT TATTAGAAAT AAGTTGTTC- TAGTTCAGGT TTTAGGTTCA ARACATCCTA
ACGACGGATG ACCATTTAAA GATCGAATTT TATTAGAAAT AAGTTGTTC- TAGTTCAGGT TTTAGGTTCA ARACGTCCTA
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TTTTGCGCCA AACGTCCAAT TTGGGTGACT TTTTGGAAGT CGTTCAATTT CTCAAAATCC ATGTGGTGGA GACGACCGAT
TTTTGCGCCA AACGTCCAAT TTGGGTGACT TTTTGGAAGT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGGTGGA GACGACCGAT
TTTTGCGCCA AACGTCCAAT TTGGGTGACT TTTTGGAAGT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGGTGGA GACGACCGAT
TTTTGCGCCA AACGTCCAAT TTGGGTGACT TTTTGGAAGT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGGTGGA GACGACCGAT
TTTTGCGCCA AACGTCCAAT TTGGGTGACT TTTTGGAAGT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGGTGGA GACGACCGAT
TTTTGCGCAA AAGGTATATT TTGGGTGACT TTTTTGAATT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGTTGGA GACGACGGAT
TTTTGCGCAA AAGGTATATT TTGGGTGACT TTTTTGAATT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGTTGGA GACGACGGAT
TTTTGCGCAA AAGGTATATT TTGGGTGACT TTTTTGAATT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGTTGGA GACGACGGAT
TTTTGCGCAA AAGGTATATT TTGGGTGACT TTTTTGAATT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGTTGGA GACGACGGAT
TTTTGCGCAA AAGGTATATT TTGGGTGACT TTTTTGAATT CGTGCAATTT CTCAAAATCC ATGTGTTGGA GACGACGGAT
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GACAATTTAA AGGTCATATT TTACTATTAC TA----GTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC
GACAATTTAA AGGTCATATT TTACTATTAC TA----GTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC
GACAATTTAA AGGTCATATT TTACTATTAC TA----GTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC
GACAATTTAA AGGTCATATT TTACTATTAC TA----GTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC
GACAATTTAA AGGTCATATT TTACTATTAC TA----GTTC ATGTTTTAGG TTTTGGGTTC AAAACATCAT ATTTTGCGCC
GACGATTTGA AAATCGAATT TTATTAGAAA TAAGTTGTTC -TAGTTCAGG TTTTAGGTTC AAAACATCCT ATTTTGCGCA
GACGATTTGA AAATCGAATT TTATTAGAAA TAAGTTGTTC -TAGTTCAGG TTTTAGGTTC AAAACATCCT ATTTTGCGCA
GACGATTTAA AAATCGAATT TTATTAGAAA TAAGTTGTTC -TAGTTCAGG TTTTAGGTTC AAAACGTCCT ATTTTGCGCA
GACCATTTAA AGATCGAATT TTATTAGAAA TAAGTTGTTC -TAGTTCAGG TTTTAGGTTC ARAACATCCT ATTTTGCGCA
GACCATTTAA AGATCGAATT TTATTAGAAA TAAGTTGTTC -TAGTTCAGG TTTTAGGTTC AAAACGTCCT ATTTTGCGCA

L e

AARACGTCCAA TTTGGGTGAC T
AAACGTCCAA TTTGGGTG-- -
AAACGTCCAA TTTGGGTG-- -
AAACGTCCAA TTTGGGTGAC T
ARACGTCCAA TTTGGGTG-- -
AAAGGTATAT TTTGGGTG-- -
AAAGGTATAT TTTGGGTG-- -
AAAGGTATAT TTTGGGTG-- -
AAAGGTATAT TTTGGGTG-- -
0 AAAGGTATAT TTTGGGTG-- -
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Sekil 4.24. CL34 ve CL42 (Cs150) tekrar dizilerinin karsilastirtlmasi. CL34 igin 5,
CLA2 igin 5 dizi pargas1 kullanilmistir
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Satelit tekrarlarin FISH teknigi kullanilarak kromozomlar iizerinde haritalanmasinin
ardindan, CL45 satelit tekrar elementinin 45S rDNA elementiyle ayn1 bolgede olup
olmadigin1 saptayabilmek amaciyla iki elementten olusturulan kombinasyonlar

kromozomlar {lizerinde gézlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore CL45 ve 45S rDNA 3., 4. ve 5. kromozomlarin subtelomerik
bolgesinde ortiismektedir (Sekil 4.25.).

