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OZET

SUSAMDA YENI NESIL DiZILEME VERILERI KULLANILARAK INDEL
MARKERLERIN GELISTIRILMESI

Sibel UZUNOGLU
Yiksek Lisans, Tarla Bitkileri
Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Engin YOL
Subat 2020; 66 Sayfa

Molekiiler markerler son zamanlarda bitki islah programlarinin 6nemli bir
parcast haline gelmistir. Marker destekli yiiriitiilen 1slah g¢alismalarinda is giiclinii
azaltarak daha hassas ve giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir. Giiniimiizde 1slah
calismalarinda ¢ogunlukla SNP ve SSR markerler tercih edilmekle birlikte yeni nesil
dizileme teknolojileri kullanilarak gelistirilen InDel (insersiyon-delesyon) markerler de
onemli bir alternatif olarak go6zikmektedir. Agaroz jelde farkliliklarin ortaya
konulabilmesini miimkiin kilan bu markerler ile temel molekiiler gereclerin bulundugu
her laboratuarda calisilabilmek miimkiindiir. Ayrica yiiksek polimorfizm gostermesi ve
tiirler aras1 transferin miimkiin olmasi InDel markerlerin molekiler destekli seleksiyon,
genetik gesitlilik ve genetik haritalama c¢aligmalarinda oldukga fazla tercih edilmesine
neden olmaktadir. Susam 1slah ¢alismalarma ivme kazandirilmasi agisindan farkli
marker tiplerinin 1slah silirecine kazandirilmasi olduk¢ca 6nem tasimaktadir. Bu tez
caligmasi ile diinyada farkli bolgelerden kdken alan 95 susam genotipinin yeni nesil
dizileme sonrasi elde edilen verileri kullanilarak InDel markerler gelistirilmistir. Analiz
asamasinda referans genomdan farkli olarak 2 bp tlizeri 785 bdlge belirlenmis ardindan
agaroz jelde ayirt edilebilir olan 8 bp {izeri InDel bolgeleri tanimlanmistir. Belirlenen 86
InDel bdlgesinden secilen 38 tanesi i¢in primer dizayni yapilmistir. Gelistirilen tlm
markerler bulk DNA’larda beklenen bdlgelerde bant verirken secilen markerler ile 32
genotipten olusan koleksiyonda genetik ¢esitlilik basarili sekilde ortaya konmustur.
Gelistirilen InDel markerlerin tiim diinyada molekiiler temelli susam 1slah ¢aligmalarina
katkida bulunmasi beklenmektedir.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF INDEL MARKERS WITH THE USE OF NEXT
GENERATION SEQUENCING DATA IN SESAME

Sibel UZUNOGLU
MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Engin YOL
February 2020; 66 pages

Molecular markers have recently become an important part of plant breeding
programs. Accurate and reliable results can be achieved in marker aided breeding
studies. Although SNP and SSR markers have been widely preferred, InDel (insertion-
deletion) markers developed by next generation sequencing technologies are also an
important alternative for breeding approaches. With these markers, differences can be
monitored in agarose gels in any laboratory where basic molecular devices are
available. In addition, high polymorphism and inter-species transferring makes the
InDel markers are highly preferable for molecular assisted selection, genetic diversity
and genetic mapping studies. In order to make progress in sesame studies, introducing
different marker types is crucial for breeding process. In this thesis, InDel markers were
developed by using the data obtained from next generation sequencing of 95 sesame
genotypes originating from various regions of the world. Differing from the reference
genome, 785 indel regions over 2 bp were detected and 86 regions over 8 bp were
identified which were distinguishable on agarose gel. The 38 of the identified 86 InDel
regions were used for primer design and all of these markers were successfully
amplified with use of bulk DNAs. The selected markers were also demonstrated the
genetic diversity of sesame germplasm including 32 genotypes. The developed InDel
markers are expected to contribute to molecular-based sesame breeding studies
worldwide.
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ONSOZz

Susam iilkemiz icin ¢ok Onemli bir yagli tohum bitkisi olmasmna ragmen
ozellikle ikinci iriin tariminda diger endiistriyel bitkiler ile rekabet edememesi susam
iretimimizin her gegen yil azalmasma neden olmaktadir. Yiiksek verimli ve 6nemli
hastaliklara dayanikli c¢esitlerin  gelistirilmesi ise baglica ¢oziim yolu olarak
gdziikmektedir. Uretimin arttirilmasi adina izlenecek énemli yollardan biri ise yogun ve
hizl1 1slah programlarinin yiiriitiilmesidir. Molekiiler markerler ¢evre kosullarindan
etkilenmemeleri ve 1slah ¢aligmalarmi kisaltmasi bakimindan gilinlimiiz 1slah
programlarinin 6nemli bir parcast haline gelmislerdir. Ancak literatiir incelendiginde
susamda marker destekli yliriitiilen 1slah ¢aligmalar1 diger endiistri bitkilerine kiyasla
oldukca yetersizdir. Susamm ihmal edilmis bir bitki olmasi, bu konuda calisan
aragtirmaci sayisinin az olmasi ve islahta kullanima uygun marker sayinisin yetersiz
olmas1 bu durumun baglica sebepleri olarak degerlendirilebilir. Bu noktadan ¢ikilarak
ele alinan bu tez caligmasi ile yeni nesil dizileme verileri kullanilarak yeni InDel
markerler gelistirilmis olup bu markerler ile susam 1slah c¢aligmalarina katkida
bulunulmast amaglanmistir. Calismada ayrica 32 genotipten olusan susam
koleksiyonunda markerler testlenmis ve genetik ¢esitlilik basarili sekilde belirlenmistir.

Yiiksek lisans egitim hayatimda hedeflerime ilerlememde bana yol gosteren, tez
calismamin her asamasinda yardimi ve destegini esirgemeyen danigman hocam Sayin
Dog. Dr. Engin YOL’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica ¢aligma siiresince destegini her zaman hissettigim, siirekli yanimda olan
arkadaslarima tesekkiir ederim.

Son olarak da egitim hayatim boyunca maddi manevi tiim destekleri saglayan ve
her zaman desteklerini yanimda hissettigim annem Firdevs KIZIL'a, babam Erol
KIZIL'a, kardeslerime ayrica bu siire¢ boyunca en biiylik destek¢im olup her animda
yanimda olan esim Erdener UZUNOGLU’na sonsuz tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Pedaliaceae familyasindan olan susam (Sesamum indicum L.) tohumlarinda
ihtiva ettigi yiiksek miktar ve kalitedeki yagi ile diinyada kiiltiirii yapilan en eski ve en
onemli yag bitkilerinden birisidir. i¢inde bulundugu Sesamum cinsi yaklasik 16 cins ve
60 tird bunyesinde bulundurmakta olup susam kiiltiirii yapilan tek tiirdiir. Susam tek
yillik bir bitki olup Hindistan, Myanmar, Sudan ve Cin basta olmak suretiyle diinyanin
tropik ve subtropik iklim kusaklarina (40°K - 40°G) (Ashri 2007) sahip birgok yerinde
kiiltiiri yapilmaktadir. Arkeolojik kayitlara gore yetistirilmeye yaklasik 5000 yil 6nce
Hindistan’da baslanmistir (Bedigian 2004). Susam tohumlar1 %50’den, hatta bazen
%60’tan fazla yag igermektedir (Yermanos vd. 1972). Susam yagi igerisinde diger
bitkisel yaglardan farkli olarak her birinin oran1 yaklasik %35-45 arasinda degisen oleik
ve linoleik asit yer almaktadir (Liu vd. 1992). Igerisinde bulundurdugu yiiksek protein
ve antioksidanlar susami Onemli kilan diger 6zelliklerdir. Susam bitkisinin kdkenin
Afrika ya da Asya oldugu konusu ise tartismalidir (Joshi 1961; Weiss 1971; Nayar ve
Mehra 1970; Brar ve Ahuja 1979; Bedigian 1981; Bedigian ve Harlan 1986; Bedigian
vd. 1985; Nayar 1995). Bir¢ok yabani tiiriin Afrika’da olmasi ve yakin akraba olan S.
malabaricum tiiriiniin Asya kodkenli olmasi tartismanin temel noktasii olusturmaktadir
(Ashri 2007).

Dinya Gzerinde yaklasik olarak ekim alani 12 milyon ha olan susamin en fazla
ekilis alanma sahip iilkeleri sirasiyla yaklasik 6 milyon ha ile Sudan, 1.8 milyon ha ile
Hindistan ve 1.5 milyon ha ile Myanmar’dir. Dlinyada en fazla tretime sahip Ulkeler ise
Myanmar 768758 ton ile ilk sirada, 746000 ton ile Hindistan ikinci sirada, 255522 ton
ile Sudan ve Nijerya Uglincli sirada yer almaktadir (FAO 2018). Ulkemiz susam tretim
miktar1 ise her gecen yil azalmakla birlikte yaklasik 25981 hektar alanda 17 bin tonluk
iiretim yapilmaktadir (FAO 2018).

Susam, genellikle yiiksek nem kosullarinda 2 m’ye kadar boylanabilen tek yillik
bir kiltdr bitkisidir. Tropik ve subtropik iklim kosullarina olduk¢a uyumludur.
Indeterminant yapisindan dolay1r mevsim ilerledik¢e ve yetistigi kosullar uygun oldugu
takdirde bitki siirekli ¢igek agar ve kapsiil baglar. Dallanma bitkinin genetik yapisina ve
cevre kosullarma gore degisebilmektedir. Bazi tiplerde ¢ok ya da az sayida dal
bulunmakla birlikte hi¢ dal bulundurmayan tiplerde vardir. Kapali kapsiillii ve ¢atlayan
kapsiillii olarak 2 farkli tipi bulunan bir bitkidir ancak kapsiilii ¢atlamayan gesitlerin
verimlerinin diisiik olmasi ve siirdiiriilebilir tarim i¢in uygun olmamalar1 nedeniyle
diinyada daha ¢ok kapsuli catlayan gesitlerin kiiltiirii yapilmaktadir. Buylime suresi
genellikle 3-4 ay arasinda degismektedir. EKimden 30-40 giin kadar sonra ¢igeklenme
baslar ve bitki olgunluga erisene kadar devam eder. Susam olgunlagma siiresinin kisa
olmasi, toprak seciciliginin az olmasi, kurakliga dayaniklilik karakterine sahip olmasi
sebebiyle 6nemli bir bitkidir. Diinyada ve Tiirkiye’de farkli ¢evre kosullarma uyum
saglamig, fazla miktarda susam varyeteleri ve ekotipleri var olmaktadir. Mevcut olan bu
varyete ve ekotipler ¢ok sayida genotipin bir araya gelerek olusturdugu popiilasyonlar
halinde bulunurlar. Bu popiilasyonlardan tek ve toplu bitki seleksiyonuna dayali 1slah
caligmalar1 ile istiin 6zellikli susam cesitleri gilinlimiize kadar gelistirilmis ve
gelistirilmeye devam edilmektedir. Ancak kiltiiri yapilan en eski bitkilerden biri
olmasina ragmen tiretim alan1 diger yagh tohum bitkilerine kiyasla oldukca azdir (FAO
2018). Dlinyada susamda yapilan 1slah ¢alismalar1 smirli sayida olup Ulkemizde ise bu
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oran daha da kisithdir. Islahi yapilmis bitkiler elde edilmesine karsin genelde
adaptasyon giicii yiiksek yerel ¢esitler tercih edilmistir (Baydar vd. 1999).

Insanlarm susam ve iceriklerini kullanmasmin bir¢ok nedeni vardir. Ozellikle
tohumlarinda bulunan %60 yag susam yagini oldukga farkli kilmaktadir. Hatta bazi
tiplerde bu yag orami %62.7’ye kadar ¢ikabilmektedir (Uzun vd. 2007; 2008).
Tohumlarin yapisinda 6nemli antioksidanlardan olan sesamin, sesamol, sesamolin ve
sesaminol antioksidanlarmi bulundurur (Yoshida ve Takagi 1997) ve bu maddeler
susam yagini oksitlenmeye karsi da oldukca direncgli hale getirir (Baydar 2005).
Ozellikle sesamin insan ve farelerde kan kolesterol seviyelerini diisiirmede oldukga
etkilidir. Ayn1 zamanda, susam ve igeriklerinin tiketilmesi ile kan plazmasinda E
vitamini konsantrasyonunda artis iligkisi gézlemlenmis olup (Frank 2005) antimutajenik
(Kaur ve Saini 2000) ve antikanserojen (Kapadia vd. 2002) etkilerinin oldugu
bildirilmistir. Diger bir antioksidan olan sesamolinin ise kan kanseri hiicrelerinin
gelisimini engelledigi ortaya konmustur (Ryu vd. 2003). Susam yaginin avantajlaridan
bir digeri igerisinde bulundurdugu tokoferol antioksidanidir. Susam yaginda bulunan
tokoferol miktar1 294-528 mg/kg arasindadir (Yoshida ve Takagi 1997). Bunlara
ilaveten susam yapisinda triptofan, kalsiyum, metiyonin ve ¢ok sayida mineral madde
bulundurmaktadir. (Johnson vd. 1979). Susamin tiim bu 6zelliklerinin yani sira insan
beslenmesinde de 6nemli bir rolii vardir. Susam yag1 yemeklik olarak direkt sivi halde
kullanilabilirken margarin, merhem ve krem yapimimda da kullanilmaktadir. Ayrica
tohumlar1 dogrudan simit, kek, corek, pasta gibi hamur islerinde veya sekerleme
yapiminda tercih edilmektedir. Susam tohumlar1 kavrulup kabuklarmdan ayirt
edildikten sonra preslenerck tahin yapilir ve yagi alinan tohumlardan geri kalan kismi
ise kaliteli bir hayvan yemi olan kiispe olarak kullanilir. Kiispe degerli bir hayvan
yemidir ancak bazi iilkelerde ekmege karistirilarak kullanilmaktadir (Atakisi 1999).
Susamin insan ve bitki patojenlerine kars1 da koruyucu bir etkisi oldugu bilinmektedir
(Costa vd. 2007). Susam bitkisinin farkli kisimlarindan ¢ikarilan Oziitlerin
Macrophomina phaseolina ve Fusarium oxysporum gibi toprak kdkenli fungal
patojenlerin gelisimini negatif bir sekilde etkiledigi gézlenmistir (Hernan ve Laurentin
2007). Ayrica sorgum ile miinavebeli yetistirildiginde susamin Striga tiirii gibi baz1 kok
parazitlerine kars1 da olumlu etkisi goriilmiistir (Hess ve Dodo 2004). Iceriginde
muhteva ettigi antioksidanlar ve diger maddeler susamin antiseptik, bakterisit, viriisit,
dezenfektan ve tuberkular ajan olarak kullanilmasina olanak saglamistir (Bedigian vd.
1985). Bunlara ek olarak susamla beslenmenin cinsiyet hormonlari, antioksidan
durumlar1 ve postmenopozal donemdeki kadinlarin kan yag oranlari tizerinde olumlu bir
etkisinin oldugu ifade edilmistir (Wu vd. 2006).

Susam kiiltiiri yapilan en eski bitkilerden biri olmasma ragmen {iretim alani
diger yaglh tohum bitkilere kiyasla olduk¢a azdir (FAO 2018). Bunun baslica sebepleri
mekanize olmayan hasat, bitkilerin es zamanli hasada gelmemeleri, hasat vaktinde
olusan tohum kayiplari, diisik c¢evre adaptasyonu ve diisiik verim olarak
degerlendirilebilir (Ashri 2007). Ayrica son zamanlarda sikca goriilen phyllody hastalig1
susamda yiiksek verim kayiplarma neden olmaktadir (Ustun vd. 2017). Bahsi gegen
sorunlarin ¢ozlimii adina izlenecek dnemli yollarin basinda dogru 1slah programlarinin
olusturulmas: gelmektedir. Bu 1slah programlarma molekiiler destekli seleksiyonun
eklenmesi ise 1slah siirecinin kisaltmak ve dogru sonuglarin elde edilmesi adina oldukca
kiymetlidir. Susamda farkli genetik kaynaklar kullanilarak RAPD (Bhat vd. 1999),
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AFLP (Laurentin ve Karlovsky, 2006), SSR (Zhang vd 2012; Wei vd. 2014; Dossa vd.
2017) ve InDel markerler (Wei vd. 2014; Wu vd. 2014) gelistirilmis ve ¢esitli 1slah
programlarinda kullanilmistir. Ancak diger endiistriyel bitkiler ile kiyaslandiginda
gelistirilen marker sayisi oldukg¢a kisithidir. Bu noktadan yola c¢ikilarak bu tez
calismasinda FBA-2018-3018 nolu arastirma projesinden elde edilen yeni nesil dizileme
verileri kullanilarak InDel markerlerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Icerisinden dort
ayr1 kitadan genotiplerin yer aldigi bu genis koleksiyondan gelistirilecek markerlerin
diinya iizerinde farkli populasyonlarda basarili ile uygulanma ihtimali oldukca
yiiksektir. Gelistirilecek bu markerlerin susamda genetik cesitlilik, seleksiyon ve
genetik haritalama ¢alismalarinda kullanilmas1 beklenmektedir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Yeni Nesil Dizileme Verileri Kullanilarak InDel Markerlerin Gelistirilmesi ve
Kullamilmasi Ile Ilgili Calismalar

Molekiler markerler bir popilasyonda veya gen havuzunda bir genin allelleri
arasindaki polimorfizmi saptamak i¢in kullanilabilen DNA parcaciklaridir. Kisaca farkl
bireyler arasinda polimorfizm gdésteren DNA dizisinin kucuk bir bolgesi olarakta
tanimlanabilir. Polimorfizm saglayan bolgeler eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler,
duplikasyonlar gibi olaylardan meydana gelebilir (Filiz ve Kog¢ 2011). Giliniimuzde
DNA markerleri kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama, harita temelli tarimsal
acidan 6nemli genlerin belirlenmesi, dayaniklilik kaynaklarinin ortaya konmasi, genetik
cesitlilik ¢alismalari, filogenetik analizler ve seleksiyon calismalari yogun sekilde
yapilmaktadir (Joshi vd. 2000). En yaygin kullanilan markerlerden SSR veya
mikrosatellitler, 6karyotik genomlar boyunca dagilmis ve ardisik olarak tekrarlanmakta
olan 2-6 niikleotid gruplarindan olusmaktadir. RAPD ise PCR bazli bir isaretleme
sistemidir. Bu sistemde, bir bireyin toplam genomik DNA'si, tek, kisa (genellikle
yaklasik on niikleotid/baz) ve rastgele bir primer kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Birgok
farkli lokusa baglanan primer, tamamlayict olan kompleks bir DNA sablonundan
rastgele dizileri amplifiye i¢in kullanilir. Amplifikasyon iki hibridizasyon bdlgesi
birbirine (en az 3000 bp) benzerse ve zit yonlerde PCR sirasinda gerceklesebilir. SNP
markerler i¢cin yeni nesil dizileme verilerine ihtiya¢ olup 1slah siirecinde kullanilmak
tizere bir okuma sonrasi milyonlarca marker gelistirmek miimkiindiir. InDel (insertion-
deletion) bolgeleri genom boyunca bol miktarda bulunan yapisal varyasyonlardir ve
polimeraz kaymasi, transpozonlar, esit olmayan crossing-over neticesinde meydana
gelirler. Bazen organizmada fonksiyon kaybina yol agabilirler (Lovett 2004). En yaygin
InDel durumlar1 tek baz eklenme ve ¢ikarilmasi, delesyon ve monomerik ya da
polimerik baz c¢iftlerinin eklenmesinden kaynaklanmaktadir. Bu markerler bir¢ok
populasyon genetigi, tanimlama, genetik haritalama calismalarinda farkli bitkilerde
kullanilmistir (Wu vd. 2013; Yang vd. 2014)

InDel marker gelistirme ve markerlerin uygulanmasi bakimindan yiiriitiilen
calisma sayis1 olduk¢a azdwr. Wu vd. (2014) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada Cin
susam koleksiyonunda genetik ¢esitlilik SSR ve InDel markerler ile belirlenmeye
caligilmistir. Arastirmacilar 349 SSR ve 79 InDel markeri sahip olduklar1 130 susam
genotipi tizerinde kullanmiglar ve yapilan 6n ¢alismada 86 markerin polimorfik oldugu
ifade edilirken markerlerin koleksiyonda genetik cesitlilik, filogenetik iliskiler,
populasyon yapist ve allel dagilim analizlerinde basarili sekilde yer aldigini ifade
etmislerdir. Calisma sonucunda 325 allel tespit edilmis olup ortalama gen cesitliligi
0.432 olarak belirlenmistir. Model temelli yap1 analizi, filogenetik kiimeleme ve
molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglarina gére populasyonda iki ana ve bes alt
grubun varlig1 ortaya konulmustur.