Benzer sekilde CL45-CL34 satelit tekrarlarinin kromozomlar {izerinde ayni bolgede
bulundugunu tespit etmek amaciyla kombinasyonlari hazirlanmistir. FISH sonuglari
CL45-CL34 tekrar elementlerinin 1., 2., 3. ve 5. kromozomlarinin sentromerik bolgesinde

kolokalize oldugunu géstermektedir (Sekil 4.26.).

Benzer sekilde CL45-CL42 tekrar elementlerinin kromozomlar {izerinde Ortiisiip
ortiismedigini gozlemlemek i¢in bu iki satelitin kombinasyonundan olusan FISH

caligmasi yapilmistir.

Sonug olurak hem CL42’nin hem de CL45’in 1., 2., 3. ve 5. kromozomlarinin sentromer
bolgesinde overlap oldugu saptanmistir. (Sekil 4.27.). Pelemir (C. syriaca)
kromozomlariin iizerinde satelit tekrarlarin Ortiisiip Ortlismedigi anlasildiktan sonra
FISH yonteminden elde edilen resimlerle ideogrami hazirlanmistir (Sekil 4.28., Sekil
4.29.).

45S rDNA] €

Sekil 4.25. Pelemir (C. syriaca)’in CL45 ve 45S rDNA kromozomal lokalizasyonu.
DAPI ile boyanmis metafaz kromozomu (a), 45S rDNA sinyallerinin yesil ile
kromozomlar iizerinde gosterimi (b), CL45 satelit tekrar elementlerine ait sinyallerinin
kirmizi ile kromozomlar tizerinde gosterimi (c), CL45-45S rDNA elementlerinin ayn1
bolgede sinyaller verdigi birlestirilmis resimde (merge) (d) gosterilmektedir. Bar=10 pm
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Sekil 4.26. Pelemir (C. syriaca)’in CL45 ve CL34 kromozomal lokalizasyonu. DAPI ile
boyanmis metafaz kromozomu (a), Cl34 tekrar elementinin sinyallerinin yesil ile
kromozomlar iizerinde gosterimi (b), CL45 satelit tekrar elementlerine ait sinyallerinin
kirmizi ile kromozomlar iizerinde gésterimi (c), CL45-CL34 elementlerinin ayni bolgede
sinyaller verdigi birlestirilmis resimde (merge) (d) gosterilmektedir. Bar=10 um

Sekil 4.27. Pelemir (C. syriaca)’in CL45 ve CL42 kromozomal lokalizasyonu. DAPI ile
boyanmis metafaz kromozomu (a), Cl42 tekrar elementinin sinyallerinin yesil ile
kromozomlar iizerinde gosterimi (b), CL45 satelit tekrar elementlerine ait sinyallerinin
kirmiz1 ile kromozomlar iizerinde gosterimi (c), CL45-CL42 elementlerinin ayni bolgede
sinyaller verdigi birlestirilmis resimde (merge) (d) gosterilmektedir. Bar=10 um

12345678910 12345678910 1234567 8910

® yr{Aces® e © e -

== Merge (CL45- 45S rDNA)

Sekil 4.28. Pelemir (C. syriaca) kromozomlarinin CL45-45S rDNA elementlerinin
FISH kullanilarak analizi sonucu olusturulan ideogrami. Cl145 satelite tekrar bolgesi
kirmizi ile 45S rDNA tekrar bolgeleri yesil ile gosterilmistir. Overlap (listiiste gelmis)
bolgeler ise mor renk ile gosterilmektedir

123456 78910 12345678 910 12345678 910

» T e o -

Merge (CL34/CL42- CL45)
Sekil 4.29. Pelemir (C. syriaca) kromozomlarinin CL45-45S rDNA elementlerinin
FISH kullanilarak analizi sonucu olusturulan ideogrami. C145 satelite tekrar bolgesi

kirmizi ile CL34/CL42 tekrar bolgeleri yesil ile gosterilmistir. Overlap (iistiiste gelmis)
bolgeler ise mavi renk ile gosterilmektedir
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BOLUM V

TARTISMA VE SONUC

Her tiirlin kendine 6zglin kromozom sayisi, kromozom morfolojisi, genom biiyiikligii
ve ploidi seviyesi bulunmaktadir. Ancak bugiine kadar siiregelen ¢alismalarda pelemir
(C. syriaca) bitkisinin genom yapisi hakkinda kromozom sayisi disinda herhangi bir
kayit bulunamamistir. Verlaque (1980), Pelemir (C. syriaca)’de kromozom sayisinin
saptanmasina yonelik yaptigi ¢alismada kromozom sayisini 2n=10 olarak buldugunu
ifade etmistir. Bu tez ¢alismasinda Pelemir (C. syriaca)’in genom biiyiikligi flow
sitometri kullanilarak arastirllmis ve 1C degeri 2668 Mbp olarak bulunmustur.
Kromozom morfolojisinin anlasilmasi1 ve detayli analizi i¢in klon temelli tekrar
dizilerinin tanimlanmasi, ribozomal DNA’larin kromozom {izerindeki yerlerinin tespit
edilmesi ve yeni nesil dizileme sonucunda yapilan biyoinformatik analiz ile belirlenen

satelit tekrarlarin FISH kullanilarak tespit edilmesi seklinde ti¢ yontem kullanilmistir.

Tekrarlayan DNA elementleri genomda ardisik olarak ya da genom boyunca genis
Ol¢iide dagilmis halde bulunabilmektedir (Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998; Biscotti
vd., 2015a). Daginik DNA dizileri, 6zellikle transpozon elementler (DNA transpozon ve
retrotranspozon), tiim genom boyunca genis Ol¢iide dagilmis mobil (hareketli) DNA
dizileridir (Schmidt ve Heslop-Harrison, 1998; Heslop-Harrison ve Schmidt, 2012).
Tandem (ardigik) tekrarlar ise bir veya birka¢ tanimlanmis kromozomal bolgede
tekdiize bir sekilde birbirine bitisik olarak siralanmis kodlanmayan DNA dizileri i¢eren
birimlerdir (Heslop-Harrison ve Schmidt, 2012). Tandem tekrarlar, satelit tekrarlari,
minisatelit ve mikrosatelitler ve ribozomal DNA (rDNA) elementlerini icermektedirler.
Tekrarlayan DNA dizileri tiirlerin birbirinden ayirt edilmesini saglamak amaciyla
kullanilmaktadir. Bu elementlerin dizi veya kopya numaralarinda goriilen farkliliklar
nedeniyle genom ¢esitliligi, genomlar arasi1 uzaklagsma ve bunun sonucu olarak tiirlesme
meydana gelebilmektedir (Karafiatova, 2014). Asma (Vitis) genomunun tanimlanmasi
lizerine yapilan calismada uygun RFLP markorlerini belirlemek amaciyla tekrarlayan
DNA dizilerinin farkli siniflarinin kullanildigi, sonug olarak tiiri¢i ve tiirlerarast DNA

polimorfizmi gorildiigi belirtilmistir (Thomas vd., 1993).
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Tekrarlayan DNA dizilerinin bir sinifi olan mikrosatelitler ayn1 zamanda 6nemli bir
molekiiler markér grubunu olusturur Molekiiler markorler polimorfik bdolgelerin
tanimlanmasinu saglar. Boylece bireyler arasi seleksiyona katki sagladigindan dolay1
bitki 1slahinda 6nemli yer tutmaktadirlar (Yorgancilar vd., 2015). Mikrosatelitler yiiksek
derecede polimorfizm gosterdigi i¢in arpa (Ramsay vd., 2000), bugday (Song vd.,
2005), fasulye (Yu vd., 2000), aycigegi (Tang vd., 2002), gibi bitki genomlarinda

genetik haritalamalarda yaygin olarak kullanilmstir.