Wei vd. (2014) tarafindan RNA-Seq yonteminin kullandigi ¢calismada toplamda
33.4 Gbp’lik biiyiik bir okuma elde edilmis ve okuma sonrast SNP ve InDel bolgeleri
arastirmacilar tarafindan belirlenmistir. Arastirmacilar uzunluklar1 1 ila 38 bp arasinda
degisen toplam 21 InDel tipi tanimlamig ve en ¢ok kisa InDel (1-2 bp) varlig: tespit
edilmistir (%80). Ayrica protein kodlayan bolgelerde 4959 (%66.56) SNP
saptamiglardir. Rasgele segilen 40 SNP ve 40 InDel markerden SNP'lerin %92.5'i ve
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InDel markerlerin %95.0' polimorfizm gostermistir. Ayrica, yeni gelistirilen polimorfik
SNP ve InDel markerlerinin etkinlikleri 36 ticari susam ¢esidinde degerlendirilmis ve
markerlerin % 90'dan fazlasi beklenen polimorfik amplifikasyonlar1 ortaya koymustur.

Yamaki vd. (2013) Oryza cinsindeki genom tiirlerinin ayirt edilmesini saglayan
InDel marker gelistirmeyi amaglayan bir c¢alisma ele almislardir. ik olarak
veritabanlarinda mevcut olan 12 Oryza turl igin tarama yapilmis ve potansiyel 2107
InDel aday dizisi bulmuslardir. Arastirmacilar daha sonra sahip olduklar1 yabani turleri
se¢mis olduklar1 InDel markerler ile taramiglardir. Calisma sonucunda farkli tiirleri
birbirinden ayirt edilmesini miimkiin kilan 22 InDel marker belirlenmistir.

Song vd. (2015) Cin’in yerel soya fasiilyesi ¢esitleri olan Hedou 12 ve Williams
82’yi yeni nesil dizileme verileri kullanarak analiz etmiglerdir. Arastirmacilar Hedou 12
ve Williams 82 referans dizisi arasinda 49276 InDel polimorfizmi ve 242059 tek
niikleotid polimorfizmi tespit etmislerdir. Tespit edilenler arasindan dogrulama icin 5-
50 bp arasinda degisen 243 aday InDel markeri secilmis ve bu gesitler arasinda
polimorfizm ortaya konulmustur. Arastrmacilar ayrica gelistirmis olduklar1 InDel
markerleri soyada kirisik yaprak karakterini genetik haritalanmasida kullanmiglar ve
basarili bir haritalama yapmislardir. Arastirma sonucunda Yyiksek verimli dizileme
verilerinin soya fasulyesinde genetik haritalama icin yiiksek kalitede marker gelistimede
olduke¢a etkin oldugu ortaya konmustur.

Wei vd. (2016) iki susam c¢esidini (Baizhima ve Mishuozhima) tim genom
olarak dizilemisler ve de novo assembly ile sirastyla 267 ve 254 Mb biiyiikligiinde iki
draft genom elde etmislerdir. Toplamda yaklasik 1.3 milyon SNP ve 506 bin InDel
belirlenmistir. Ortaya konulan bu varyantlardan yaklasik 70 bin SNP ve 8311 InDel gen
kodlayan bolgelerde tespit edilmistir. Bu varyantlarin susamda ¢i¢eklenme tarihi, bitki
boyu ve yag icerigi gibi 6nemli karakterlerin genetik altyapisinin belirlenmesine katkida
bulunacag arastirmacilar tarafindan belirtilmistir.

Osorio vd. (2017) sar1 ac1 bakla genetigi ve 1slahina yardime1 olmak i¢in yeni
polimorfik InDel markerleri iiretmeyi amaglamislardir. Calismada genomik veriler
kullanilarak polimorfik InDel markerleri gelistirmislerdir. Analizler sonucundan toplam
118 InDel polimorfik olarak tespit edilmistir. 18 InDel primer seti bir cekirdek
koleksiyon flizerinde degerlendirilmistir. Go6zlenen heterozigosite (HO; 0.0648 ila
0.5564) ve polimorfik bilgi igerigi (PIC, 0.06 ila 0.48) koleksiyonda orta diizeyde bir
genetik varyasyon oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Sonug¢ olarak InDel markerlerin
gelistirilmesinin L. luteus popilasyonlar1 ve yakin iligkili tiirler arasinda genetik
cesitliligin ¢alisilmasini kolaylastiracagi belirtilmistir.

Wanga vd. (2018) ele aldiklar1 ¢alismalarinda oncelikle 56 soya genotipe ait
verileri kullanarak 17613 InDel bolgesi tespit edip 12619 primer ¢ifti gelistirmislerdir.
Ikinci olarak, 2841 primer ¢iftini kullanarak bir linkage haritas1 arastirmacilar tarafindan
olugturulmus ve 20 linkage grubu elde edilmistir. Olusturulan haritada toplam genetik
mesafe 2347.3 cM ve LG basma diisen haritalanmis marker 10 ila 23 arasinda degistigi
ifade edilirken ve ortalama 15 marker oldugu bildirilmistir. Bitisik markerler arasindaki
en biiyiik ve en kiicliik genetik mesafeleri swrasiyla 52.3 ¢cM ve 0.1 cM olarak
g0zlemlenmistir. Arastirmacilar daha sonra gelistirmis olduklar1 haritayr kullanilarak
ciceklenme giin sayist karakterini haritalamislardir. Karakter bir QTL olarak ortaya
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konulmus olup bir biyiuk (qDTF4) ve dort kiicuk QTL (qDTF20, gDTF13, gDTF12 ve
gDTF11) bblge tespit etmislerdir. Arastirmacilar tarafindan ortaya konulan sonuglar
soya fasulyesinde haritalama islemlerinde InDel markerlerin kullanabilecegini ortaya
koymustur.

Jain vd. (2019) nohutta genom destekli 1slah i¢in marker kaynaklarini genigletme
hedefi ile spesifik olmayan (ICC 4958 x Pl 489777) bes ana hatt1 ve iki intra-spesifik
(ICC 283 x ICC 8261 ve ICC 4958 x ICC 1882) haritalandirma popiilasyonunu
kullanarak InDel marker gelistirme ¢alismasi ele almislardir. Varsayilan parametrelere
sahip yazilim kullanilarak toplam 231658 adet InDel tanimlamislardir. Ayrica, jel bazli
markorlerin gelistirilmesi i¢in >20 bp boyutunda toplam 8.307 InDel segilmis; 7523
(%90.56) bolge icin primer tasarlanmistir. Ortalama olarak, CaLGO04 (1.952 InDel)
Uzerinde maksimum ve CaLGO08 (360 InDels) Uzerinde ise minimum marker sayisi
belirlenmis olup her bir linkage grubunda ortalama 1038 InDel tanimlanmustir.
Dogrulama yapmak amaciyla toplam 423 primer cifti rastgele secilmis, secilen ana
hatlar tizerinde test edilmis ve %3'lik agaroz jelde ebeveynler arasinda %46.06 ila
%58.01 arasinda bir polimorfizm gézlenmistir.

2.2. Susamda Molekiiler Markerler Kullanilarak Yapilan Genetik Cesitlilik
Cahsmalan

Bhat vd. (1999) yaptiklar1 ¢alismada susam bitkisinde genetik ¢esitliligi 58
RAPD markeri kullarak belirlemeye ¢alismislardir. Analiz edilen materyal Hindistan'in
18 farkli eyaletinden ve Hindistan alt kitasinin dort komsu iilkesinden 36 koleksiyon ve
21 Ulkeden 22 egzotik susam genotipini icermektedir. Genetik ¢esitliligi belirlemek
amaciyla secilen 24 rastgele 10-mer primer ile PCR amplifikasyonlarindan elde edilen
sonuclar istatistiksel olarak analiz edilmistir. Jaccard’in benzerlik katsayilarinin degeri
0.19 ile 0.89 arasinda degismis ve Sonuglarin yiiksek seviyede genetik gesitliligin
varhigin1 gosterdigi bildirilmistir. Bununla birlikte Hint kdkenli genotiplere ait genetik
varyasyonun egzotik hatlara gére ¢ok daha yiiksek oldugu ifade edilmistir. Temel
bilesen analizi, ilk iki bilesenin toplam varyasyonlarm sadece %21'ini olusturdugunu ve
varyasyonlarin <% 75'in1 a¢iklamak i¢in 18 bilesenin gerekli oldugunu gostermistir.

Laurentin ve Karlovsky (2006) 5 gen merkezinden (Hindistan, Afrika, Cin-Kore-
Japonya, Orta Asya ve Bat1 Asya) genotiplerin yer aldigi susam koleksiyonunu AFLP
marker kullanarak karakterize etmislerdir. Arastirmacilar % 93'ii polimorfik olan toplam
457 AFLP markerin kaydedildigini bildirmislerdir. Ayrica Jaccard benzerlik katsayisi
genotip ¢iftleri arasinda 0.38 ile 0.85 arasinda degismistir. UPGMA dendrogrami 32
genotipten 25'ini iki giiclii kiimede gruplandirmustir, ancak genotip ile cografi kdken
arasinda bir iliski olmadigin1 ortaya koymustur. Dendogram boyunca temel koordinat
analizi kullanilarak benzer bir model elde etmislerdir. Molekiler varyans analizi
(AMOVA) ile toplam ¢esitliligin sadece %5'i gruplar arasindaki farkliliklara
baglanmastir.

Laurentin ve Karlovsky (2007) ele aldiklar1 ¢galismada AFLP markeri 20 susam
cesidini ayirt etmek ve bu genotipler arasindaki genetik iliskiyi aydinlatmak amaciyla
kullanmislardir. Arastirmacilar 8 primer kombinasyonu kullanarak toplam 339 marker
elde etmiglerdir. Bantlarin %91'i polimorfik olup 5 primer kombinasyonunun kullanilan
20 ¢esidin hepsini ayirt edebildigi tespit edilmistir. Ancak kalan 3 primer
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kombinasyonunun tek basma kullanildiginda  genotipleri aywrt edemedigi
gozlemlenmistir. Polimorfik bilgi igerigi (PIC), ¢6zme giicii (Rp) ve her bir primer
kombinasyonunun marker indeksi (MI) genotip sayisi ile karsilastirildiginda aralarinda
anlamli bir iliski bulunamamuistir. Jaccard’m benzerlik katsayilar1 0.31 ile 0.78 arasinda
degismistir. Sonug olarak arastirmacilar AFLP markerlerinin ¢esitlerin tanimlanmasinda
ve genetik degiskenliginin degerlendirilmesinde kullanilabilecegini gostermislerdir.

Alivd. (2007) ele aldiklar1 ¢caligmada cografi kokenler ve morfolojik 6zellikler
ile ilgili genetik cesitliligin seviyesini belirlemek igin dinyanm farkli bolgelerinden
toplam 96 hat toplamis ve hatlar1 AFLP markeri kullanarak karakterize etmislerdir.
Arastirmacilar 21 primer c¢iftinin toplam 445 bant {rettigini ve aralarinda 157
(%35)’sinin  polimorfik oldugunu birdirmislerdir. Benzerlik katsayisina dayanan
UPGMA kiimeleme analizi yontemi kullanilarak hatlar1 iki ana gruba aymrmislardir. ilk
grup c¢ogunlukla Dogu Asya kokenli diger grup ise Giiney Asya kokenli genotiplerden
olusmustur. Analizler sonucunda arastirmacilar alt kimelerin hatlar1 ayirdigmi ve
gruplar arasinda belirgin bir ¢esitlilik olusturdugunu gézlemlemislerdir.

Pham vd. (2009) susam koleksiyonunda genetik ¢esitliligi tahmin etmek
amaciyla Vietnam ve Kambogya'dan toplanan 22 susam c¢esidini 10 RAPD marker
kullanarak analiz etmislerdir. Calismada 107 bant elde edilirken, 86 tanesi polimorfik
bulunmustur. TUm popiilasyonlarin genetik cesitliligi, Nei parametreleri tarafindan
tahmin edildiginde Ht = 0.34 olarak belirlenmistir. Genetik uzaklik 0.03 ile 0.43
arasinda bir deger gosterirken ortalama genetik uzaklik 0.23 olarak belirlenmistir.
Olusturulan dendrogram cografi bolgelerine gére susam hatlar1 arasinda net bir ayrim
oldugunu ayrica ortaya koymustur.

Kumar ve Sharma (2009) Hindistan'in farkli tarimsal ekolojik bolgelerini temsil
eden yirmi susam genotipinin genetik ¢esitliligini degerlendirmek i¢in fenotipik ve
molekiiler belirtegler (RAPD) arasinda bir karsilastrma yapmiglardir. Arastirmacilar 20
fenotipik belirte¢ temelinde daha yiiksek bir genetik benzerlik arahigi (0.88-0.99)
g6zlemlemislerdir. RAPD bazli dendrogramda genotipler morfolojik belirteclere gore
rastgele bir gruplama oldugu goézlenmistir. Ortalama genetik farklilasma katsayis1 (Gst
0.619), popiilasyon arasinda yiiksek genetik ¢esitlilik seviyesini ve popuilasyon igindeki
disiik genetik gesitlilik diizeyini gostermistir.

Sharma vd. (2009)’da RAPD ve ISSR markerlerini 16 susam genotipinin
karakterizasyonu igin kullanmislardir. 26 RAPD ve 17 ISSR primerleri ile 16 susam
genotipi arasinda sirasiyla 194 ve 163 net ve tekrarlanabilir bant elde edilmistir. Hem
RAPD hem de ISSR primerleri maksimum ayrim giicii gostermis ve tiim susam
genotiplerinin tanimlanmasi igin ayr1 ayri kullanilabilenecek olan bantlar tiretilmistir.
Ayrica genotiplerin ayirt edilmesinde AG ve CA bazli ISSR primerleri etkili oldugu
bulunmusgtur. RAPD ve ISSR primerleri tarafindan iiretilen matrisler arasinda zayif bir
korelasyon gozlemlenmistir. Bununla birlikte susam genotipleri (RAPD igin 0.78 ve
ISSR igin 0.71) arasinda daha fazla benzerlik olsa da gozlenen genetik ¢esitliligin
(RAPD icin 0.22 ve ISSR icin 0.29) susam genotiplerinin karakterizasyonu icin etKili
oldugu gozlemlenmistir.

Cho vd. (2010) tarafindan yapilan arastirmada 22 iilkeden toplanan 150 susam
genotipi arasindaki genetik gesitlilik, filogenetik iliski ve popiilasyon yapist polimorfik
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mikrosatellit (SSR) markerleri ile belirlenmeye caligilmistir. Calismada PCR’lar ve
analizler sonrasi susam genotipleri arasinda toplam 121 allel oldugu tespit edilmistir.
Allel sayis1 lokus basina ortalama 7.6 allel olarak bulunurken en yiiksek 18 ve en diisiik
olarak 2 degerleri elde edilmistir. Polimorfizm bilgi igerigi degerleri ortalama olarak
0.42 olarak bulunmus ve 0.03 ile 0.79 arasinda degismistir. SSR'lerin ortaya koydugu
genis ¢esitlilik DNA dizeyinde yiiksek polimorfizm seviyesini yansitmistir. Model
tabanli yap1 analizi genetik mesafeye dayali kiimeleme sonuglariyla ti¢ grubun varligini
gostermistir.

Parsaeian vd. (2011) ele aldiklar1 ¢calismalarinda 18 susam genotipi arasindaki
genetik ¢esitliligi incelemislerdir. Morfolojik veriler kullanilarak yapilan kiime
analizinde genotipler bes ayr1 kiimeye ayrilmistir. Kiime i¢i mesafeler farkli gruplarin
farkli genotipleri arasinda daha yiiksek genetik degiskenlik oldugunu gostermistir.
Molekiiler analizler igin segilen 13 ISSR primerinde 170 bant bulunmus, bunlardan
130'u (%76.47) polimorfik olup bu veriler kullanilarak dendrogram olusturulmustur.

Kumar vd. (2011) Hindistan'in farkli cografi bolgelerini temsil eden ticari olarak
ekilmis 20 susam genotipi arasindaki genetik cesitliligi ve iligkileri belirlemek icin
fenotipik verileri, ISSR ve SSR markerlerini kullanmislardir. Morfolojik tanimlayicilar
kullanilarak karigik kiimelemeye sahip dar bir genetik farklilik (0.01-0.12) araligi
gozlemlemislerdir. Markerler ile yiritilen caligmada ISSR primerleri ile %57
polimorfizmi olan toplam 279 bant elde ediliken SSR primerleri ile %73 polimorfizm
elde edilmistir. Arastirmacilar yiikksek ayrim giiciine sahip olan ISSR primerlerinin
genotip-spesifik bantlar tirettigini ve bu ¢alismada kullanilan tiim susam genotiplerini
ayirt ettigini bildirmislerdir. Ayrica UPGMA dendrogram ve PCA analizi ile fenotipik
veriler arasinda zayif bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak SSR ve
ISSR markerlerinin genotip tanimlamasi ve susam genotipleri arasinda genetik
iliskilerin kurulmasi i¢in giiglii bir ara¢ oldugu bildirilmistir.

Surapaneni vd. (2014) ele aldiklar1 ¢alismada SSR markerleri kullanarak Hint
susam gesitlerinin ve ilgili yabani tiirlerin genetik karakterizasyonunu ele almiglardir.
SSR primerlerinin kullanildig1 ¢alismada 68 susam genotipi ve (¢ ilgili yabani turin
karakterizasyonu 170 allelin saptanmasiyla sonuglanmustir. Ayrica alellerin sayisi, lokus
basina ortalama 2.5 allel olarak bulunurken minimum-maksimum sayilar 2 ile 4
arasinda degismistir. UPGMA kiimeleme analizi tiim cesitleri 0.40 ile 0.91 arasinda
degisen genetik bir benzerlige sahip iki ana kiimede gruplandwrmistir. Arastirmacilar
orta ile yiiksek diizeyde bir genetik degiskenlik gdzlemlediklerini bildirmislerdir.
Caligmada kullanilan ti¢ yabani genotip ayri1 boliimler olusturmus ve gesitler ile yabani
tirler arasinda uzak genetik iliskiler gézlemlemislerdir. Yapilan arastirmada cografi
bolgelere gore genotiplerin farklilasmast gozlenmemistir. Molekiiler varyans analizi
(AMOVA), popilasyonlarda (%87.1) yiiksek bir varyasyon yiizdesinin oldugunu
gostermistir. Arastirmacilar bu ¢alismanin sonucunda elde edilen verilerin gen
haritalama ve gelecekteki 1slah programlarinda ebeveyn se¢iminde kullanilabilecegini
ifade etmiglerdir.

Wei vd. (2014) basit dizi tekrar1 (SSR) markerleri gelistirmek ve susam
germplazmmda genetik cesitliligi tespit etmek amaciyla genomik temelde yiiriitiilen
calismalarint rapor etmislerdir. Arastirmacilar genom taramasit sonrasi Susam
genomundan 23438 SSR tanimlamislardir. Ayrica en sik tekrarlanan motifleri %84.24
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siklikta diniikleotid, ardindan %13.53 trinukleotit, %1.65 tetranikleotit, %0.3
pentanukleotit ve % 0.28 heksanikleotit motifleri olarak bildirmislerdir. Calismada 218
polimorfik SSR 12 ulkeden 31 susam genotipini taramak taramak igin kullanilmistir.
PCoA ve filogenetik analizleri sonucunda tim susam genotiplerinin iki gruba
ayrilabilecegini gozlemlemislerdir. Arastrmanm sonucunda bu yeni SSR markerlerin
genetik baglanti haritas1 yapimi, genetik cesitlilik tespiti ve marker destekli susam 1slah1
icin kullanigh bir ara¢ oldugunu bildirmislerdir.