Molekiiler klonlama, in situ hibridizasyon, DNA dizileme gibi molekiiler teknikler
bitkiler arasinda goriilen kromozom yap1 farkliliklarinin anlasilmasini ve tiirleri¢i ve
aras1 c¢esitliligin belirlenmesinde 6nemli bir goreve sahiptir (Galasso vd., 1995). Bu
calismada Pelemir (C. syriaca) genomunda bulunan tekrar dizilerinin belirlenmesi
amactyla iki farkli strateji kullanilmistir. Bunlardan ilki tekrar dizilerinin klon temelli
izolasyondur. Bu amacla, BamHI restriksiyon enziminden yararlanilmistir. Dot blot
kullanilarak segilen yiiksek kopya dizisine sahip oldugu diisiiniilen insert DNA’lar
icerisinden S8, S10 ve S11 isimli ii¢ pozitif klonunun. floresan in situ hibridizasyon
kullanilarak kromozom {izerinde yerleri tespit edilmistir. S8 klonuna ait sinyaller 5
kromozom c¢iftinin sentromerik bolgesinde spesifik sinyaller vermistir. S10 klonunun
sinyalleri 1., 2., 3. ve 5. kromozom giftlerinin sentromer bolgesinde, 3., 4. ve 5.
kromozom ¢iftlerinin subtelomer boélgelerinde gozlemlenmistir. S11  klonunun
sinyallerinin ise kromozom tizerine dagilmis transpozon tekrar dizisi 6zelliginde oldugu
tespit edilmistir. Restriksiyon enzimi kullanilarak tekrar dizilerinin belirlenmesine
yonelik literatiirde benzer ¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin, tiitiin (Nicotina tabacum)
cekirdek DNA’sinda bulunan tekrar dizilerinin belirlenmesi i¢in BamHI restriksiyon
enzimi kullanilarak HRS60 adinda tekrar DNA ailesi tespit edildigi ifade edilmistir
(Koukalova vd., 1989). Kavun (Cucumis melo)’da bulunan satelit tekrarin
belirlenmesine yonelik yapilan ¢alismada HindIIl restriksiyon enzimi kullanildigi
belirtilmistir (Hemblen vd., 1982). Bakla (Vicia faba)’da Fokl enzimi kullanilarak
tekrar dizisi tespit edilmektedir (Kato vd., 1984). Vicia unguiculata bitkisinde bulunan
tekrarlayan DNA elementinin (pVuKB1) Dral kullanilarak klonlanipkarakterize edildigi
ve kromozomlarin sentromer bolgesinde bulundugu belirtilmektedir (Galasso vd, 1995).
Tahillar iizerinde yapilan c¢alismada sorgumun sentromer bodlgesinde pSauA9 adinda
tekrar dizisinin FISH kullanilarak tespit edildigi bildirilmis ve bu tekrar dizisinin geltik
gibi diger tahil tiirlerinde de tespit edildigi ifade edilmistir. Bu durumda elde edilen
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tekrar dizisinin korunmus oldugu ve sentromerin fonksiyonunda 6nemli role sahip
oldugu ifade edilmektedir. (Jiang vd., 1996). Bu tez ¢alismasinda elde edilen S8 ve S10
klonu ileride yapilacak Cephalaria cinsindeki diger tiirlerin molekiiler ¢alismalarinda

temel bir referans olacaktir.

Biiyiik Okaryotik genomlarda biliylikk oranda kodlanmayan DNA boélgeleri
bulundugundan dolay1r genomik DNA’nin restriksiyon enzimleriyle kesilmesiyle elde
edilen klonlardan olusturulan genomik DNA kiitiiphaneleri bir bitkinin genom yapisinin
anlasilmasinda sinirlt kalmaktadir (Turner vd., 2000). Ancak, tim genomun dizilenmesi
sonucu elde edilen veriler lizerine yapilan calismalar genom yapist hakkinda daha
ayrintili bilgiler sunabilmaktedir. Bu amacla, Pelemir (C. syriaca) genomunda bulanan
tekrar dizilerinin karakterize edilmesinde kullanilan ikinci strateji ise yeni nesil dizileme
kullanilarak tiim genomun dizilenmesinden sonra biyoinformatik analiz yapilarak satelit
tekrarlarin tespit edilmesi ve elde edilen tekrarlar i¢in uygun primerler tasarlanip
FISH’de goriintiilenmesinin saglanmasidir. Calismanin sonucunda elde edilen Cs150
satelit tekrar dizisi Pelemir (C. syriaca) kromozomlarinin sentromer bolgesinde tespit
edilirken, diger satelit tekrar CL45 sentromer ve subtelomer bolgesinde tespit edilmistir.

DNA dizileri sentromer fonksiyonu i¢in dnemli bir rol oynamaktadir (Jiang vd., 1996).