Singh vd. (2015) Hindistan’in farkli bdlgelerinden toplanmis ticari olarak
yetistirilen 44 susam genotipi arasindaki genetik varyasyonu incelemek adina Ug¢ tip
molekiler marker (RAPD, ISSR ve SSR) kullanmiglardir. Bu ¢alismada hem RAPD
hem de ISSR markerlerinde yiksek dizeyde polimorfizm tespit edilmisti. RAPD
analizlerinde 279 banttan 120'si (%43.01), ISSR analizlerinde 183 banttan 164’0
(%89.61) polimorfik olarak belirlenirken 12 SSR primeri 41 farkli bant iiretmistir. Her
iki genetik benzerlik veri kiimesi arasinda zayif bir korelasyon (r=0.107) bulunmustur.
44 susam genotipinin tamamimim RAPD, ISSR ve SSR markerler ile ayirt edilebilecegi
calismada ortaya konmustur.

Pandey vd. (2015) tarafindan yapilan ylritllen ¢alismada 60 genotipin hem
kantitatif hem de kalitatif 6zelliklerini tanimlanmistir. Cesitleri farkli gruplara aymrmak
icin ¢ok degiskenli analizler yapilmis olup 36 mikrosatellit marker genetik ¢esitliligi
molekiiler seviyede belirleme amaciyla secilmistir. Baslangigta 36 mikrosatellit marker
secilmis olmasmna ragmen genotipler arasinda sadece 8 marker polimorfik olarak
belirlenmistir. 60 genotip i¢inde lokus basina ortalama 3.37 allel olup toplamda 27 allel
tespit edilmistir. Allellerin sayis1 2 ila 6 allel arasinda kaydedilmistir. Arastirmacilar
mikrosatellit isaretleyicilerinden elde edilen verilerden Jaccard yontemini kullanarak
cesitler arasindaki farklilik katsayilarin1 hesaplamiglardir. Susam genotiplerinin
morfolojik ve molekiler markere dayali kiime analizi ile iki ana grupta
smiflandirmiglardir. Mantel testi ile fenotipik ve molekiiler marker bilgisi arasmda
6nemsiz bir korelasyon oldugu ayrica bildirilmistir.

Dossa vd. (2016) ecle aldiklar1 calismada cografi bolgelerle ilgili genetik
cesitliligi belirlemek icin Afrika ve Asya'da alt1 cografi bolgeye dagilmis 22 iilkeden
toplanan 96 susam aksesyonunu 33 polimorfik SSR markeri kullanarak
genotiplemislerdir. Asya'dan getirilen genotiplerin, Afrika'dan getirilen genotiplerden
daha fazla gesitlilik gosterdigi goriilmiistiir. GUney Asya, Dogu Asya ve Bat1 Afrika'dan
toplanan genotipler oldukga fazla gesitlilik gosterirken, Bat1 Asya, Kuzey Afrika ve
Giineydogu Afrika'dan gelenlerin ise en disiik c¢esitlilige sahip oldugu sonucuna
varilmistir. Molekler varyans analizi yapildiktan sonra genetik varyansm % 44'linden
fazlasinin cografi bolgeler arasindaki cesitlilikten kaynaklandigi goriilmistiir.
Filogenetik, PCA ve yap1 analizleri ile Asya'da ii¢, Afrika'da iki olmak iizere bes alt
populasyon tanimlanmistir. Cogu genotipin cografi kokenlerine gore ayni popiilasyonda
toplandig1 goriilmiistiir.

Dar vd. (2017)‘de Hindistan’in farkli bolgelerinden toplanmis 47 farkli susam
genotipini genetik varyasyonu incelemek adma 22 RAPD ve 18 SSR marker ile
testlemislerdir. Bu ¢alismada RAPD primerleri 191'i polimorfik olan toplam 256 bant,
SSR primerleri ise hepsi polimorfik olan 64 DNA bant vermistir. RAPD'lere (0.186)
kiyasla SSR'ler (0.194) icin maksimum polimorfik bilgi icerigi rapor edilmistir. RAPD
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markerlerde (1.426), SSR markerlere (0.621) gore daha ylksek marker indeksi
gozlemlenmistir. Benzer sekilde, RAPD (4.012) markerlerin SSR'lerden (0.884) daha
fazla ¢bzme giicine sahip oldugu bulunmustur. RAPD primer RPI-B11 ve SSR primer
S16 'min incelenen gesitler arasindaki genetik degiskenligi aciklamada en bilgilendirici
markerler oldugu bildirilmistir. Calismada ayrica molekiler seviyede tohum kabugu
rengi bir grup marker amplikonun varligi ve yoklugu ile ayirt edilmistir. Beyaz ve
kahverengi renkli tohumlar birbirine yakin kiimelenmis siyah tohumlar kiimeden uzak
kalmustir.

Igbal vd. (2018) galisgmalarinda NCBI veritabanindan elde ettikleri dizi verilerini
kullanarak gelistirdikleri markerleri diinyanin farkli eko-cografi bolgelerine ait 70
genotip arasindaki genetik cesitliligi belirleyebilmek amaciyla degerlendirmislerdir.
Yeni gelistirilen markerlerden 351 (% 15) genotiplerde polimorfizm gostermis ve
toplamda 151 allel elde edilmistir. Aragtirmacilar polimorfik bilgi igeriginin (PIC) 0.36
ile 0.82 arasinda degismekte olup ortalamanin 0.61 oldugunu bildirmislerdir. NJ analizi
5 ana grubu ortaya ¢ikarmis ve kiimelenmenin cografi kokenden bagimsiz oldugunu
goriilmiistir. UPGMA kullanilarak morfolojik 6zellikler bakimindan 70 genotip dort
ayrt kiimeye ayrilmis ve kiimeleme paterni molekiler markelere gore farklilik
gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Genetik materyal

Tez kapsaminda kullanilmis olan genetik veriler Yol ve Uzun (2012) tarafindan
gelistirilen Akdeniz Susam Kor Koleksiyonunda yer alan 95 genotipin dizilemesi
(Basak vd. 2019) ile elde edilmistir. 4 farkli kitadan koken alan genotipler Cizelge
3.1’de verilmistir. En fazla genetik materyal ile temsil edilen ilke 16 genotip ile
Tiirkiye olurken iran ve ABD kokenli sirasiyla 11 ve 10 genotip koleksiyonda yer
almaktadir.

Cizelge 3.1. Calismasi kapsaminda dizilemede kullanilan genotipler ve orijinleri

Genotip | Orijin Genotip | Orijin Genotip | Orijin Genotip | Orijin
ACS8 Afganistan | ACS76 fran ACS187 | Rusya ACS356 | Veneziella
ACS10 Afganistan | ACS80 fran ACS189 | Rusya ACS358 | Veneziella
ACS12 Afganistan | ACS81 fran ACS191 | Rusya ACS359 | Veneziella
ACS15 Afganistan | ACS86 fran ACS193 | G.Amerika | Ozberk Turkiye
ACS18 Afganistan | ACS87 fran ACS194 | G.Amerika | Muganli | Tirkiye
ACS19 Afganistan | ACS88 | iran ACS195 | Sri Lanka

ACS20 Angola ACS91 Irak ACS197 | Suriye

ACS21 Angola ACS108 | Israil ACS204 | Turkiye

ACS22 Arjantin ACS109 | Israil ACS215 | Turkiye

ACS24 Cin ACS122 | Japonya ACS216 | Turkiye

ACS26 Cin ACS134 | G.Kore ACS218 | Turkiye

ACS28 Cin ACS137 | G.Kore ACS220 | Turkiye

ACS29 Cin ACS139 | G. Kore ACS234 | Turkiye

ACS32 Cin ACS141 | G. Kore ACS241 | Turkiye

ACS34 Cin ACS145 | Myanmar | ACS242 | Tirkiye

ACS36 Cin ACS152 | Pakistan ACS246 | Turkiye

ACS38 Cin ACS153 | Pakistan ACS253 | Turkiye

ACS40 Cin ACS155 | Pakistan ACS278 | Turkiye

ACS43 Misir ACS157 | Pakistan ACS285 | Turkiye

ACS46 Misir ACS158 | Pakistan ACS304 | Turkiye

ACS49 Yunanistan | ACS159 | Pakistan ACS325 | ABD

ACS51 Yunanistan | ACS163 | Pakistan ACS326 | ABD

ACS60 Hindistan ACS164 | Pakistan ACS329 | ABD

ACS65 Hindistan ACS168 | Pakistan ACS330 | ABD

ACS68 Hindistan ACS174 | Rusya ACS331 | ABD

ACS70 fran ACS179 | Rusya ACS335 | ABD

ACS71 fran ACS181 | Rusya ACS337 | ABD

ACST72 fran ACS182 | Rusya ACS344 | ABD

ACS73 Iran ACS183 | Rusya ACS348 | ABD

ACS74 Iran ACS186 | Rusya ACS353 | ABD

11
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3.2.Metot
3.2.1. Yeni nesil dizileme

Tez calismasinda InDel bolgelerinin belirlenmesinde 95 susam genotipinin
dizilenmesinden elde edilen veriler kullanilmistir. Verilerin hazirlanmasi temel olarak
genotiplerin ¢imlendirilmesi ve takiben DNA izolasyonu (Doyle ve Doyle 1990) ile
baglamakta ve her bir DNA igin dizilemeye uygun kutlphanelerinin olusturulmasi ile
devam etmektedir. Kiitiiphane hazirlik asamasinda Peterson vd. (2012) tarafindan
onerilen double-digest RAD-Seq metodu kullanilmistir. Burada genom reduksiyonu igin
Vspl ve Mspl restriksiyon enzimleri tercih edilmis ve ardindan 400-500 bp
uzunlugundaki okumalar dizilemeye gonderilmistir. Dizileme Illumina platformunda
¢ift yonlu 150 bp olarak yapilmis ve toplamda 349.86 milyon baz ham okuma elde
edilmistir. Yeni nesil dizileme verileri FBA-2018-3018 nolu projeden elde edilmis olup
her bir genotipe ait yeni nesil dizileme verileri NCBI gen bankasinda PRINAS560319
nolu aksesyon numarasi ile raporlanmistir.

3.2.2. InDel bolgelerinin belirlenmesi

Her bir genotipe ait yeni nesil dizileme verilerinin analizler 6ncesi barkod ve
adaptorlerinden temizlenmesi gerekmektedir. Sikistirilmis dosya i¢inde bulunan her bir
genotipe ait barkodlanmis veriler Je (Girardot vd. 2016) programi kullanilarak disari
¢ikarilmistir. Daha sonra her bir fastq dosyasindaki adaptorler fastp (Chen vd. 2018)
programi ile temizlenmistir. Cift yonli okumalar daha sonra referens genom
“Zhongzhil3 V2.0” (Wang vd. 2016) ile eslestirilmis ve ardindan olusturulan freebayes
programi ile her bir genotipe ait varyantlar belirlenmistir. VCFilter (Galaxy Version
1.0.0) programi kullanilarak SNP verileri varyant dosyasindan elemine edilmis ve
icerisinde sadece insersiyon (ekleme) ve delesyon (silme) bolgelerinin oldugu varyant
dosyasi1 olusturulmustur. Bu islemin ardindan excel dosyasinda bp olarak biiyiiklikleri
bakimindan insersiyon ve delesyon bolgeleri smiflandirilmistir.

3.2.3. Primer dizaym

Filtrelenmis varyant dosyasi referans genom ile eslenme sonucu olusan her bir
genotipe ait bam dosyalar1 ile birlikte Integrated Genome Browser (Nowlan vd. 2016)
programinda ele almmistir. Boylece InDel bolgeleri hem valide edilmis hem de primer
dizayn1 igin referans genomda ug diziler goriintiilenmistir. Burada 8 ve tiizeri bp
biiylikligiindeki bazi InDel bdlgeleri primer dizaynmi i¢in se¢ilmistir. BOylece agaroz
jelde ayirt edilebilir markerler secilmistir. Primer dizaynt Primer 3
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programi
kullanilarak dizayn edilmistir.

3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (pcr, polymerase chain reaction) analizleri

Bu tez ¢alismasinda gelistirmis oldugumuz markerler kullanilarak istenen gen
bolgelerinde amplifikasyonu saglamak amaciyla PCR analizleri yapilmistir. Markerlerin
dogrulanmas1 amaciyla dncelikle her bir primer koleksiyon icerisinden rastgele secilmis
bulk DNA’lar ile test edilmistir. Tez kapsaminda uygulanmis olan PCR teknigi
(protokollii) caligmada optimize edilerek en iyi sonucu veren soliisyon miktar ve

12
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oranlar1 belirlenmistir. PCR uygulamalar1 icin MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler
marka cihaz kullanilmigtir. Kullanilan PCR programi Cizelge 3.2°de ve PCR bilesenleri
Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Tez kapsaminda markerlerin testlenmesinde kullanilan PCR programi

PCR programi

95°C 2 dakika 30 saniye

95°C 45 saniye

50°C 20 saniye

60°C 50 saniye

-
92°C | 20 saniye 4 dongu

50°C 20 saniye

60°C 50 saniye
> 30 dongu

60°C 5 dakika

Cizelge 3.3. Tez kapsaminda markerlerin testlenmesinde kullanilan PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar (1X)
Dna ( 20 ng/ul) 1l

Taq buffer (10X) 1l

MgCl, (25 mM) 1l

dNTP (10 mM) 0,3 pl

Primer (10 puM) 0,3ul

Taq polimeraz (5 u/ul) | 0.2 pl
ddH,0 16 pl

Yukaridaki ¢izelgelerde belirtildigi gibi dongiiler tamamlanmis ve PCR analizleri
yapilmigtir. PCR’dan sonra PCR f{iriinleri elektroforez islemine kadar -20°C’de
muhafaza edilmistir.

13
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3.2.5. Elektrolit ¢ozeltisi

Elektroforezde tampon ¢ozeltisi olarak Tris/Borate/EDTA (TBE) kullanilmstir.
Bu ¢ozelti pH 8.3 olacak sekilde 10x yogunlugunda hazirlanmis ve 1 It suda
¢ozdiirilmiistiir. Bu stok ¢ozeltiden alinan 100 ml saf su ile 1 It’ye tamamlanmis olup
elektroforez icin 1x’lik TBE tamponu hazirlanmistir. Bu ¢dzeltinin hazirlanmasinda
kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 asagidaki gibidir;

- 54 g Tris base

- 27.5 g borik asit

-40 ml EDTA (0.5 M, pH: 8.3)
3.2.6. Jelin hazirlanmasi

PCR’da clde edilen Grlnlerin birbirinden ayirt edilebilmesi ve goérsel olarak
incelenebilmesi icin agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. %2’lik olarak hazirlanan
agaroz jel, TBE tampon c¢0zeltisi ile bir erlen mayerde homojen bir karisim olmasi
amaciyla ara sira karistirilarak mikrodalgada ¢ozdiirtilmiistiir. Bu islem sirasinda
agarozun yanmamasi i¢in jelin kaynamasina izin verilmeden seffaf bir goriiniime
ulagincaya kadar (2-3 dk) sitilmis ve sogutulan 100 ml jel i¢ine bantlarin UV 151k
altinda goriilebilmesini saglayan 5.0 pl Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenmis ve jel
kalibina hava kabarciklarinin olusmamasina 6zen gostererek dokiilmiistiir. Jel kalibina
DNA  orneklerinin  yiklenebilmesi icin  taraklar yerlestirilerek  kuyucuklar
olusturulmustur. Jel tamamen donduktan sonra taraklar yavasga ¢ikarilip elektroforez
tankmin i¢ine alinmig ve Uzerine jelin iist kismini kapatacak kadar elektrolit ¢ozeltisi
(1x TBE) dokiilmiistiir.

3.2.7. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

Segilmis olan markerlerin validasyonu adina her bir primer i¢in PCR sonucu elde
edilen Urtnlerden 10 ul alinmis ve 3 pl yiikkleme boyasi eklenerek (bromophenylblue)
toplamda 13 ul’lik PCR iiriin+yiikleme boyasi karisimi %2'lik agaroz jele yiikklenmistir.
Yaklasik 40 dakika boyunca 70 voltta Grunler kosturulmustur. Elde edilen bantlarin
blyukliklerini saptamak icin ladder olarak Bioron 50 bp ve Bioron 100 bp
kullanilmistir.  Olusan  bantlar UV 151k altinda DNR-Minilumi cihaziyla
goriintiilenmistir.

3.2.8. Fragment analyzer™ ile PCR sonrasi analizlerin yapilmasi

32 genotipten olusan susam koleksiyonu se¢ilmis olan 16 marker ile analiz
edilerek markerlerin genetik ¢esitlilik bakimmdan performanslarmin belirlenmesi
amaglanmistir. Yapilan PCR’lar sonrasi her bir marker i¢in elde edilen PCR f{iriinleri
agaroz jelde kontrol edildikten sonra Fragment Analyzer™ cihazmna yiiklenmis ve
skorlama iglemi yapilmistir. Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies
GmbH, Heidelberg, Germany) Advanced Analytical firmasi tarafindan gelistirilmis olan
otomatik kapiller elektroforez sistemidir. Cihaz sayesinde PCR drlnleri yuksek
hassasiyet ~ve c¢Ozlniirlikte sanal jel ortammda ve  kromatogramlarla
degerlendirilebilmektedir. Fragment Analyzer™ cihazinda yapilacak analizler igin 3 pl
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PCR iiriinii kullanilmistir. Ornekler cihaza 96°lik PCR plakalarinda yerlestirilmistir.
Cihazda ise analizlerin yapilabilmesi icin DNF-900-K0500 kodlu kit icerisinde yer alan
ve yetkili firma tarafindan Uretilen kimyasallar kullanilmistir. Analiz sonrasi ortaya
cikan sonuglar iiretici firma tarafindan gelistirilen PROSize 2.0 (Version 1.2.1.1)
(Advanced Analytical Technologies, AMES, IA, USA) yazilimi ile goriintiilenmis ve
degerlendirilmistir.

Fragment Analyzer™ cihazinda analiz ncesi bazi hazirliklar yapilmaktadir. Bu hazirlik
stirecinde DNF-900-K0500 kit icerisinde yer alan kimyasallar ve PCR 6rnekleri cihazda
kendilerine ayrilan bolgelere yerlestirilmektedir. Yapilan bu hazirlik islemleri ise
asagida siralanmstir.

1. Cihaz ¢alistig1 siire boyunca kapiller sistem iizerinde tampon gorevi gorecek olan
Inlet Buffer (930 dsDNA Inlet Buffer) 1X olarak hazirlanmis (kod: DNF-355-0125) ve
Fisherbrand® marka 96’lik plakaya her kuyucuga 1000 ul olacak sekilde konulmustur.
Ardmdan plaka cihazda kendine ait olan en {ist bolmeye yerlestirilmistir.

2. Analiz o6ncesi ikinci bdlmede bulunan analiz atiklarinin biriktirildigi kutu
temizlenmistir.

3. Cihazmn igiincii bélmesine S-SMK900-0003 kodlu 35-500 bp marker plakaya
konulmustur. Tiim analizlerde bu marker kullanilmastir.

4. Cihazin 6n bolgesinde en son yapilan islem ise PCR runlerinin eklenmesidir. -20
°C’de 96’lik plakalarda yer alan PCR dirtinlerine 25 ul dilution buffer (kod: DNF-495-
0060) eklenmis ve santriflij yapildiktan sonra dordiincii bolmeye yerlestirilmistir.

5. Cihazm yan bolmesinde yer alan ve baglant1 bolgesinde “COND” yazan biiyiik tiipe
200 ml 1X Capillary Conditioning Solution (kod: DNF-475-0050) eklenmistir.

6. Hacmi 50 ml olan kicuk tupe ise igerisinde 5 ul Intercalating Dye (kod: DNF-600-
U030) bulunan 50 ml jel (kod: DNF-800-0240) konulmustur. Bu jel sanal ortamda jel
gOriintiisiiniin olugsmasina imkan vermektedir.