Sentromer bolgesi mitoz ve mayoz bdliinmede anafaz sirasinda kardes kromatidlerin
birbirinden  ayrilmasint  saglayan 1g ipliklerinin  baglanma yeri  olarak
tanimlanabilmektedir (Turner vd., 2000). Bu bodlge mitoz ve mayoz sirasinda
kromozomlarin dogru ayrilmasinda 6nemli bir rol oynar, bdylece genetik bilginin bir
sonraki nesle esit dagilimi saglanir (Jiang vd., 1996). Bu nedenle; sentomer bolgesi
kromozomlarin ayirt edilip smiflandirilmasinda karyotip analizlerin yapilmasinda
onemli bir yere sahiptir. Sentromerik tekrarlarin tespit edilmesine yonelik bir ¢ok
calisma literatiirde mevcuttur. Ornegin, onemli bir seker bitkisi olan seker kamisinda
(Saccharum spp. hybrids) Ss1 tekrar elementi bulunmus, ancak bu dizi yabani tiirlerde
(S. spontaneum and S. robustum) tespit edilmis olup, kiiltire alinmig tiirde (S.
officinarum) saptanmadigi belirtilmistir. Bu sonug¢ S. spontaneum tiiriiniin autopoliploid
olmasi ile agiklanmistir (Zhang., 2017). Bunun disinda yonca (Medicago sp.) cinsi ve {i¢
uzak akrabasinda sentromer bolgesinde MtR3 adinda satelit tekrar dizisi tespit edildigi
belirtilmis ve bu durum MtR3 dizisinin korunmus bir yapida oldugu seklinde

aciklanmaktadir (Yu vd., 2017). Pelemir (C. syriaca) kromozomlari {izerinde tespit
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edilen satelit tekrar dizileri Pelemir (C. syriaca) genom kompozisyonunun
anlasilmasina katki saglayacagi gibi Cephalaria tiirlerinde yapilacak ¢alismalara da elde
edilen tekrar elementlerinin sentromer bolgesinin fonksiyonlar1 {izerine etkisi

tartisilabilecektir.

Bir tiirlin genom yapisinin ve evrimsel gelisimin anlagilmasi i¢in 6ncelikle kromozom
yapisinin belirlenmesi gerekmektedir (Cuadrago vd., 2013). Kromozom yapilarinin
anlasilmasinda sitogenetik bir belirte¢ gorevi lstlenen ribozomal DNA (rDNA)’lar
tirlerin Dbirbirleriyle olan iliskilerinin aydinlatilmasini saglar ve onlar arasinda
karsilastirmali karyotip analizin yapilmasina imkan verir. Solanaceae familyasina ait
Cestrum tiirlerinin kromozomlarinin haritalanmasinda (Fregonezi vd., 2006), Hordeum
murinum alttiirlerinin birbirleriyle olan iliskilerinin saptanmasinda (Cuadrado vd.,
2013), Asteraceae familyasina ait Artemisia cinsi tiirlerinin fiziksel haritalanmasinda
(Hoshi vd., 2006) FISH kullanilarak elde edilen 45S ve 5S rDNA sinyallerinden
yararlanildigi belirtilmistir Bu c¢aligma igerisinde Pelemir (C. syriaca) bitkisinin
homolog kromozom c¢iftlerinin dogru bir sekilde tespit edilmesini saglamak amaciyla
45S rDNA ve 5S rDNA bolgeleri FISH araciligiyla kromozomlar tizerinde saptanmigtir.
45S rDNA 3., 4. ve 5. kromozom ¢iftlerinin uzun kollarinin u¢ kisimlarinda olmak
lizere toplamda alt1 sinyal tespit edilirken, 5S rDNA ise 1., 4. ve 5. kromozom c¢iftlerinin
kisa kollarinin sentromere yakin olan bolgelerinde alt1 sinyal gozlemlenmistir. Pelemir
(C. syriaca) kromozomlar1 iizerinde yerleri ve sinyal sayilar1 tespit edilen rDNA’lar
daha sonra caligilabilecek Cephalaria cinsine ait tiirlerin filogenetik iligkilerinin
belirlenmesini saglayabilecegi gibi Cephalaria tiirlerinin ribozomal DNA bdlgesinin

evriminin anlasilabilmesinde katkida bulunabilecektir.

5.1 Sonuc¢

Pelemir (C. syriaca) genomunda bulunan tekrarlayan DNA elementlerinin tespitine
yonelik yapilan bu ¢alisma igerisinde hem klasik dizileme metodu hem de yeni nesil
dizileme teknikleri kullanilmis ve genomun ayrintili bir sekilde incelenmesi
saglanmistir. {1k olarak DNA kiitiiphanesi klonlama ydntemi ile S8, S10 ve S11 isimli
tic klon tespit edilmistir. FISH teknigi kullanilarak bu klonlarin kromozom iizerindeki
yerleri saptanmistir. ikinci bir yontem olarak yeni nesil dizileme sonucu elde edilen

genom dizisi RepeatExplorer ve TAREAN biyoinformatik programlari ile islenmistir.
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Genomda bulunan satelit tekrar dizileri ve diger tekrar siiflari belirlenmistir.
Biyoinformatik programlardan elde edilen sonuglara gore pelemir genomunun 6nemli
bir kismma LTR retroelementlerinin i¢inde bulundugu retrotranspozonlar hakimdir.
TAREAN programi kullanilarak tespit edilen satelit tekrarlarin kromozom tizerindeki
yerleri FISH kullanilarak karakterize edilmistir. Cs150 adindaki satelit tekrar dizisinin
kromozomlarin sentromer bdlgesinde oldugu tespit edilitken, CL45 satelit tekrar
elementinin ise 4 kromozom ¢iftinin sentromer bolgesinde ve 3 kromozom c¢iftinin
subtelomer bolgesinde oldugu saptanmustir. Son olarak Pelemir (C. syriaca) tizerinde
rDNA’larin lokalizasyonlari belirlenmistir. 45S rDNA sinyalleri 3., 4. ve 5. kromozom
ciftlerinin ug kisimlarinda gézlemlenmistir ve 5S rDNA sinyalleri 1., 4. ve 5. kromozom
ciftlerinin perisentromerik bolgesinde tespit edilmistir. Gozlemlenen rDNA sinyalleri
pelemir kromozomlarinin karyotip haritasinin cikarilmasma fayda saglayacagi gibi
Cephalaria cinsi ve Dipsacaceae familyasina ait tiirlerin genom yapilarinin

anlagilmasinda filogenetik iligskinin olusturulmasinda katki saglayabilecektir.

Pelemir (C. syriaca) tiirii lizerine bugiine kadar yapilan sitogenetik ¢alismalarin sinirl
olmasi bu ¢aligmanin 6zgiin degerini yansitmaktadir. Bu ¢alisma sonucunda bu familya
ile ilgili sentromerik tekrarlar ilk defa tespit edildi. Ayrica rDNA ve satelit tekrarlar
kullanilarak ilk defa bu tiir {izerinde genom dinamigine 151k tutacak bir sekilde
haritalama yapildi. Bunun disinda Dipsacaceae familyasindaki tiirler arasinda ilk defa
sentromer bolgesi tespit edilen tiir olmustur. Bu nedenle elde edilen veriler bu takson ile
tim genom O&zellikleri bakimindan ilk bilgiyi olusturmaktadir. Boylece ileri donemde
yapilacak c¢aligmalarda yol gosterici bir sifata sahip olabileceginden dolay1 tiiriin
taksonomik bilgisinin arastirilmasinda yararli olabilecektir. 1TS ve Kkloroplast
markdrlerini kullanarak Dipsacaceae tiirlerinin filogenetik iligkisinin tanimlanmasina
yonelik arastirmalar (Carlson vd., 2009) yapildig1 gibi Dipsacaceae and Morinaceae
familyasinin birbirlerine yakin akraba aileler olup oladigini anlamak ve iki familyanin
Caprifoliaceae familyasinin igerisinde yer alip almadigini belirleme yoniinde ¢aligmalar
yapilarak filogenetik ve taksonomik iligkileri belirlenmeye c¢alisilmistir (Temsch ve
Greilhuber, 2010). Bu tez ¢alismasindan elde edilen tekrralayan DNA elementleri C.
syriaca genomunun anlasilmasinda katki sagladigi gibi bu elementlerin markor olarak

kullanilmas1 sonucunda filogenetik iligkilerin belirlenmesinde referans olabilecektir.
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Etanol
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Glasial Asetik Asit
Gene Ruler
Ampicillin sodium salt
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Blocking reagent
Tris, Trizma® base

Yeast Extract granulated

Sigma
Merck
Isolab
Qiagen
Promega
AppliChem
Merck
Tekkim
Thermo Fisher Scientific
Applichem
Applichem
Roche
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