7. Bu islemlerin ardindan analizin baslatilabilmesi i¢in bilgisayarda bulunan yazilim
acilmustir.

Cihazin analize hazirlanmasinin hemen ardindan cihaz ile bilgisayar arasinda
baglantiy1 saglayan Fragment Analyzer (Active)™ yazilimi a¢ilmistir. Cihazda analizin
baslatilabilmesi i¢in cihazda yer alan kimyasallarin seviyeleri girilmistir. TUm tez
asamasinda soliisyon degerlerimiz sabit tutulmus, Gel 2 yazan kutucuga 50 ml, Condition
solution kutucuguna ise 200 ml’lik degerler girilmistir. Bu degerlerin ise cihaza konulan
degerlerle ayni olmasi gerekmektedir. Waste yazan kutucuga ise atik sisesi bosaltildiktan
sonra 0 yazilmistir. Tiim bu islemler ile yazilima analiz bilgileri girilmistir. Son safhada ise
alt kisimda bulunan ok isareti tiklanmis ve Fragment Analyzer™ cihazi ile PCR
rtinlerimizin analiz siireci baslatilmitir.
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3.2.9. Molekiiler analizler

InDel primerlerinden elde edilen lokuslarin her birinde gozlenen allel
blytklikleri manuel olarak ko-dominant sekilde skorlanmistir. Elde edilen ko-dominant
veri seti GenAlEx 6.2 (Peakall ve Smouse 2006) yazilim programi kullanilarak allel
sayist (Na), etkili allel sayis1 (Ne), goézlenen heterozigotluk (Ho), beklenen
heterozigotluk (He), polimorfik lokus orani (PPL) ve polimorfik bilgi igerigi (PIC)
degerleri hesaplanmistir.

Allel frekanslari; Genetik gesitliligin ifade edilmesindeki temel basamak allel
frekanslarmim hesaplanmasidir. Calisilan lokuslarda allelik varyasyonun bulunmasi
genetik cesitliligin gostergesidir.

Gozlenen allel sayis1 (Na); Gozlenen allel sayisi ne kadar yiliksek ise
populasyondaki genetik varyasyon da o kadar yiksektir.

Etkili allel sayist (Ne); Etkili allel sayisi, bir lokusta tespit edilen allellerin ne
kadarinin o lokustaki genetik varyasyona katki sagladigini gdsteren bir parametredir.
Kimura ve Crow (1964) tarafindan gelistirilen bu istatistik allel frekanslar1 iizerinden
tahmin edilmektedir.

Gozlenen heterozigotluk (Ho); Populasyonlarda genetik varyasyonun
olciilmesinde heterozigotluk kullamshh bir 6lcidir. Uzerinde durulan lokuslar
bakimindan heterozigot genotiplerin toplam genotiplere oran1 gdzlenen heterozigotluk
degerini verir.

Beklenen heterozigotluk (He); Beklenen heterozigotluk oraninin tahmininde,
Nei’'nin (1987) yansiz (unbiased) heterozigotluk degeri, gen frekanslar1 kullanilarak
tahmin edilmistir. Birden fazla lokus olmasi durumunda ise beklenen ve goézlenen
heterozigotluk degerlerinin ortalamasi alinir.

Polimorfizm bilgi igerigi (PIC); Polimorfizm bilgi icerigi populasyondaki
toplam allel sayisindan ve allel frekanslarindan hesaplanan bir degerdir. Bir genetik
markerin ne kadar polimorfik oldugu ve calisilan lokustaki varyasyonun ne dlglide
oldugu hakkinda bilgi verir.

Calisilan populasyonlarda genetik varyasyonu gormek ig¢in ¢ok degiskenli
istatistik analizlerinden Temel Koordinat Analizi (PCoA) allel frekans verileri temel
alinarak GenAlEx 6.2 (Peakall and Smouse 2006) paket programindan yararlanilarak
hesaplanmustir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Indel Markerlerin Gelistirilmesi ve Testlenmesi

95 susam genotipinin yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak genom
seviyesinde dizilemesi sonrasi her bir genotipe ait okumalar Oncelikle barkod ve
adaptorlerinden temizlenmis, referans genom ile esleme islemi yapilmig ve daha sonra
tiim varyantlar belirlenmistir. Icinde SNP, insersiyon ve delesyon bdlgelerini igeren bu
varyant dosyalar1 once birlestirilmis ardindan sadece insersiyon ve delesyon bdlgeleri
filtrelenmistir. Yapilan ¢alismada referans genoma kiyasla 2 ve {lizeri bp biiyiikliigiinde
785 InDel boélgesi bulunurken, bunun 438 tanesini delesyon bdlgesi 347 tanesini ise
insersiyon bolgesi olusturmustur (Cizelge 4.1). En fazla InDel kromozom 3’de
gozlenirken en az ise kromozom 13’de yer almaktadir. Ayrica en yiiksek delesyon ve
insersiyonda kromozom 13°de gozlenmistir. Referans olarak kullandigimiz referans
genom “Zhongzhil3 V2.0” (Wang vd. 2016)’da kromozom 3 biiyiikliik bakimindan
ticlincli sirada yer alirken kromozom 13 ise sondan {iclincli sirada yer almaktadir.
Dolayisiyla elde edilen sonuglar kromozom biiyiikligii ile elde edilen InDel sayisi
arasinda pozitif bir iliski olabilecegini gostermektedir.

Cizelge 4.1. Genomda 2 bp ve uzeri InDellerin dagilimi

Kromozom | ToplamInDel | Delesyon | Insersiyon
sayisi sayisi sayisl

Chrl 75 a1 34
Chr2 54 32 29
Chr3 106 61 45
Chr4 52 29 23
Chr5 40 23 17
Chré 63 32 31
Chr7 54 30 o
Chr8 81 51 30
Chr9 72 40 30
Chr10 52 27 25
Chrll 39 20 19
Chr12 61 31 30
Chr13 36 21 15
Toplam 785 438 347

Wu vd (2014) RAD metodu ile olusturulmus iki farkli susam genomu zerinde
ele aldiklar1 galigmada 79 InDel elde ederken 36 InDelin iki genotip arasinda polimorfik
oldugunu ifade etmislerdir. Ele aldigimiz ¢alismamizda ise 8 bp tizeri 86 InDel bdlgesi
belirlenmis olup toplam say1 ise 2 bp lizeri i¢in 785 olarak hesaplanmistir. Dizileme
adma kiitiiphane olusturmada tez ¢alismamizda bu arastirmadan farkli olarak double-
digest RAD-Seq metodu kullamlmustir. iki enzim ile daha fazla bdlgenin elde edilmis
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olmasi aradaki bu InDel farkinin bir sebebi olarak goriilebilir. Ayrica yiiriittiglimiiz
calismada 95 farkli genotipin ele alinmasi bu farkin olugsmasinda diger bir farklilik
olarak degerlendirilebilir. Diger yandan arastrmacilar 55 bp biyiikligiinde InDel
bolgesi yakalamakla birlikte ¢alismamizda en buyik InDel uzunlugu 14 bp olarak
kaydedilmistir. Susamda ele almman diger bir ¢alisjmada Wei vd (2016) iki susam
genotipinde tim genom dizilemesi (Whole genome resequencing-wgrs) yapmis ve
calismada yaklasik 203 bin adet InDel bolgesi elde etmislerdir. Ozellikle bu tez
caligmasinda kullanilan ddrad-seq metoduna kiyasla tiim genomun ele alinmasi
genomda ¢ok sayida yapisal degisikligin ortaya ¢ikarilmasina imkan saglamistir. Bu
durum tiim genom dizilemenin avantajin1 ortaya g¢ikarmaktadir. Ancak ddrad-seq ve
wgrs arasinda maliyet olarak oldukga biiyiik bir fark bulunmaktadir. Arastirmacilar en
fazla InDel'i LG5’de en az ise LG12'de elde etmistir. Ele aldigimiz ¢alismada ise en gok
ve en az InDel sirasiyla kromozom 3 ve 13’de elde edilmistir.

Gelistirilen markerlerin tiim diinyada kullanabilmesi bakimindan 0Onemli
kriterlerden biride agaroz jelde ayirt edilebilir olmasidir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
agaroz jelde aymt edilebilir olan 8 bp ve flizeri insersiyon/delesyon bdlgeleri
kullanilmistir. Toplam tez kapsaminda 785 InDel bolgesi elde edilmis olmasina ragmen
8 bp lzeri InDel sayisi 86 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). 53 delesyon ve 33
insersiyon bolgesi tanimlanirken en fazla delesyon kromozom 11°de en fazla insersiyon
ise kromozom 6'da gozlenmistir. Kromozom 10’da hi¢ delesyona rastlanmazken
kromozom 5’de insersiyon belirlenememistir. 8 bp ve iizeri biiylikliigline sahip
insersyon ve delesyonlar Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.2. 8 bp ve tizeri biiytikliigiine sahip InDel
sayilar1 ve genomdaki dagilimlari

Kromozom | Delesyon sayisi | Insersiyon sayisi
Chrl 5) 5
Chr2 4 1
Chr3 2 6
Chrd 3 2
Chr5 3 0
Chré 2 1
Chr7 3 2
Chr8 8 2
Chr9 4 5

Chr10 0 2
Chrll 9 1
Chr12 5 3
Chr13 5 3
Toplam 53 33

18



BULGULAR VE TARTISMA

S.UZUNOGLU

Cizelge 4.3. Genom boyunca belirlenmis 8 bp ve lizeri biiyiikliigiine sahip insersiyon
(ekleme) bolgeleri

Kromozom p'zolzzilsk;g:l InDel dizisi InDel tipi InDEI(l;TOl;nlugu
Chrl 1924302 AAAAAACAGA Insersiyon 10
Chrl 8602437 TAGTTGAGTAA Insersiyon 11
Chrl 10171409 CTTTTGTTTGC Insersiyon 11
Chrl 15365977 ATAACCCT Insersiyon 8
Chrl 15931209 AAGCATCTGC Insersiyon 10
Chr2 8434594 TCACTTGCTC Insersiyon 10
Chr3 3933997 AAAGATCAT Insersiyon 9
Chr3 5681885 ATAACTTT Insersiyon 8
Chr3 5758231 AATTGTCTG Insersiyon 9
Chr3 13078175 TGGATTGAT Insersiyon 9
Chr3 24847064 | CTATCTTGTCTG Insersiyon 12
Chr3 25255054 GTCAGGCG Insersiyon 8
Chr4 3501848 AACAGCAAG Insersiyon 9
Chr4 12047194 | TCATAACAATAA Insersiyon 12
Chr6 25170199 TTAGGATATA Insersiyon 10
Chr7 2567633 CGAGTTTAG Insersiyon 9
Chr7 11218635 CGCGCCATGG Insersiyon 10
Chr8 17465130 | GTAGGTAATGGC Insersiyon 12
Chr8 22375397 ATGCAGGTATT Insersiyon 11
Chr9 83648 TCCATTCTG Insersiyon 9
Chr9 2878824 TCCCAATTTCG Insersiyon 11
Chr9 4042652 | GATCCAGACCTGA Insersiyon 13
Chr9 7344455 AACCTAACTTA Insersiyon 11
Chr9 17977272 | ATCTGATTACGT Insersiyon 12

Chr10 1129764 ATTGTTTTACTA Insersiyon 12
Chr10 16879947 CAATTGACA Insersiyon 9
Chrll 12599287 | GTTATTACGTGT Insersiyon 12
Chr12 7851788 AAATCCATG Insersiyon 9
Chr12 12737569 AAATCTGT Insersiyon 8
Chr12 14130703 TCTGGGAC Insersiyon 8
Chrl3 14413322 TTATTTTCTC Insersiyon 10
Chrl3 14462216 TGACTAGA Insersiyon 8
Chrl3 14465088 CCTGCTTCT Insersiyon 9
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Cizelge 4.4. Genom boyunca belirlenmis 8 bp ve lizeri biiyiikliigiine sahip delesyon
(silinme) bolgeleri

Kromozom F'Z.'kSEI InDel dizisi InDel tipi InDel
pozisyon uzunluk (bp)
Chrl 12141886 ATACATAAATATAT | Delesyon 14
Chrl 10684379 GCGGTCATA Delesyon 9
Chrl 12499067 TCATATGG Delesyon 8
Chrl 18076193 TTCAACGCA Delesyon 9
Chrl 19878537 ATTTTTTATG Delesyon 10
Chr2 11956920 CACTTAAAT Delesyon 9
Chr2 16991276 ATCCACGTG Delesyon 9
Chr2 18254320 GAGTGAGGTTG Delesyon 11
Chr2 13530605 CTATTCTAGA Delesyon 10
Chr3 3159274 TTCTTCAGC Delesyon 9
Chr3 16817209 CCGGTTTTGG Delesyon 10
Chr4 805760 TTTTCGGCCC Delesyon 10
Chr4 10090797 CACGAAAGTGAA Delesyon 12
Chr4 16553051 GTCACCTTTACTG Delesyon 13
Chr5 4151098 GAAGATGCAT Delesyon 10
Chr5 12064933 TATATGTCCAAGAA | Delesyon 14
Chr5 15770216 AACCTGAA Delesyon 8
Chré 3765637 ACTTGAGT Delesyon 8
Chré 15493394 GTTCTTGGGTT Delesyon 11
Chr7 9663535 TACAGTGA Delesyon 8
Chr7 13849040 AGGAGGAAT Delesyon 9
Chr7 14376520 ATTCAGGGC Delesyon 9
Chr8 204960 AATTATTCTGA Delesyon 11
Chr8 2232178 GTATGATTAGG Delesyon 11
Chr8 12091726 CAATGGCTA Delesyon 9
Chr8 12863799 AATAACACATAA Delesyon 12
Chr8 17895254 ACCCAAACT Delesyon 9
Chr8 23088746 CGTATGTAAA Delesyon 10
Chr8 24437543 CAAAAGCTG Delesyon 9
Chr8 25510231 ATATTGCC Delesyon 8
Chr9 1286207 AGGCTTAAC Delesyon 9
Chr9 17162035 GATGGGTGAG Delesyon 10
Chr9 22192324 AATCCACAT Delesyon 9
Chr9 22693423 CCGATTCCGTCA Delesyon 12
Chrll 1650384 TGCATCCCA Delesyon 9
Chrll 2176613 GTGATAAGTG Delesyon 10
Chrll 8335212 CAGGTTCG Delesyon 8
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Cizelge 4.4. devami

Kromozom F'Z.'kSEI InDel dizisi InDel tipi InDel
pozisyon uzunluk (bp)
Chrll 9853924 AATCATACGATGAG | Delesyon 14
Chrll 11435807 GTGCAGAGTA Delesyon 10
Chrll 11733409 ACCACGATTCAGAC | Delesyon 14
Chrll 13066884 GACCCTGA Delesyon 8
Chrll 13584022 TTATCAAAT Delesyon 9
Chrll 13826811 TAAATTTCA Delesyon 9
Chrl2 7621962 TGCACTAAAT Delesyon 10
Chrl2 11308275 AAGAAATTT Delesyon 9
Chrl2 12221515 GCACGACT Delesyon 8
Chr12 12487265 AGACTAAC Delesyon 8
Chr12 12936814 AATAACTTAG Delesyon 10
Chr13 8231260 ACGTCTTGTAGG Delesyon 12
Chr13 10333430 AATTATTGATC Delesyon 11
Chr13 10529779 TAACAAGCAGTAA | Delesyon 13
Chr13 12075963 CACCATCAC Delesyon 9
Chrl13 13896532 TGTATCATAA Delesyon 10

8 bp Uzeri delesyon ve insersiyon bolgeleri incelendiginde en biyiik delesyon 14
baz uzunlugunda olup kromozom 11, 5 ve 1 goriintiilenmistir. En fazla delesyon ise
kromozom 8 ve kromozomda 11’de gozlenmistir. En blylk insersiyon ise 13 bp
uzunlugunda belirlenmis ve kromozom 13’de yer almistir. En fazla insersiyon ise
kromozom 3’de kaydedilmistir. Cok sayida marker olmasidan dolay1 tez kapsaminda 38
InDel marker (24 delesyon, 14 insersiyon) validasyon i¢in se¢ilmis ve segilen her bir
InDel bogesi i¢in primer dizayni oncesi referans genom uzerinde InDel bolgeleri IGB
Genome Browser programinda goriintiilenmistir. Daha sonra referans genomdaki dizi
dikkate alinarak her InDel bélgesi i¢in Primer 3 programinda primer dizayni yapilmistir.
Gelistirilen primerler, InDel bolgesi, InDel dizisi ve yaklasik iiriin biytikligi Cizelge
4.5’de verilmistir. Primerler daha sonra koleksiyon icerisinden rastgele secilen bulk
DNA’lar ile testlenmistir. U¢ bulk DNA kullanilarak yapilan PCR’lar sonras iiriinler
agaroz jelde gorilintiilenmistir (Sekil 4.1). Tiim primerler beklenen bdlgelerde bant
iiretilmesini saglamistir.

21



(44

BULGULAR VE TARTISMA

S.UZUNOGLU

Cizelge 4.5. Tez kapsaminda segilen 8 bp ve uzeri InDel bolgesine sahip InDel markerler

Fiziksel InDel Uriin
Marker adi | Kromozom pozisyi InDel dizisi InDel tipi uzunlugu Forward Primer Reverse Primer buyukliigi
(bp) (bp)
S-D-1-106 chrl 10684379 | GCGGTCATA delesyon (silme) 9 GATGAATTTAATTGAGTCCAACAA ATTTTTCTGACTTAGGTGTTTATGC 180
S-D-1-121 chrl 12141886 | ATACATAAATATAT delesyon (silme) 14 TTCCAGGTGGAGATCCTGAC GGAGCGGAATTCTGGACATA 202
S-D-1-124 chrl 12499067 | TCATATGG delesyon (silme) 8 TTGACGAATAATTTTTGTTTTCCA CCTGGTGGAAATGGAGTCAA 183
S-D-1-198 chrl 19878537 | ATTTTTTATG delesyon (silme) 10 TGTGCATCTTTGATACATATGAATTTT TCACACTGCGTTATTGATTTAATTT 182
S-D-2-135 chr2 13530605 | CTATTCTAGA delesyon (silme) 10 CAAATTCACATAACCAGCATTGA GTCCGGGACGTGAAATTGAT 244
S-D-4-805 chrd 805760 TTTTCGGCCC delesyon (silme) 10 AGGCAGACCAGGGTTTTACA GGTTTTAGCTCTAGAGGAAAGAAAACT 169
S-D-4-100 chrd 10090797 | CACGAAAGTGAA delesyon (silme) 12 GAGCAGCAGCACCCATTAAC GCAGTGGCTCAATTCTGGTT 231
S-D-4-165 chrd 16553051 | GTCACCTTTACTG delesyon (silme) 13 GGGGAAATGATGGAGGGTTA CAAGTTCAACGTCACCAATTT 249
S-D-5-157 chr5 15770216 | AACCTGAA delesyon (silme) 8 GCGAAACACAGCCTAAAAGG TGTTTGGAGCTTCCTCATTTG 155
S-D-6-154 chré 15493394 | GTTCTTGGGTT delesyon (silme) 11 GTGTGGCCGGAAATCAAT TGAAAGCAAACCTCAAGAGTG 234
S-D-7-138 chr7 13849040 | AGGAGGAAT delesyon (silme) 9 TTTTACCTGGGGATTTGAAGG CTAACGAGGTGGTGGGCAAT 150
S-D-7-143 chr7 14376520 | ATTCAGGGC delesyon (silme) 9 GGATTTAATCGGGGAAGCAT TCCGATGTTTTCCTTTCGAG 217
S-D-8-223 chr8 2232178 GTATGATTAGG delesyon (silme) 11 TCCTACGGTTGGATGTTGATG ACGGGTGCGCTAACAACC 150
S-D-8-120 chr8 12091726 | CAATGGCTA delesyon (silme) 9 CAGGCACCTCAAAGGAAGAG GGGAGGAGTCGTCTGTCGT 810
S-D-8-178 chr8 17895254 | ACCCAAACT delesyon (silme) 9 GTGTGCCCCTAGTTTCGAGT GTGAGCTGGCGGTGATTATT 198
S-D-8-230 chr8 23088746 | CGTATGTAAA delesyon (silme) 10 AATTGTATTCGAATCAGGTTTGG CAGCCATATAGTTGGGTGGA 150
S-D-8-244 chr8 24437543 | CAAAAGCTG delesyon (silme) 9 TGATTTTGGGATCTTGAACGA TTGCCTGCTTTATGTGATGC 153
S-D-8-255 chr8 25510231 | ATATTGCC delesyon (silme) 8 TCAAGCCTTAATCGGAGACC TTCTGCTCTCACGCGTATTC 431
S-D-9-128 chr9 1286207 AGGCTTAAC delesyon (silme) TGCATAGCAACATAAATGAGGAA CTCTTATGCATGGCCACCAC 103
S-D-9-171 chr9 17162035 | GATGGGTGAG delesyon (silme) 10 CGGAACTTCTCAGTGATAAAGAGC TCCACCTGTTCCATCCTCTC 353
S-D-12-113 chrl2 11308275 | AAGAAATTT delesyon (silme) 9 AATTAGCCGCCTTTTTGGTT TTGTTTTGAAATTGACGGTACG 374
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Cizelge 4.5. devami

Fiziksel 4 4 InDel _ _ Uriin
Marker ad1 | Kromozom pozisyonu InDel dizisi InDel tipi uz(ubnpl)uu Forward Primer Reverse Primer biiy(ili)l;l)iigii
S-D-12-124 chr12 12487265 | AGACTAAC delesyon (silme) 8 TGCATGCATCTAAACCTTGAA AATTTCGGCACATTTCAAAAA 162
S-D-13-823 chrl3 8231260 ACGTCTTGTAGG delesyon (silme) 12 GCTTCTTATTCACTTAAATGGTGCT | TCGTCACTTTTTCTAAGAGAGCTT 233
S-D-13-103 chrl3 10333430 | ATACATAAATATAT | delesyon (silme) 11 TCTCCGGACTGTCTGAAAGG TGTCTTTGATCCGTTGGTCA 626
S-1-1-101 chrl 10171409 |CTTTTGTTTGC insersiyon (ekleme) 11 GGGGAGGTAATTATTCCGTGA TATACACGTCCGCAAGAGCA 152
S-1-1-192 chrl 1924302 AAAAAACAGA insersiyon (ekleme) 10 TCTTCATCTGTCACCCCAAA CTGTTAAGCGCCACTGTTGA 173
S-1-3-248 chr3 24847064 | CTATCTTGTCTG insersiyon (ekleme) 12 TTTTCACCTGTTTCGAGACCT CTTTGAGCTGGAACGTGGAT 174
S-1-3-130 chr3 13078175 | TGGATTGAT insersiyon (ekleme) 9 TGGCATGGATGAAACTGTTC TTAATTAATACACCAATGGCCTGT 151
S-1-4-120 chrd 12047194 | TCATAACAATAA insersiyon (ekleme) 12 TTGTTGGAAGGACTAAAATTGAAA | GGGCAATGTGCACCTTTTA 304
S-1-6-251 chré 25170199 | TTAGGATATA insersiyon (ekleme) 10 ATTGCATTTGGGCTGGATTA CCCCCTCGAAACAACTAATG 228
S-1-7-112 chr7 11218635 | CGCGCCATGG insersiyon (ekleme) 10 GTCACCCTCAAGGAGATCCA AAACAGAAAGAAGAGAAAAACCCTTA 238
S-1-8-174 chr8 17465130 | GTAGGTAATGGC insersiyon (ekleme) 12 CTGCAAGCAACAAACCAAAA TCTTCAAGAGCTCATGGCTACA 167
S-1-9-179 chr9 17977272 | ATCTGATTACGT insersiyon (ekleme) 12 CATTCCCTTCAAAACCCACA TGCAACGCTTGCAAGAAAC 213
S-1-9-404 chr9 4042652 GATCCAGACCTGA | insersiyon (ekleme) 13 CAGCGGATTTGTGCTTGTTA GACTCTAACTTTACCCAATTCTTTAGG 161
S-1-9-836 chr9 83648 TCCATTCTG insersiyon (ekleme) ATGGGCCTGTACCGGTATACTA TTTTTGAGTGAATGACTATGATTACAT 223
S-1-10-168 chr10 16879947 | CAATTGACA insersiyon (ekleme) TCTATTCTGACATTGACCGGATT TCACAAAAACAACCAAAGTTGC 152
S-1-10-112 chr10 1129764 ATTGTTTTACTA insersiyon (ekleme) 12 TGATGGAGTAATTGAAAGTGTACG | CAAAAGCAGAGTTGACCGTATG 155
S-1-10-125 chrll 12599287 | GTTATTACGTGT insersiyon (ekleme) 12 GGCAAAGAAATGCAGAGGAG CACTTTCACCCACCCATCAT 210
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S-D-1-106 nolu marker* S-D-1-121 nolu marker* S-D-1-124 nolu marker*

S-D-1-198 nolu marker* S-D-2-135 nolu marker* S-D-4-805 nolu marker*

S-D-4-100 nolu marker* S-D-4-165 nolu marker* S-D-5-157 nolu marker*

S-D-6-154 nolu marker* S-D-7-138 nolu marker* S-D-7-143 nolu marker*

Sekil 4.1. Se¢ilmis markerlerin bulk DNA’lar kullanilarak testlenmesine ait jel
goruntuleri
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Sekil 4.1’in devami

S-D-8-223 nolu marker* S-D-8-120 nolu marker* S-D-8-178 nolu marker*

S-D-8-230 nolu marker* S-D-8-244 nolu marker* S-D-8-255 nolu marker*

S-D-9-128 nolu marker** S-D-9-171 nolu marker** S-D-12-113 nolu marker**

S-D-12-124 nolu marker* S-D-13-823 nolu marker* S-D-13-103 nolu marker*
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Sekil 4.1’in devami

S-1-1-101 nolu marker**

S-1-1-192 nolu marker**

S-1-3-130 nolu marker*

S-1-4-120 nolu marker*

S-1-6-251 nolu marker**

S-1-9-179 nolu marker**

S-1-7-112 nolu marker**

S-1-8-174 nolu marker**

S-1-9-404 nolu marker**

S-1-9-836 nolu marker**

S-1-10-168 nolu marker**
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Sekil 4.1’in devami

S-1-10-112 nolu marker** S-1-10-125 nolu marker**

*50 bp ladder, **100 bp ladder

4.2. InDel Markerlerin Kullanilarak Susam Germplasminda Genetik Cesitliligi
Belirlenmesi

Tez kapsaminda gelistirilen InDel markerlerdan se¢ilmis olan 16 marker (9 delesyon, 7
insersiyon) dort farkl kitadan orijin alan (Cizelge 3.1) ve 32 susam genotipinden olusan
koleksiyonda genetik gesitliligi belirlemek amaciyla kullanilmistir (Cizelge 4.6)

Cizelge 4.6. Genetik ¢esitliligi belirlenmesinde kullanilan InDel markerler ve susam
Genotipleri

InDel marker Susam genotipleri

S-D-1-106, S-D-1-121, S-D-4-165, S-D-
5-157, S-D-7-143, S-D-8-223, S-D-8-
178, S-D-9-128, S-D-12-124, S-1-1-192,
S-1-3-248, S-1-4-120, S-1-6-251, S-1-9-
179, S-1-10-168, S-1-10-112

ACS 12, ACS 15, ACS 19, ACS 26, ACS
36, ACS 40, ACS 68, ACS 73, ACS 86,
ACS 87, ACS 91, ACS 109, ACS 134,
ACS 137, ACS 141, ACS 153, ACS 194,
ACS 195, ACS 181, ACS 186, OZBERK,

ACS 197, ACS 220, ACS 285, ACS 51,
ACS 193, ACS 330, ACS 353, ACS356,
ACS358, ACS 20, ACS 46

Genetik cesitliligi belirlemek ayn1 zamanda markerlerin performanslarini
incelemek amaciyla ncelikle her bir InDel marker kullanilarak PCR’larin yapilmasi ve
ardindan jel goriintiilerinin skorlanmasi gerekmektedir. Yiiriitiilen bu tez ¢alismasinda
PCR fiiriinleri Fragment Analyzer cihazinda goriintiilenmistir. 2 bp’ye kadar farklilig:
ortaya koyabilme yetisine sahip bu cihazda 16 farkli markere ait PCR urunleri

goriintiilenmis ve ardindan bant biiyiikliiklerine gore skorlama islemi yapilmigtir (Sekil
4.2 -4.17)
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Yapilan skorlama isleminin ardindan elde edilen veriler GenAlex programina girilmis
ve markelere ait genetik parametreler hesaplanmustir.

Cizelge 4.7 Indel markerlere ait genetik parametreler

Marker/Lokus | Na* | Ne | Ho |He |uHe|F PI1C(%)
S-D-1-106 1.25|1.03 | 0.05| 0.00 | 0.02 | 0.03 | 1.00 | 6.05
S-D-1-121 1.75]1.55|0.45|0.00 | 0.31|0.36 | 1.00 | 32.26
S-D-4-165 1.75]1.55|0.45|0.00 | 0.31|0.36 | 1.00 | 32.26
S-D-5-157 2.00 | 1.90 | 0.66 | 0.03 | 0.47 | 0.56 | 0.95 | 37.47
S-D-7-143 2.00 | 1.89 | 0.66 | 0.03 | 0.47 | 0.54 | 0.94 | 35.30
S-D-8-223 2.00|1.83|0.64|0.15|0.45|0.52 | 0.61 | 36.55
S-D-8-178 2.00 | 1.65|0.54 | 0.07 | 0.37 | 0.44 | 0.64 | 29.87
S-D-9-128 1.75|1.58 | 0.47 | 0.05| 0.32 | 0.36 | 0.84 | 62.22
S-D-12-124 2.00|1.69|0.58|0.25|0.40 | 0.48 | 0.33 | 31.08
S-1-1-192 2.00(1.72|/0.59|0.10 | 0.41 | 0.48 | 0.66 | 35.76
S-1-3-248 1.75|1.70 | 0.51 | 0.01 | 0.36 | 0.42 | 0.96 | 37.47
S-1-4-120 1.25|1.12|0.13 | 0.01 | 0.08 | 0.08 | 0.82 | 19.48
S-1-6-251 2.00|1.84|0.63|0.10|0.44 | 0.51|0.67 | 37.47
S-1-9-179 1.75|1.44 | 0.40 | 0.09 | 0.26 | 0.31 | 0.51 | 24.98
S-1-10-168 2.001.73/0.60|0.12 |0.41|0.48|0.71 | 31.88
S-1-10-112 1.75|1.55|0.46 | 0.01 | 0.31| 0.34 | 0.96 | 33.03
Genel ortalama | 1.81 | 1.61 | 0.49 | 0.06 | 0.34 | 0.39 | 0.76 | 32.69

*Na, Gozlenen allel sayisi; Ne, Etkili allel sayisi; I, Shannon diversity indeksi; Ho,
Gozlenen heterozigotluk; He, beklenen heterozigotluk; uHe, Yansiz beklenen
heterozigotluk; F, Fiksasyon indeksi; PIC, Polimorfizm bilgi igerigi

Calisma sonucunda ortalama allel sayis1 1.81 olarak elde edilirken, ortalama
Shannon diversity indeksi 0.49 olarak belirlenmistir. En yiiksek indeks degeri 0.66 ile
marker S-D-5-157 ve S-D-7-143’de g6zlenmistir. Beklenen heterozigotluk degeri ise
ortalama 0.34 olarak elde edilmis ve en yliksek deger 0.47 ile yine ayni1 markerlerde
gbzlenmistir. Benzer ¢aligmalar incelendiginde Osorio vd. (2017) Lupinus Luteus L.
bitkisinde InDel markerleri kullanarak genetik cesitlilik hakkinda bircok parametre elde
etmislerdir. Arastirmacilar lokus basina ortalama 2.76 allel elde ederken, gdzlemlenen
heterozigotluk degerinin (Ho) 0.06 ile 0.048 arasinda degistigini, ortalamanin ise 0.247
oldugunu bildirmislerdir. Ele aldigimiz ¢calismada ise goézlenen heterozigotluk 0 ile 0.25
arasinda degisirken ortalama degerimiz bu ¢aligmaya kiyasla oldukca diisiik elde
edilmigtir. Benzer sekilde Dossa vd. (2016)’da SSR marker ile yaptig1 ¢aligmada
koleksiyonda gozlenen heterozigotluk degerini olduk¢a diisiik bulmustur. PIC degeri
icin en disiik %6.05 ile marker S-D-1-106’da gozlenirken en yiiksek deger ise %62.22
ile marker S-D-9-128’de gozlenmistir. Ortalama olarak elde edilen deger ise
%32.69’dur. Elde edilen bu diisiik deger ise InDel bolgelerinin yer aldigi lokuslarin
susam genomunda korunan bolgelerde olabilecegi ihtimalini arttrmaktadir (Chen vd.
2016).
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Popiilasyonlarin yapisini belirlemek amaciyla 32 susam genotipi i¢in temel
koordinat analizi (PCoA) yapilmistir. Bakildiginda cografi konumlar1 yakim kitalara ait
olan genotipler semanin benzer (birbirine yakin) bdlgelerinde kiimelenmistir (Sekil 4.1).
Ancak tilkeler ve kitalar arasinda net bir farklilik goriilmemistir. Koleksiyonun %27.66
PC1 tarafindan, %14.93°1 PC2 tarafindan agiklanmistir (Cizelge 4.8). Her kitay1 temsil
eden genotipler farkli renklere boyanmistir. Renk dagilimlari incelendiginde; kirmizi
renkler Asya, yesil renkler Avrupa, mavi renkler Amerika, siyah renkler ise Afrika
ulkelerinden koken alan genotipleri temsil etmektedir. Dossa vd. (2016) Afrika ve
Asya'da alt1 cografi bolgeye dagilmis 22 iilkeden koken alan toplam 96 susam
genotipini 33 polimorfik SSR marker ile genetik cesitlilik ve popiilasyon yapisini
belirlemek i¢in kullandiklar1 ¢caligmada elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak ¢ogu
genotipin cografi kokenlerine gére ayni popiilasyonda toplandigint belirtmislerdir. Cui
vd. (2017) 329’u Cin’in kuzey ve giiney bdlgelerinden, 37’s1 11 farkl: ilkeden toplanan
toplamda 366 susam genotipinde SNP markerleri ile genetik cesitlilik ve populasyon
yapisi belirlemek amaciyla yiiriittiikleri ¢alismada Cin’in kuzeyi ve giiney bdlgelerin ve
diger 11 iilke genotiplerinin cografi konumlarma gore kiimelendigi sonucuna
ulagtiklarmi belirtmislerdir. Sharma vd (2009) Hindistan'n farkli tarimsal ekolojik
bolgelerini temsil eden yirmi susam genotipinin genetik ¢esitliligini degerlendirmek icin
fenotipik ve molekiiler belirtegler (RAPD) arasinda bir karsilastrma yapmuslardir.
RAPD bazli dendrogramdaki genotipler kendi cografi gruplarma toplanmistir. Basak vd
(2019) tarafindan ele alinan ¢alismada ise SNP temelli yapilan koordinat analizinde
genotiplerin kdkenlerine gore net bir sekilde ayrilmadiklari ifade edilmistir. Susamin
ozellikle go¢ yoluyla taginmasi bolgeler arasinda keskin farkliliklarin olmasina engel
oldugu ayrica bu c¢alismada belirtilmistir. Laurentin ve Karlovksy (2007)’de AFLP
marker ile ele aldiklar1 ¢calismada benzer sonuglar ifade etmislerdir.

Principal Coordi (PCoA)
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5228813
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12
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Sekil 4. 2. Temel koordinat analizi (PCoA) sonucu genotiplerin birbirinden ayrilmasi
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Cizelge 4.8. PC koordinati yiizdesel degerleri

Koordinat Yiizdesel Deger
PC1 27.66
PC2 14.93
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5. SONUCLAR

Bu tez caligmasi ile 95 susam genotipinin yeni nesil dizileme teknolojileri
kullanilarak genom seviyesinde dizilemesi sonrast her bir genotipe ait okumalar
oncelikle barkod ve adaptdrlerinden temizlenmis, referans genom ile esleme islemi
yapilmis ve daha sonra tiim varyantlar belirlenmistir. Icinde SNP, insersiyon ve
delesyon bolgelerini bu varyant dosyalar1 dnce birlestirilmis ardindan sadece insersiyon
ve delesyon bolgeleri filtrelenmistir. Yapilan ¢alismada referans genoma kiyasla 2 ve
tizeri bp biyiikligiinde 785 InDel bolgesi bulunurken bunun 438 tanesini delesyon
bolgesi 347 tanesini ise insersiyon bolgesi olusturmustur. En fazla InDel kromozom
3’de gozlenirken en az ise kromozom 13°de yer almaktadir. Ayrica en yiiksek delesyon
ve insersiyonda kormozom 13’de gozlenmistir. Calismamizda en biiyiik InDel uzunlugu
14 bp olarak kaydedilmistir. Toplam tez kapsaminda 8 bp {iizeri InDel sayis1 ise 86
olarak bulunmusgtur. 53 delesyon ve 33 insersiyon bdlgesi tanimlanirken en fazla
delesyon kromozom 11 de en fazla insersiyon ise kromozom 6 da gozlenmistir. 38
InDel marker (24 delesyon, 14 insersiyon) validasyon i¢in secilmis ve segilen her bir
InDel bogesi i¢in primer dizayni 6ncesi referans genom Uzerinde InDel bdlgeleri IGB
Genome Browser programinda goriintillenmistir. Daha sonra referans genomdaki dizi
dikkate alinarak her InDel bolgesi i¢in Primer 3 programinda primer dizayni yapilmistir.
Tim markerler bulk DNA kullanilarak testlenmis ve beklenen bolgelerde bantlar
amplifiye olmustur. Segilen markerler ile genetik ¢esitlilik ¢aligmasi yliriitiilmiis ve 16
markerin 32 genotipin yer aldig1 ¢alismada ortalama allel sayis1 1.81, efektif allel sayis1
1.61, gbzlemlenen heterozigotluk 0.06, beklenen heterozigotluk 0.34 olarak elde
edilmistir. Ayrica popiilasyonlarin yapisini belirlemek amaciyla 32 susam genotipi igin
temel koordinat analizi (PCoA) yapilmustir. Koleksiyonun % 27.66’s1 PC1 tarafindan,
%14.93’1i PC2 tarafindan ag¢iklanmuistir.

39



KAYNAKLAR S.UZUNOGLU

6. KAYNAKLAR

Ali, G.M., Yasumoto, S. and Seki-Katsuta, M. 2007. Assessment of genetic diversity in
sesame (Sesamum indicum L.) detected by amplified fragment length
polymorphism (AFLP) markers. Electronic J. of Biotechnology, 10: 12-23.

Ashri, A. 2007. Sesame (Sesamum indicum L.). In: R.J. Singh (Editor). Genetics
Resources, Chromosome Engineering and Crop Improvement. VVol.4, Oilseed
Crops, CRC Press. Florida, pp. 231-289.

Atakisi, I.K. 1999. Yag Bitkileri Yetistirme ve Islahi. Trakya Universitesi Tekirdag
Ziraat Fakiiltesi Yayinlari: 148, Ders Kitabi, Tekirdag, 177 s.

Basak, M., Uzun, B. and Yol, E. 2019. Genetic diversity and population structure of the
Mediterranean sesame core collection with use of genome-wide SNPs developed
by double digest RAD-Seq. Plos One, 14(10): e0223757.

Baydar, H. 2005. Susamda (Sesamum indicum L.) verim, yag, oleik ve linoleik tipi
hatlarin tarimsal ve teknolojik dzellikleri. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakultesi
Dergisi, 18(2): 267-272.

Baydar, H., Turgut, I. and Turgut, K. 1999. Variation of certain characters and line
selection for yield, oil, oleic and linoleic acids in the Turkish sesame 67
(Sesamum indicum L.) populations. Turkish J. of Agriculture Forestry, 23: 431-
441.

Bedigian, D. 2004. History and lore of sesame in Southwest Asia. Economic Botany,
58: 329-353.

Bedigian, D. and Harlan, J.R. 1986. Evidence for cultivation of sesame in the ancient
world. Economic Botany 40: 137-154.

Bedigian, D., Seigler, D.S. and Harlan, J.R. 1985. Sesamin, sesamolin and the origin
of sesame. Biochemical Systematics Ecology, 13: 133-139.

Bedigian, D. 1981. Origin, diversity, exploration and collection of sesame. In:
Sesame: Status and Improvement. FAO Plant Production and Protection Paper
29. Food and Agriculture Organization of the United Nations, Rome, pp 164—
169

Bhat, K.V., Babrekar, P.P. and Lakhanpaul, S. 1999. Study of genetic diversity in
Indian and exotic sesame (Sesamum indicum L.) germplasm using random
amplified polymorphic DNA (RAPD) markers. Euphytica, 110: 21-33.

Brar, G.S. and Ahuja, K.L. 1979. Sesame, its culture, genetics, breeding and
biochemistry. Annual Review of Plant biology Sci, 1: 245-313.

Chen, H., Chen, X., Tian, J., Yang, Y., Liu, Z., Hao, X, vd. 2016. Development of gene-
based SSR markers in rice bean (Vigna umbellata L.) based on transcriptome
data. Plos One, 11(3): €0151040.doi:10.1371/journal.pone.0151040

Chen, S., Zhou, Y., Chen, Y. and Gu, J. 2018. fastp: an ultra-fast all-in-one FASTQ
preprocessor Bioinformatics, 34, pp. 884—-890.

40


javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;

KAYNAKLAR S.UZUNOGLU

Cho, Y., Park, J.H., Lee, C.W., Ra, W.H., Chung, J.W., Lee J.R., Ma, K.H., Lee, S.Y.,
Lee, K.S., Lee, M.C. and Park, Y.J. 2010. Evaluation of the genetic diversity
and population structure of sesame (Sesamum indicum L.) using microsatellite
markers. Genes & Genomics, 33: 187-195.

Costa, F.T., Neto, S.M., Bloch, J.R. and Franco, O.L. 2007. Susceptibility of human
pathogenic bacteria to antimicrobial peptides from sesame kernels. Current
Microbiology, 55: 162-166.

Cui, C., Mei, H., Liu, Y., Zhang, H. and Zheng Y. 2017. Genetic Diversity, Population
Structure, and Linkage Disequilibrium of an Association-Mapping Panel
Revealed by Genome-Wide SNP Markers in Sesame. Frontiers in Plant Science,
8, 1189.

Dar, A. A., Mudigunda, S., Pramod Kumar Mittal, P.K. and Arumugam, N. 2017.
Comparative assessment of genetic diversity in Sesamum indicum L. using
RAPD and SSR markers. Biotechnology, 7: 10

Dossa, K., Li, D., Wang, L., Zheng, X, Yu, J., Wei, X., et al. 2017. Dynamic
transcriptome landscape of sesame (Sesamum indicum L.) under progressive
drought and after rewatering. Genomics Data, 11: 122-124.

Dossa, K., Wei, X., Yanxin Zhang, Y., Fonceka, D., Yang, W., Diouf, D., Lia, B.,
Cissé, N. and Zhang, X. 2016. Analysis of Genetic Diversity and Population
Structure of Sesame Accessions from Africa and Asia as Major Centers of Its
Cultivation. Genes, 7:14. doi: 10.3390/genes7040014.

Doyle, J.J. and Doyle, J.L. 1990. A rapid total DNA preparation procedure for fresh
plant tissue. Focus, 12: 13-15.

FAO (Food and Agriculture Organization) 2018. FAOSTAT. [2020-03-02].
http://faostat.fao.ora/site/567/default.aspx

Filiz, E. and Kog, 1. 2011. Bitki Biyoteknolojisinde Molekiiler Markorler. GOU, Ziraat
Fakiltesi Dergisi, 28(2): 207-214.

Frank, J. 2005. Beyond vitamin E supplementation: An alternative. strategy to improve
vitamin E status. Journal of Plant Physiology, 162: 834-843.

Girardot, C., Scholtalbers, J., Sauer, S., Su, S.Y.and Furlong, E.E.M. 2016. Je, a
versatile suite to handle multiplexed NGS libraries with unique molecular
identifiers BMC Bioinformatics, 17: 4109.

Hernan, E. and Laurentin, T. 2007. Genetic diversity in sesame (Sesamum indicum L.):
molecular markers, metabolic profiles and effect of plant extracts on soil-borne
pathogenic fungi. Ph.D. Thesis, Georg-August-University, Gottingen, 107 p.

Hess, D.E. and Dodo, H. 2004. Potential for sesame to contribute to integrated control
of Striga hermonthica in the West African Sahel. Crop Protection, 23: 515-522.

Igbal, Z., Luo, D., Henry, P., Kazemifar, S., Rozario, T., Yan, Y. et al. 2018. Accurate
real time localization tracking in a clinical environment using Bluetooth Low
Energy and deep learning. Plos One, 13(10): e0205392.

41


https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-016-0578-4#auth-1
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-016-0578-4#auth-2
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-016-0578-4#auth-3
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-016-0578-4#auth-4
https://link.springer.com/journal/13205
http://faostat.fao.org/site/567/default.aspx
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12859-016-1284-2#auth-2
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12859-016-1284-2#auth-4
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12859-016-1284-2#auth-5
https://bmcbioinformatics.biomedcentral.com/

KAYNAKLAR S.UZUNOGLU

Jain, A., Roorkiwal, M., Kale, S., Garg, V., Yadala, R. and Varshney, R. 2019. InDel
markers: An extended marker resource for molecular breeding in chickpea. Plos
One, 14(3); €0213999.

Johnson, L.A., Suleiman, T. M. and Lusas, E.W. 1979. Sesame protein: a review and
prospectus. Journal of the American Oil Chemists’ Society, 56: 463-468.

Joshi, A.B., Narayanan, E.S. and Vasudeva., R.S. 1961. Sesamum. Book : Sesamum.
pp.109 pp.

Joshi, S.P., Gupta V.S, Aggarwal R.K,.Ranjekar P.K. and Brar D.S, 2000. Genetic
diversity and phylogenetic relationship as revealed by inter simple sequence
repeat (ISSR) polymorphism in the genus Oryza. Theoretical and Applied
Genetics, 100: 1311-1320.

Kapadia, G.J., Azuine, M.A., Tokuda, H., Takasaki, M., Mukainaka, T., Konoshima, T.
and Nishino, H. 2002. Chemopreventive effect of resveratrol, sesamol, sesame
oil and sunflower oil in the epstein—barr virus early antigen activation assay and
the mouse skin two-stage carcinogenesis. Pharmacological Research, 45: 500-
505.

Kaur, 1.P. and Saini, A. 2000. Sesamol exhibits antimutagenic activity against oxygen
species mediated mutagenicity. Mutation Research, 470: 71-76.

Kimura, M. and Crow, J. F. 1964 . The Number of Alleles That Can Be Maintained in
a Finite Population. Genetics, 49(4): 725-738.

Kumar, V. and Sharma, S. N. 2011. Comparative potential of phenotypic, ISSR and
SSR markers for characterization of sesame (Sesamum indicum L.) varieties
from India. Journal of Crop Science and Biotechnology, 14: 163-171

Laurentin, H. and Karlovsky P. 2006. Genetic relationship and diversity in a sesame
(Sesamum indicum L.) germplasm collection using amplified fragment length
polymorphism (AFLP). BMC Genetics, 7: 10.

Laurentin, H. and Karlovsky, P. 2007. AFLP fingerprinting of sesame (Sesamum
indicum L.) cultivars: identification, genetic relationship and comparison of
AFLP informativeness parameters. Genetic Resources and Crop Evolution, 54:
1437-1446.

Liu, J. R, Zheng, Y.Z. and Xu, R.Q. 1992. Analysis of nutrient quality of seed and
screening for prominant germplasms in sesame. Oil Crops of China, 1: 24-26.

Lovett, J.K., Coull, AJ. and Rothwell, P.M. 2004. Early risk of recurrence by subtype
of ischemic stroke in population-based incidence studies. First published
February 23, DOI: https://doi.org/10.1212/01.WNL.0000110311.09970.83

Nayar, N.M. 1995. Sesame. In Evolution of Crop Plants, 2nd ed., Smartt, J. and
Simmonds, N.W., Eds. Longman, London, pp. 404-407.

Nayar, N.M. and Mehra, K.L. 1970 Sesame: Its uses, botany, cytogenetics, and origin.
Economic. Botany, 24: 20-31.

Nei, M. 1987. Molecular Evalutionary Genetics. Columbia University Press, New York,
512 p.

42


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jain%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30883592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roorkiwal%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30883592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kale%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30883592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garg%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30883592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yadala%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30883592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Varshney%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30883592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/440/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/journals/440/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/issues/330371/
https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22JOSHI%2c+A.+B.%22
https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22NARAYANAN%2c+E.+S.%22
https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22VASUDEVA%2c+R.+S.%22
https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=do%3a%22Sesamum.%22
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14156929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crow%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14156929
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1210609/
https://link.springer.com/article/10.1007/s12892-010-0102-z#auth-1
https://link.springer.com/journal/12892
https://link.springer.com/journal/10722

KAYNAKLAR S.UZUNOGLU

Nowlan, H.F., David, C.N. and Ann, E.L. 2016. Integrated genome browser: visual
analytics platform for genomics. Bioinformatics, 32, (14): 2089—-2095.

Osorio, C.E, Udall, J.A., Salvo-Garrido, H. And Maureira-Butler, 1.J. 2017.
Development and characterization of InDel markers for Lupinus luteus
L.(Fabaceae) and cross-species amplification in other Lupin species, Electronic
Journal of Biotechnology, 31: 44-47.

Pandey, S.K., Das, A., Pooja Rai, P.and Dasgupta, T. 2015, Morphological and
genetic diversity assessment of sesame (Sesamum indicum L.) accessions
differing in origin. Physiology and Molecular Biology of Plants, 21: 519-529.

Parsaeian, M., Mirlohi, A. and Saeidi, G. 2011. Study of genetic variation in sesame
(Sesamum indicum L.) using agromorphological traits and ISSR markers.
Russian Journal of Genetics, 47: 314-321.

Peakall, R. and Smouse, P.E. 2006. GENALEX 6: Genetic analysis in Excel. Population
genetic software for teaching and research. Molecular Ecology, 6: 288-295.

Peterson, B.K., Weber, J.N., Kay, E.H., Fisher, H.S. and Hoekstra, H.E. 2012. Double
digest RADseq: An inexpensive method for De Novo SNP discovery and
genotyping in model and non-model species. Plos One, 7(5): e37135.

Pham, D.T., Bui, M.T., Werlemark, G. et al. 2009. A study of genetic diversity of
sesame (Sesamum indicum L.) in Vietnam and Cambodia estimated by RAPD
markers. Genetic Resources Crop Evolation, 56: 679— 690.

Ryu, S.N., Kim, K.S. and Kang, S.S. 2003. Growth inhibitory effects of sesamolin from
sesame seeds on human leukemia HL-60 cells. Korean Journal of
Pharmacognosy, 34: 237-241.

Sharma, S.N., Kumar V. and Mathur S., 2009. Comparative Analysis of RAPD and
ISSR markers for characterization of sesame (Sesamum indicum L) genotypes. J.
Plant Biochemistry & Biotechnology, 18(1): 37-43.

Singh, K.M., Kumar, D.B., Dey Surjendu Kumar, D. S. and Manorama. 2015.
Assessment of Genetic Diversity among Indian Sesame (Sesamum indicum L.)
Accessions using RAPD, ISSR and SSR Markers. Research Journal of
Biotechnology, Vol. 10 (8).

Song, X., Wei, H., Cheng, W., Yang, S., Zhao, Y., Li, X., Luo, D., Zhang, H. and Feng,
X. 2015. Development of INDEL markers for genetic mapping based on whole
genome resequencing in doybean. Genes, Genomes, Genetics, 12: 2793-2799.

Surapaneni, M., Yepuri V., Vemireddy, L.R., Ghanta, A. and Siddiq E.A. 2014.
Development and characterization of microsatellite markers in Indian sesame
(Sesamum indicum L.). Molecular Breeding, 34: 1185-1200.

Ustun, R., Yol, E., lkten, C., Catal, M. and Uzun, B. 2017. Screening, selection and
real-time gPCR validation for phytoplasma resistance in sesame  (Sesamum
indicum L.). Euphytica, 213: 159.

Uzun, B., Arslan, C. and Furat, S. 2008. Variation in fatty acid compositions. oil content
and oil yield in a germplasm collection of sesame (Sesamum indicum L.).
Journal of the American Oil Chemist’s Society, 85: 1135-1142.

43


javascript:;
javascript:;
javascript:;
https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-015-0322-2#auth-1
https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-015-0322-2#auth-2
https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-015-0322-2#auth-3
https://link.springer.com/article/10.1007/s12298-015-0322-2#auth-4
https://link.springer.com/journal/12298
https://link.springer.com/journal/10681

KAYNAKLAR S.UZUNOGLU

Uzun, B., Arslan, C., Karhan, M. and Toker, C. 2007. Fat and fatty acids of the white
lupin (Lupinus albus L.) in comparison to Sesame (Sesamum indicum L.). Food
Chemistry, 102: 45-49.

Wang, L., Xia, Q., Zhang, Y., Zhu, X., Zhu, X,, Li, D., et al. 2016. Updated sesame
genome assembly and fine mapping of plant height and seed coat color QTLs
using a new high-density genetic map. BMC Plant Biolgy, 17: 31.

Wanga, J., Kong, L., Yu, K., Zhang, F., Shi, X., Wang, Y., Nan, H., Zhao, X., Lu, S,
Cao, D., Li, X, Fang, C., Wang, F., Su, T., Li, S.,Yuan, X., Liu, B. and Kong,
F. 2018. Development and validation of InDel markers for identification of
QTL underlying flowering time in soybean. The Crop Journal, 6: 126-135.

Wei, X., Wang, L., Zhan, Y., Qi, X., Wang, X., Ding, X., et al. 2014. Development of
simple sequence repeat (SSR) markers of sesame (Sesamum indicum L.) from a
genome survey. Molecules, 19: 5150— 5162.

Wei, X., Zhu, X., Yu, J., Wang, L., Zhang, Y., Li, D., et al. 2016. Identification of
sesame genomic variations from genome comparison of landrace and variety.
Frontiers Plant Science, 7: 1169.

Weiss, E.A. 1971. Castor. Sesame and Safflower. Barnes and Noble Inc., Printed at the
University. Press Aberden, Great Britain.

Wu, D.H., Wu, H.P., Wang, C.S., Tseng, H.Y. and Hwu, K.K. 2013. Genome-wide
InDel marker system for application in rice breeding and mapping studies.
Euphytica, 192: 131-143.

Wu, K., Yang, M., Liu, H., Tao, Y., Mei, J. and Zhao, Y. 2014. Genetic analysis and
molecular characterization of Chinese sesame (Sesamum indicum L.) cultivars
using Insertion-Deletion (InDel) and Simple Sequence Repeat (SSR) markers.
BMC Genetics, 15(1): 35.

Wu, W.H., Kang, Y.P., Wang, N.H., Jou, H.J. and Wang, T.A. 2006. Sesame ingestion
affects sex hormones. antioxidant status. and blood lipids in postmenopausal
women. Journal of Nutrition, 136: 1270-1275.

Yamaki, S., Ohyanagi, H., Yamasaki, M., Eiguchi, M., Miyabayashi, T. et al. 2013
Development of INDEL markers to discriminate all genome types rapidly in the
genus Oryza. Breeding Science, 63: 246-254.

Yang, J., Wang, Y., Shen, H. and Yang, W. 2014. In silico identification and
experimental validation of insertion-deletion polymorphisms in tomato genome.
DNA Research, 21: 429-438.

Yermanos, D.M., Hemstreet, S., Saleeb, W. and Huszar, C.K. 1972. Oil content and
Composition of the seed in the world collection of sesame. Journal of the
American Oil Chemists’ Society, 49: 20-23.

Yol, E., and Uzun, B. 2012. Geographical patterns of sesame (Sesamum indicum L.)
accessions grown under Mediterranean environmental conditions, and
establishment of a core collection. Crop Science, 52 2206-2214. doi:
10.2135/cropsci2011.07.0355.

44


https://www.sciencedirect.com/science/journal/22145141

KAYNAKLAR S.UZUNOGLU

Yoshida, H. and Takagi, S. 1997. Effects of seed roasting temperature and time on
quality characteristics of sesame (Sesamum indicum L.) oil. Journal of the
Science of Food and Agriculture, 75: 19-26.

Zhang, Y.X., Zhang, X.R., Che, Z., Wang, L.H., Wei, W.L. and Li, D.H. 2012. Genetic
diversity assessment of sesame core collection in  Chinaby pheno type and
molecular markers and extraction of a mini-core  collection. BMC Genetics,
13: 102.

45



S.UZUNOGLU

EKLER
7. EKLER
7.1. Ek-1
C Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
2 Left Primer 1:  Primer_F
-Sgcijuence: GATGAATTTAATTGAGTCCAACAA
Stat: 1 Length: 24 bp Tm: 37.3°C GC: 292 % ANY: 7.0 SELF: 3.0
* Right Pimer I:  Primer_R
Sequence: A CTGACTTAGGETGTTTATGC
Start: 180 Length: 25 bp Tm: 37.2°C G 320% ANY: 4.0 SELF: 2.0
Product Size: 180 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0
Send to Primer3Manager | Reset Form
1 GATGAATTTA ATTGAGTCCA ACAATTTAAT ATATTTITIT AGCCTRATTC
51 CACTTCATTA ATCRAGTCTT GTTTGCGGTC ATARTTARAR GTACTGTITCT
101 CRARACCRAL TATATCTATA TACAGGAAARR GARATTTITIT TCCAARARAT
151 GATATGCATA ARCACCTRAG TCAGARARAT ARARATTAGR ARARGAR
Select all Primers
S-D-1-106 markeri i¢in primer dizayni
& Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
# Left Primer 1@ Primer_F
Sequence: TTCCAGGTGGAGATCCTGAC
Start: 3 Length: 20 bp Tm: 600 =C GC: 55.0% ANY: 6.0 SELF. 2.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: GGAGCGGAATTCTGGACATA
Start: 204 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 50.0% ANY: 6.0 SELF: 2.0
Produect Size: 202 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 1.0
Send to Primer3Manager | Reset Form
1 TCTTECAGGET GGAGATCCTG ACCRACCAGCRE CCTGTTGCAT CTCCCTATCT
51 CATCTCITCC ATCCATCCTC TGCATATGTA TACATCCATT TTTAATACAT
101 APRATATATAT ACACACGTAT ATATGATTGT TTGTACGRAR TTAATTTTAR
151 GRATTATATE TARARARTACT ACCTTCTCAG CAATTATGTC CAGRATTCCG
201 CTCCTTCCAT CGGRATCTGC  ATCACTACAR  AATTTCAGTT TAARCATAAR
251 CCARTTATTR AGCGTTAGCRE CTCTTTG

Select all Primers

S-D-1-121 markeri i¢in primer dizayni
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= Primer3Manager

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About

< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: GEGEAAATGATGEAGEETTA

Start: 4 Length: 20 byp Tm: 60.9°C GC: 50.0% ANY: 3.0
* Right Pnmer 1:  Primer_R

Sequence: CAAGTTCAACGTCACCAATTT

Start: 252 Length: 21 bp Tm: 57.6°C GC: 381 % ANY: 50
Product Size: 249 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 3.0

Send to Primer3Manager = Reset Form

1 ARAGGGGAAR TGATGGAGGE TTARTRARTG CGTGGGGCGAR GGAGTGAGCA
il TRARGTTACC AGTTTCCGCT GCCGCCCTCA  TTTAATCCGC  AARARCCCTTG
101 TCACCTTTAC GCCCATCGT TCTAGTAATT AATATTTTAR TRAATTTRAR
151 TTCAACCCAT AARCTACATAR TATAATARAT ARATTATATA AARATGRARAR
201 AGARATATTC ACATATTATT ATGTGGARTT TRAATTGGTG ACGTTGARCT
281 TGTTATTTTA TTTRACARTT GATATACATT ATATG

Select all Primers
S-D-4-165 markeri igin primer dizayni
- Primer3Manager

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About

= Back

Pair 1:

¢ Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: GCGAAACACAGTCTAAAAGG

Stant: 1 Length: 20 bp Tm: 59.9=C GC: 50.0% ANY: 30

* Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: TETTTEEAGCTTCCTCATTTG

Start: 155 Length: 21 bp Tm: 60.2%C GC: 429% ANY: 4.0
Product Size: 155 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

Send to Primer3Manager | Reset Form

1 GCGAARCACA GCCTARARGE CTARARCAAG AGTTGGATGC ATGRARGTCT
51 GAGTACCGEG CTTGTGTRAG AGARTACATG TTARACACGG GCTTARAGTTT
101 TGARCCTGAAR AARTCATTTTA TTCATGGTIT GRAACARAATG AGGRAGCTCC
151 ARACARATTC TCTTGCTTAG TGCATAARRAG TTCTGARAGA GGACC

Select all Primers

S-D-5-157 markeri igin primer dizayni

47

Source Code

Help
Source Code

SELF: 3.0

SELF: 2.0



S.UZUNOGLU

EKLER
& Primer3Manager Help

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: GGATTTAATCGGGGAMGCAT

Start: 46 Length: 20 bp Tm: 601 °C GC: 45.0% ANY: T.0 SELF: 2.0

* Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: TCCGATGTTTTCCTTTCGAG

Start: 262 Length: 20 bp Tm: 60.2°5C GC: 45.0% ANY: 40 SELF: 2.0
Product Size: 217 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 1.0

Send to Primer3ianager =~ Reset Form
1 AARRRTCARBAT ACCAGRAGTC ARAGGE ATTTGTARAG ARTACGGATT
51 TRATCGGEGA AGCATGTTCT AARTCTTAGCT GGTGARARTA ACATTATTCA
101 GGGCATGCAT TTACCAGTAR CACTGCTATT AGGGTGATTG GGARCGCATT
151 CTTTGACGTT CAARRCTAGTA AGATTTITGCA ARGAGTGUTA CTTCATCTGC
201 TGGATTGCCGE  GTCATCARGC ATTTCTTCGT CCCCTGTGGE  TGOTCGARAG
251 GRARACATCGE GATGGTTGCC CCTGTTTCTT CTTTCRCCTT CAGTTCCOTCT
301 TCATCG

Select all Primers
S-D-7-143 markeri igin primer dizayni
0 Primer3Manager Help

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
=< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TCCTACGGTTGGATGTTGATG

Start: 8 Length: 21 bp Tm: 608 °C GC: 47.6% ANY: 7.0 SELF. 0.0

* Right Pnmer I:  Primer_R

Sequence; ACGGGTGCGCTAACAACC

Start: 157 Length: 18 bp Tm: 62.1%C GO 61.1% ANY: 4.0 SELF: 2.0
Product Size: 150 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 3.0

Send to PrimeriManager | Reset Form
1 CGTCACATCOC  TACGGTTGGA TGITGATGST GTGUCGITGR CRAGTATTTGC
51 CACTCATCGG  ARCGTTTGAG CGCCCRARAG TTAATGTICTC GGCGTATGAT

101 TRAGGGTAGTG GGGAGCAGT TTATGATTGA GATGTGUAGE  GTTGTITAGCG

151 CACCCGT

Select all Primers

S-D-8-223 markeri i¢in primer dizayni
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2 Primer3Manager Help

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:

¢ LeftPrimer1:  Primer_F

Sequence: GTGTGCCCCTAGTTTCGAGT

Start: 25 Length: 20 by Tm: §9.2%C GC: 55.0% ANY: 4.0 SELF: 1.0
¥ Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: GTGAGCTGECGGTGATTATT

Start: 222 Length: 20 bp Tm: 60.1%C GO 500 % ANY: 4.0 SELF: 2.0
Product Size: 198 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 1.0

Send to Primer3Manager = Reset Form
1 TACTACACAC CRARCRCARAT GCTGGTGETGC CCCTAGTTTIC GAGTATTACC
51 GECCTTTCCOC  COCCATATAC  AGCCAGGTCA  ACACCCARAC TACCATTCCA
101 ACARCCCTTC ATCTCTTGIT TARATTGCTTC TTTCGOTCTA CATTTACRAC
151 CCTRARCCCC  ACCCTRCACG CCTCTTTCAT CTTCTTTTCT AARTCTCTCTA
201 CCAATRATCR COGECAGUTC ACGLGGTGATA TTTGACCTTG TTGTAATCGA
251 A

Select all Primers
S-D-8-178 markeri igin primer dizayni
C Primer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TGCATAGCAACATAAAT GAGGAA

Start: 12 Length: 23 bp Tm: 59.6°C GC: 348% ANY: 4.0 SELF: 0.0
* Right Pnmer I:  Primer_R

Sequence: CTCTTATGCATGGCCACCAC

Start: 114 Length: 20 bp Tm: 61.5°C GC: 55.0% ANY: 6.0 SELF: 2.0
Product Size: 103 bp Pair Any: 6.0 Pair End: 0.0

Send to Primer3Manager = Reset Form

1 GTATTRATTC CTGCATAGCR ACATARATGR GGAAARARAT ARGTGTTGGR

51 ARAGARGRAR ARGAGRATGA AAGGCTTAAC TAARCTCCAARR CTTTGTGGTG

101 GCCATGCATA AGAGATTATA TTATGARCACC TTTTTAGTTA TTTAATAACC

151 TCATTGTTAC CAT

Select all Primers

S-D-9-128 markeri i¢in primer dizayni
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Primer3Plus R S

pick primers from a DNA sequence About Source Code
= Back

Pair 1:

¢ Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TGCATGCATCTAAACCTTGAA

Start: 54 Length: 21 bp Tm: 59.3°C GC: 381 % ANY: 8.0 SELF: 3.0
¢ Right Pimer 1:  Primer_R

Sequence: AATTTCGGCACATTTCAAAAA

Start: 215 Length: 21 bp Tm: 59.5°C GC: 28.6% ANY: 50 SELF: 3.0
Product Size: 162 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

Send to Primer3Manager = Reset Form

1 GLCGGARGCGT  AGTGARATTG TARAARGTTCAT TTTCGRACGAE ATTCARATCA

51 TAATGCATGC ATCTARACCT TGARAGARARR TATAGTCTAR ATCRARCAGH

101 TCCRAGARAT  AGACTTCTTT CATCAGTCCR GTTAGRATGT TTTGGRATTT

151 AGACTARACAT AGTAGCATAT AATAAGGGTA AARTTACATTA GRATITITTG

201 ARATGTGCCG  ARATTARATTA TAGATATTTT TTCGTAATAG TCTATTATTG

251 GAATATATGR TGTITAGACAG TCATCACTIT TATGTGGAGT ATTTATAARTT

Select all Primers

S-D-12-124 markeri i¢in primer dizayni

Primer3Plus e S S

pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TCTTCATCTGTCACCCCAAR

Start: 27 Length: 20 by Tm: 359.1°C GC: 45.0% ANY: 30 SELF: 0.0
* Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: CTGTTAAGCGCCACTGTTGA

Start: 199 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 5000 % ANY: 40 SELF: 1.0
Product Size: 173 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 3.0

Send to PrimeriManager =~ Reset Form

1 TTACCTGCCC  ATCGTRCCAT CCTGITICIT CATCTGICAC CCCAARARAC
51 GRABATATGR GAGAGAGAGR GAGRGATTCG TCAGTAGTAG TATTATTAAT
101 TTATCATCGT ARARAGARAR GAATGTGTAR GUATTCTGCA TCAGACAGGR
151 GTTRARARAG ABABARARCT CACTGACATT CARACAGTGGC GCTTARCAGG
201 CGGTTGCOCR  CATRAGCCCR GUCCABATAC ATCCTGACAR CGGCRRGAAT
251 GRCRACGATR AGCCCACTTG ARG

Select all Primers

S-1-1-192 markeri igin primer dizayni
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a Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Parr 1:
¥ Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: TTTTCACCTGTTTCGAGACCT
Start: 34 Length: 21 bp Tm: 58.8°C GC: 42.9% ANY: 6.0 SELF: 2.0
# Right Primer 1.  Primer_R
Sequence: CTTTGAGCTGGAACGTGGAT
Start: 207 Length: 20 bp Tm: 60.3°C GC: 5000 % ANY: 40 SELF: 2.0
Produet Size: 174 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0
Send to FrlmetSManaget Reset Form
1 AGARARAGARA TTATTATGTC AAGCTAGCAT TTATTITICAC CTGTTTCGAG
51 ACCTATATTA ACATCTGCAT AARATACTACA CTTTTGTGAT TCCATTGGTC
101 TATGTRCRAT ATAGTTCACT CTTTATCTAT ACTCTGGTAR AGGGGAGGTR
151 TATTACTTCT GTCAAATGTG TTAARCARACCT CGATATTATC CACGTTCCAG
201 CTCRARGATA GGCAGAGAG  ATTGCCTCCC  GGTG
Select all Primers
S-1-3-248 markeri igin primer dizayni
= LTImErs Managzer Leip
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
¥ Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: TTETTGEAAGGACTAAAATTGAAA
Start: 195 Length: 24 bp Tm: 59.1°C GC: 29.2% ANY: 4.0 SELF: 2.0
@ Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: GEGCAATGTECACCTTTTA
Start: 498 Length: 19 bp Tm: 59.5°C GC: 474 % ANY: B0 SELF: 2.0
Product Size: 304 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 3.0
Send to PrimeriManager | Reset Form
1 ATTCACTCCT COCTCAATCAR TTTTCATTTC CATTTACTTC CCTTTATATG
51 GGTAGAGAGR GAGARARAGTG ARAGAGGLGT CTCTTTTTTIT TTTCTTGTGE
101 CRACATCCTT GTAGGACGCT  ATGTATTTAR TTCGAGCCTA  TTTGACAGIC
151 GLARCCCTAR GUCCCRATTT GTCCGGCTAR  ARTCTGGTAAR CTTTITGTTG
201 GAAGGACTAR ARTTGAAACT TACAGAATTA ARATGCCAGR ACAATATTTA
251 AGGGATTRAT TTTGCCACCT CCCTATACAT ACAGGACTAR TTTTGCCTAR
01 CRARAMAGCTG  GGTGARAATR TGGGTCATAR CTATAGGTTA ABATTTITIT
351 GACAGRARCT TAACTGCGAT AACTATATAG AATACAAGTG CAATTTTATA
401 TTATCCCCOCG  TTATATTCAR ATATTTARAT TATRAGCCCA TGTCARARAR
451 ARATGCGCCA  CATCACCCCC  TATATTTITIT ARARGGTGCA CATTGCCCCT

Crd MOMAMAMTOT WA RCMTR T b T R Wk Pt

S-1-4-120 markeri i¢in primer dizayni
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EKLER
. Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Soupce Code
< Back
Pair 1
¢ Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: ATTGCATTTGGGCTGGATTA
Start: 3 Length: 20 bp Tm: 60.3°C GC: 400 % ANY: 40 SELF: 2.0
# Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: CCCTCGAAMCAACTAAT |
Start: 230 Length: 20 bp Tm: 594 °C GC: 50.0% ANY: 4.0 SELF: 0.0
Product Size: 228 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 3.0
Send to Primer3Manager | Reset Form
1 CAATTGCATT TGGGCTGGAT TAGCCCATAC  AGTCAARATC TGTATTTGGA
51 TCGAATCTTA ATTTGCTTGT  GTGTCGATTC  CAGTATTAAG TATCTTCARR
101 TTCTGCARAT  AATTTTATAR TGGGTATTTT TARATTTATT ATAATTATAR
151 ATATCTATTA ATTGTTTAAR ARAATTATARR TAATCTTCTA AAATTARCGA
201 TCATTTRATA CATTAGTTST TTCGAGGGGE TA
Select all Primers
S-1-6-251 markeri igin primer dizayni
2 Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
= Back
Pair 1:
# Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: CATTCCCTTCAAMACCCACA
Start: 20 Length: 20 byp Tm: 60.7*C GC: 45.0% ANY: 3.0 SELE: 0.0
* Right Pnmer 1:  Primer_R
Sequence: TGCAACGCTTGCAAGAAAC
Start: 232 Length: 19 bp Tm: 61.1°C GO 474 % ANY: RO SELE: 0.0
Product Size: 213 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0
Send to Primer3Manager = Reset Form
1 ATGCTCCTCC  TCOGACCTRAL  ATTCCCTTCA  ARACCCACAT ARGATAGGTA
51 TACACACACC ATAARTCACGT CATTTTATAC ACTAGAGCTG AAGRAAGRGA
101 ARAGCCCACC  TGARARCGAR GRAGCTTTGR ATGAGTTCTG ATTTCAGTCC
151 ARTRCCARTG ARTACAGATT CCARCATRAR CRAGTAGGTG TAATCTGATG
201 ACTRCTCTCG  AGGGTITTCTIT GCARGCGTTG CRAGARTTA

Select all Primers

S-1-9-179 markeri i¢in primer dizayni
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EKLER
g Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
¢ Left Primer 1:  Frimer_F
Sequence: TCTATTCTGACATTGACCGGATT
Start: 29 Length: 23 bp Tm: 59.8°C GC: 39.1% ANY: 5.0 SELF: 3.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence; TCACAAAAACAACCAAAGTTGE
Start: 180 Length: 22 bp Tm: 60.1°C GO 364 % ANY: 4.0 SELF: 2.0
Product Size: 152 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0
Send to Primer3Manager =~ Reset Form
1 GGAGTTTAR TACGTACTTG TAAARGACATC TATTCTGACA TTGACCGGAT
§1 TATAARGGTC ATTGATGACT ATTATTTITGG ATGTTTTOGT GTATTATTIC
101 TACTTTTARAC ATTCARARGA ARACARATGR CRARARARGR ARGRARGCAG
151 TCTTTTACGE AARCTTTGGTT GTTTTTGTGRA ATAGCTCCAR ATCTATTTAG
201 GATACAATAAR TTTTAGITTT TARATTTATTG TTTAGATTTG CA
Select all Primers
S-1-10-168 markeri i¢in primer dizayni
s Erimer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
# Left Primer 1. Primer_F
Sequence: TGATGGAGTAATTEGAAMGTGTACG
Start: 2 Length: 24 bp Tm: 583°C GC: 375% ANY: 4.0 SELF: 2.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: CAAAAGCAGAGTTGACCGTATG
Start: 156 Length: 22 bp Tm: 59.8 °C GC: 455% ANY: 30 SELF: 20
Product Size: 155 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 2.0
Send to PrimeriManager | Reset Form
1 GIGATGGAGT ARTTGAARRAGT GTACGTAGTT ATACCATTAC CATCAARTTTA
5! CTATTCTATT ACGATTGTTIT CATCCAATTT CACTCACACA TGTGARCCTA
101 TTCCCRACAT ARCTTTCTTA AATTAARTAAT TATTCATACG GTCRACTCTG
151 CTTITTGAGTT TCATATTAAR ATTGTATTAA CTT

Select all Primers

S-1-10-112 markeri i¢in primer dizaynt
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151 AARTTGGGTAR AGTTAGAGTC TTATTCATTT

Select all Primers

S-1-9-404 markeri i¢in primer dizayni

54

EKLER
2 Erimer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Parr 1:
# Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: ATGGGCCTGTACCGGTATACTA
Start: 2 Length: 22 by Tm: 59.7=C GC: 50.0% ANY: B0 SELF: 3.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence; TEAGTGAATGACTATGATTACAT
Start: 224 Length: 27 bp Tm: 57.5°%C GC: 259% ANY: 5.0 SELF: 3.0
Product Size: 223 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0
Send to Primer3Manager =~ Reset Form
1 ARTGGGCCTG  TACCGGTATA CTATATAGTC TACTATTGGT CCATARACAG
51 AGTTCAGCCC ARATTTATTT GRARAATAGG CCATTATCTA ATATGCARGC
101 ATATATAATA TARAATAGTAT GGTATATTT TARATAARTTAT AATTTTATIT
151 ATATATATTT GATCTTGATR ATTACATATR TARATGAGTAT TGTRATAARTG
201 TRATCATAGT CATTCACTCA ARARAGGCAR ATACACACAT ATATARARAT
251 TCTGATCAAR TTGAGTTTGE CTATTTATAT ATCATATAAG ATATARATAT
301 AGTGAC
Select all Primers
S-1-9-836 markeri igin primer dizayni
0 Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
= Back
Panr 1:
# Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: CAGCGGATTTGTGCTTGTTA
Start: 10 Length: 20 bp Tm: 59.9=C GC: 45.0% ANY: 3.0 SELF: 2.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: GACTCTAACTTTACCCAATTCTTTAGG
Start: 170 Length: 27 bp Tm: 58.5°%C GC: 37.0% ANY: 40 SELF: 2.0
Product Size: 161 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0
Send to Primer3Manager | Reset Form
1 TTTTGGATTE  AGCGGATTTG TGOTTGITAAR TGGGTATGTA TTGTCCTATT
51 GGRACTCGAC CCARCRARTR TCCATGACAR TTTTTTAATR CATTATCCAT
101 ATTTTACTCG ATARARTACA CATAGGATCT TACTCRARTT ATACCTARAG



EKLER S.UZUNOGLU
. Primer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: COGAACTTCTCAGTGATAAAGAGT

Start: 11 Length: 24 bp Tm: 60.8°C GC: 458% ANY: 70 SELF: 3.0
¥ Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: TCCACCTGTTCCATCCTCTC

Start: 363 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 55.0% ANY: 2.0 SELF: 0.0
Product Size: 333 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

Send to Primer3Manager | Reset Form
1 TGARGCATAC CGGAACTTCT CAGTGATAAR GAGCTTGAGA GAAAGTGAAR
51 ACCTACAGGT ATTTTCTTTC AAATTGCTTC TAAAAGARAAC CCCAGCCAAC
101 TTGARATATT ATCCTGGTAT ATTTGTTCTT ATTCTATCTC TATAATCAGT
151 TCAGRARRGT ATGTCGGTAG ACTARAGTGT CATTGTATAG TTTCCAACAT
201 ATCTTACTAT ATGTATTGAT TTTACCTTTT GCTGATGGGT GAGGCAATTC
251 AGRARATTGT GCTTATAARG TTGGCTTCAT ARCTCTTTGE TGRAGCATTA
ol ATAGTGTAAT ATCTGTGGTT TCTTCAATTC CATCTTTTCC TTTGAGRAGSA
351 TGGARCAGGT GGAACTGACT ACA

S-D-9-171 markeri igin primer dizayni
a Primer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back

Pair 1:

#  Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TCAAGCCTTAATCGGAGACE

Start: 34 Length: 20 bp Tm: 59.3°C GC: 50.0% ANY: 5.0 SELF: 1.0

# Right Primer 1. Primer_R

Sequence: CTGCTCTCACGCGTATTC

Start: 464 Length: 20 bp Tm: 59.2°C GC: 5000 % ANY: 6.0 SELF: 2.0
Product Size: 431 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0

Send to Primer3Manager | Reset Form

1 CATAGTTRAC ARCACCGGCC TTCTCGAATC TGATCAAGCC  TTAARTCGGAG
51 ACCCCAAGAT TGCTGCAATG  GTTRAGGATT ACAGTGCTGR TCCCTTTCTC

101 TTTGCAARAG ACTTTGCTGC CTCARATGGTG AARGCTTGGCA  ARCTGGGTTT

151 GATCACGGGR CRAGATGGAC ARATCAGRAR GAAATGTAGT GTCGTGAACT
201 AGTRATTATA COCGTCCCGTC TAGGARCTAT ATATTGCCAT  GATTGTTATG
251 TATGATCGAR CGATTTCRAT GTCTTAGACG ACTATGTCTT GGTACCGTGT
301 TACRARARTT AATTGTGACRE GGRACATGCTT TAGTTTTGTA ARARCRAAAR
351 ATARTARATGR TARATAARTAAR AATTGTAGTA TATTTGTGIT GAARACATTC
401 CATRARGTTT TGGTTRATTT ARAATGARGG GAGGTAAGAG ARARGRATAC
451 GLGTGAGAGT  AGARGAGTTC ARGAGARATAG GGACARGUTT GLARTCAGAR

S-D-8-255 markeri i¢in primer dizayni
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Primer3Manager Help

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
= Back
Par 1:
¢ Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: TGATTTTGGGATCTTGAACGA
Stant: 31 Length: 21 bp Tm: 604 *C GC: 381 % ANY: 4.0 SELF: 3.0

¥ Right Pnmer I:  Primer_R

Sequence: TTGCCTGCTTTATGTGATGE

Start: 183 Length: 20 bp Tm: 59.8°C GC: 450 % ANY: 20 SELF: 2.0
Product Size: 153 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 0.0

Send to Primer3Manager =~ Reset Form

1 AGARARARTA AARCCCTTCTT TGAATTTTAA TGATTTTGGG ATCTTGAARCG

51 GTITTACATC AATTATATGR CARATTATRAR TATATTTATA ATATAARTTARA

101 TTTGATTCCR TCARATCTAR TTTTARCRAR TATGCTTCAC TTCCATTTAT

151 TTCTCCARAR GUTGCATCAC ATARAGCAGE CAATTATTTG ARATCACTGT

201 ARBATARGTAT GRGTTCA

Select all Prumers

S-D-8-244 markeri igin primer dizayni

Primer3Manager Help

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pair 1:
# Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: AATTETATTCGAATCAGGTTTGG
Start: 100 Length: 23 bp Tm: 59.3°C GC: 348% ANY: RO SELF: 2.0

¢ Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: CAGCCATATAGTTGGGTGEEA

Start: 249 Length: 20 bp Tm: 584 °C GC: 500 % ANY: 6.0 SELF: 0.0
Product Size: 150 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0

Send to Primer3Manager = Reset Form

1 TTTTGCATTT ARCRTCAGAR GTTATCATGT TATTTCAGAR CATAGGATTA

51 CATCGTACTA GATTCATCT GTATTACTAT ATGRACAGAC CARATAGARAR

101 ATTGTATTCG AARTCAGGTTT GGTATATAAR ACARATCGTA TTATARARAR

151 TTTATTGCAC COGTATGTAR ATTTTCTTAR ATTATRCATT ARTCATATAG

201 TARARTACARAT GUAGTTATCG TGTTGLGTET CCACCCAARCT ATATGGCTGE

251 G

Select all Primers

S-D-8-230 markeri igin primer dizayn1

56



EKLER S.UZUNOGLU

* Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
|<Bam.
Par 1
# Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: CTGCAAGCAACAAACCAAAS
Start: 10 Length: 20 bp Tm: 59.9°C GC: 400 % ANY: 4.0 SELF: 0.0
# Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: TCTTCAAGAGCTCATGGCTACA
Start: 176 Length: 22 bp Tm: 60.2°C GC: 455% ANY: R0 SELF: 2.0
Product Size: 167 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 0.0
| Send to Primer3Manager = Reset Form
1 GCAGTATTCG TGCAAGCRAC  ARACCRABAT CCARACCATG CRAGARCCAR
Ll TAGTCAAGTT TCTGCGTCAT GRAARACCAG ACTTGCACAG CTAATAATCT
101 ACARCBARAR AGARGCTGAR TTGATATTGRA AGARTCARGRE TTTGTGAGAC
151 TCACTGTAGE CATGAGCTCT TGAAGAGATG ARATGTGRAGR O
Select all Primers
S-1-8-174 markeri igin primer dizayni
Pair 1:
# Left Pnmer l;  Prerar_F
Sequence: CAGGLACCTCAAAGGAAGEAG
Start: 141 Length: 20 bp Tm: &0.0°C GC: 550 % ANY: 4.0 SELF: 0.0
# Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: GGEAGGAGTOGTCTGTCGT
Start: 950 Length: 19 bp Tm: 6&0.3°C GC: 632 % ANY: 5.0 SELF: 1.0
Product Size: 810 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 2.0
| Band fo Prime3kanagar | Rasat Form
1 ACACARATACT CGARAARARAAAAR CGATCCAGAAT TEEAATARAR TTTEACEARAC
51 GEATGCARAG  AGATGTGAAR ATARCCTTCA ATTTCATGAG AARATAGTGS
101 AAGCAAACTT ACCTGAAGEA OCCTACTGAAT| CAGGCACCTC
151 ARATCGRRAGC TOGAGCGGACE AGRRAGGCAG AGARRRAAMAG
201 ACATEEAAAT TCECAATTEAR TCEAGARATCTET  ARACTAGRAG
251 3 CETCOGTTETG  GHAGATAACT ATTTCTTACT GCTCCTTCAC
301 TTTECCAGEE TTTTATCITT  AARAGCTGEAT CTCTARCTTT  ATACTATTTT
351 TETAATCCAR  TTCTATTGAR ATGCATAATT  CTCARGCTAT  GACATGACAC
401 ETTAATATAT CATCTITARATZ TEECTTASET ATAARTCCTAEZ  GCCTEARAAT
451 ATECAATCOCA  AACATATTTT CATTTITTITTG CACARRRACC AATARCATAT
501 TATCACTCTE TTAGRAATEC ATEATAATAT CACATATACTA CARACAATAAT
551 GCRRACTTGT CAATTTATTT TAATTAATTT GCATTTGATS CCRARCTOGTT
g0l TTAARATAATT AGTCCATITT GARACATATT AAGATTAATT ATITAGETCA
651 TCAATTTTAT TAAAGAGTAG AGATATARRA CTTGAACTGC ATTTCTAARAT
701 TTARECARATA ATACAARACTA CARAARARATTEC TTTCAATEEC TAARATATCT
751 GERATAGAT GTAATATTTA CACTAAGATT AGGCATTTCG AAATTGGRAG
B01 GCCTCEARAT  GAACTEARAC GATTGCCTTA  AATCTGACTC  CAATCECAAT
B51 GUOTCAGRCG  CGGAGEAAGE  AATCTACACT CTTACAGTAC CGARRCATCA
a0l TCEAEECIOCT  CGRAAECTCTA TEECDCTCAAT ARCEACAGAT GARCTCCTCCOC
951 GEFFCATCACT AAAATTOCAR GTGAAACTAA ATGTTTGEECC TTIGRCAGAGS
AGEATECTCT GSTETETICCET TAATTCOCTTC

1001 TCCACTOCAC

S-D-8-120 markeri icin primer dizayni
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s FPrimer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: TTTTACCTGGGGATTTGAAGG

Start: 20 Length: 21 bp Tm: 60.2°C GC: 429% ANY: 30 SELF: 0.0
¥ Right Pnmer l:  Primer_R

Sequence; CTAACGAGETGGTERGCAAT

Start: 169 Length: 20 bp Tm: 62.2%C GC: 550 % ANY: 20 SELF: 2.0
Produet Size: 150 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

Send to PrimeriManager = Reset Form

1 GRARGCGATT ARTATTARAT TTTACCTGGG GATTTGARGG GATTARAGGA

51 GGARTAAGAG GLAGTRAARAT TGTCARARGG CTGCATATGT GTACTCTCTG

101 CRAGATTTTC ATCGTCACCR TGAGAAGATG AGATATCATC ACGGTATGTA

151 TTGCCCACCA CCTCGTTAGLD  TOCGC

Select all Primers
S-D-7-138 markeri igin primer dizayni
G Primer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About Source Code
= Back

Par 1:

¢ Lefi Primer I:  Primer_F

Sequence: GTCACCCTCAAGGAGATCCA

Start: 35 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GC: 55.0% ANY: 5.0 SELF: 2.0
¥ Right Pnmer I:  Primer_R

Sequence: AARCAGAAAGAAGAGAAAARCCCTTA

Start: 272 Length: 26 bp Tm: 59.3°C GC: 308 % ANY: 3.0 SELF: 2.0
Product Size: 238 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0

Send to PrimeriManager | Reset Form

1 GTCGTAGTAC ARACTGCTTAT AGATCAGGAR ACTTGTCACC CTCAAGGAGE

51 TCCATTTRAG GTGCTTGCAT TAGRATCATA GTTGITARAG GUGCACGCCG

101 CGGCATGCGC  ARATTTGCAT ARATARATTA TATATTCATG TATTCATATA

151 TCTTTTARCT TCAARTATTAC ACARACARTT ARATACAARTR AARTCTTAGAR

201 ATTATATTAR TCACTATATC ATARAATATA TGTGTRARAC ARCTAGTRAG

251 GGTTTTTCTC TTCTTITCTGT TTCTTTTTTG AARTTTTTCTT TTACATTATT

301 GTATARCTTT TTTTARARAR AATRAGTTAR ARGGTTTAAR

Select all Primers

S-1-7-112 markeri i¢in primer dizayni
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g Primer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back

Parr 1:

¢ Lefi Primer 11 Primer_F

Sequence: GTGTGGCCGGAMATCAAT

Start: 50 Length: 18 bp Tm: 59.3°C GC: 50.0% ANY: 4.0 SELF: 2.0
# Right Pnmer I:  Primer_R

Sequence; TEAAAGCAAACCTCAAGAGTG

Start: 283 Length: 21 bp Tm: 58.1°%C GO 429% ANY: 40 SELF: 2.0
Product Size: 234 bp Pair Any: 3.0 Pair End: 2.0

Send to PrimeriManager = Reset Form

1 ATARCGGGAR AGRRCTGGAG GTGGGTTTTG TGGAGGGGAR ATGRATTTTE

51 TETGECCGERA AATCAATTGG ARATTTGLTG ATARCRATTT TGGTTCTTGG

101 GTTGTTCTTG  GUCCCTAARAT  TTCATCGATG TCTTTTTCCT TTCTTTTATT

151 TTARATTTTAR TTATTCTAGR TARAATAGATT ATTTTAAGGG ATARTTACGT

201 ACTTTTTTTT ABATTTGGTRE TAGTTATACG TAAATTTTAT GTGRATTGAR

251 ARATACATTT ARCACTCTTG AGGTTTGCTT TCATCTAARTA AATARATTTTC

301 TCARTTAGTT ABAARTTTATT GRATTRACTR ATATTRACAR ARARGRATTR

3151 ATATTRCCAT GATTGATTT ATTATTGATT TTGTTACAGG TCABRATATTT

401 TTTTTGARCT ARACTACCCT TGTAAAGTAR AGATATATAT CTCCTCACAT

S-D-6-154 markeri igin primer dizayni

C Primer3Manager Help

Primer3Plus

pick primers fiom a DNA sequence About Source Code
< Back

Pair 1:

¢ Lefi Primer 1:  Primer_F

Sequence: AGGCAGACCAGGGTTTTACA

Start: 47 Lengih: 20 bp Tm: 59.6°C GC: 50.0% ANY: 4.0 SELF: 2.0
# Right Pimer 1:  Primer_R

Sequence: GG AGCTCTAGAGGAAAGAAMACT

Start: 215 Length: 27 bp Tm: 59.5%C GC: 37.0% ANY: 80 SELF: 2.0
Product Size: 169 bp Pair Any: 5.0 Pair End: 2.0

Send to Primer3Manager =~ Reset Form

1 TTTGCGGTGE  TAGCCCTCTT TATTAGAGTG GAGRAGATGA CTCAGRAGGE

51 AGACCAGGGT  TTTACAARAC CCTACAACTA TATATTTTAT ATGTATGTAT

101 TTTTGGCCTA  TACAGTARCG GTTACTTITCC TCCTTTTTTIC GGCCCTTTTT

151 TTTTTTITGG GAATTRATAG CTTTTATTIT CAATTTARAG TTTTCTITCC

201 TCTAGAGCTA AARACCTTATT TTTTGTCOGT CAATACTRAT ATARAARAGAR

251 B
Select all Primers

S-D-4-805 markeri i¢in primer dizayni
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Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence

< Back

Pair 1:

# Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: GAGCAGCAGCACCCATTAAC

Start: 99 Length: 20 bp Tm: 60.8°C
* Right Primer 1.  Primer_R

Sequence: GCAGTGGCTCAATTCTGGETT

Start: 329 Length: 20 bp Tm: 60.3°C

Product Size: 231 bp Pair Any: 4.0

Primer3Manager
About
GC: 35.0% ANY: 4.0
GC: 500 % ANY: 4.0

Pair End: 3.0

Send to PrimeriManager = Reset Form
1 GGCATTATT TCTTTGTTCAE ACTCTTTTGG GGCATRAGAR  GRAGTAGRAC
51 CARACTCCRAGG AGTTCCARTC CCACCTARGC TACCARTATR CTTCTGARGR
101 GCAGCAGCAC CCATTAACCT ARGAARGTCAR ARGCARTTCR AATCTCARTG
151 GATAATACGG CCARATARAR GACATRAGGT GTATGTATGC ATARGRARTG
201 GRAGGAGAGAR  ACACAATATT GCAATTAAT TATATCGCCT CCCCTCTTAT
251 TTCACGARAG TGARARGATC ARATATARTC TCATGGARGT CAARRTATATT
301 GRATTCTGAR ACCAGAATTG AGCCACTGCR AGCRARGRCC ATACCRARCC
L) ARACCAACAG CAACAGTGAR CAAGATAGTIT GA
S-D-4-100 markeri i¢in primer dizayni
& Primer3Manager
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About
< Back
Pair 1:
# Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: TGGCATGGATGAAACTGTTC
Start: 2 Length: 20 bp Tm: 39.5°C GC: 45.0% ANY: 50
¥ Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: TTAATTAATACACCAATGGCCTGT
Start: 152 Length: 24 bp Tm: 588 °C GC: 333 % ANY: B0
Product Size: 151 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0
Send to Primer3ianager  Reset Form
1 TTGGCATGGA TGARACTGTT CTTTTCTCTT TTGTTGTCCT CCTTGCATTC
51 ATGAACAGAR CCTTATTGTT ATARATGTTAT TOGATGAGTTG ARTTAGATGT
101 TGTCARCACT  ARCARCATTT ARAGTTTITAC AGGCCATTGE TGTATTAATT
151 ARTAGT

Select all Primers

S-1-3-130 markeri i¢in primer dizayni
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Help
Source Code
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S.UZUNOGLU

. Primer3Manager

Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About

< Back

Par 1:

¢ Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: CAAATTCACATAACCAGCATTGA

Start: 14 Length: 23 bp Tm: 35.9*°C GC: 34.8% ANY: 4.0

# Right Primer 1:  Primer_R

Seruence GTCCOGERACGTRAAATTEAT

Start: 257 Length: 20 bp Tm: 62.1°C GC: 50.0% ANY: 7.0
Product Size: 244 bp Pair Any: 7.0 Pair End: 1.0

Send to Primer3Manager = Reset Form
1 ARARTATTGT GTACARATTC ACATARCCAG CATTGRATTT TCCRATTGTG
51 AGARATGTAG AGTTAGETGA GUTAAGTAAT TAGRARATTAG GTGAATGAGC
101 TACATTTCAT GUTTTCAGTT AARCCTTCTTC ACCTARACCE  ARTCTCCATG
151 ATTGCRACCA CARRGACRAC ACTGATGGAT ACAGCTCAAC TAGCTCTACA
201 CTACTCTATT CTAGACTATT CAAARTCARTT GAGGTARAARTC ARTTTCACGT
251 CCOGGACATG CGAGARTTGT CTACARARTC ATCGAGTGTA TTTCACARTT
301 CGACTATRAR TRABATTTTC ATARARARGAR ATARARARTRE ARTGAACGAG
351 TGCATTTAAR TTATTTARTC AGARCTTACG TACTTATTTIT ATTT

S-D-2-135 markeri igin primer dizayni
a Primer3Manager

Primer3Plus

pick primers from a DNA sequence About

= Back

Pair 1:

¢ Left Primer 1:  Primer_F

Sequence: GCTTCTTATTCACTTAAATGGTGCT

Start: 36 Length: 23 by Tm: 59.3°C GC: 36.0% ANY: 6.0

* Right Primer 1:  Primer_R

Sequence: TCGTCACTTTTTCTAAGAGAGCTT

Start: 288 Length: 24 bp Tm: 58.1°C GC: 375% ANY: 50
Produet Size: 233 bp Pair Any: 6.0 Pair End: 1.0

Send to PrimeriManager = Reset Form

1 GTTTGAARAR ARARGTTATT TTTAGCTTTIT AARCTAGARTT TTTGAGTATT
51 TTGTAGETTC TTATTCACTT ARATGGTGCT GRATTTAGAR CTTACTTATC
101 TACCARTCAC TCAATTTTCR ACTTAGARGSE GGTTGGATG AGTTTATRAG
151 CTTGACAGAR CGTCTTGTAG GATGTTCTGG AGTTTATRAR ATATTRATAG
201 TGTTTGTTAR ACTTTTTTAR AARRARRARRCT TATAARTTCA ARCAATARGR
251 TTTTATAGGE TTATARGCTC TCTTAGARAR AGTGACGRGT TATTAGTGTA
01 TCTGTAARTC AARCAARCTCT TCCATCTTGT TCTGTCCRAR GACTCCAARAC
351 ARTTTAGAAR CATATTCTTAE ARATARGTTG T

S-D-13-823 markeri i¢in primer dizayn1
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Help
Source Code

SELF: 1.0

SELF: 2.0

Help
Source Code

SELF: 0.0

SELF: 2.0
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L] Primeridanager
Primer3Plus
pick primers from a DMNA ssquence About
| = Back |
Pair 1:
¢ Left Primer 11 Prrrer_F
Sequenca: TCTOCEGACTETCTEAAAGS
Start: 133 Length: 20 bp Tm: 6&0.4°C GC: 550 % AMNY: 8.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: TETCTTTGATCCEGTTGETCA
Stari: TIR Length: 20 bp Tm: &0.1°2C G 450 % ANY: 4.0
Produst Size; 626 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 2.0
| sand to Primerilanager || Resst Form
1 ARGCTEEAGE  ARRCRAAATGT ACTAARRAGAT CARGRATCAA CRACARAGAC
51 TARRATTCCA FCARCTTCAC TATEAARATT TARASECAATT AATCTEE
101 GEAGCRATGA  CAGETAARGTA GTACARGAAC AATCTOCGGEA CTGTCTGRAA
151 CARGATTECA GEETCACTGCA TTCTTAATAR AGAGARTAGC
201 TERGECRCCA GATTARCATA ATTTTTAAGE
251 CTITITCETTC TAARTARGECT TATATTCACA SETAAAGEAT
ELS AAATGTTTTE  TAACAGERAAC TAATACTGA GGCACTGETAT
351 TTCTITCARAT TATCTCTEEA  ETAGATAATA TTTAZETCOC  ARETITTTCCA
401 GRARRGRAGC  CARCATARRT  ARGCATGTAR ATCCTGCTAR  TECTTAGRAG
451 CARGAGAART ARGATAGCTA CRAGAACCTC ARACARGARE TTETTTCTAC
501 TETARRRATT GGATGGAATT CTCATATGTT ATATGTITGEA  ARCTTGGRAC
551 ARAAATACGAAS TACAACCEGA TCATTEEITC ACCAAGTTCOC CAGAATTACT
501 TTATGTTATE  CTCATARCTT  CTTGAATTAT TEATCARGTS TTTARARAAT
B51 ATAARCTTEEC TETTACTEEE AGCTAARAGAR AGAGAGEEEE TCARATTTICTIC
701 CCACTGECATC  TAATGAGACA CCATARARAGG TGTAGTATTG ACCAACGEAT
751 CRARGACARE GTGEEAATTTC TATTETAGAR AGGAGTACAT TGECATTTTTC

S-D-13-103 markeri i¢in primer dizayni
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. Primer3Manager
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About
< Back
Pair 1
¥ Left Pomer 1:  Primer_F
Sequence; AATTAGCCGCCTTTTTGGETT
Start: 54 Length: 20 bp Tm: 60.0°C GO 40,0 % ANY: 40
#  Right Primer 1. Primer_R
Sequence: GTTTTGAAATTGACGGTACG
Start: 427 Length: 22 bp Tm: §9.9°C GC: 36.4 % ANY: 5.0
Product Size: 374 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 0.0
Send to Primer3Manager = Reset Form
1 GAGCTCCCAR  ATTAATTGCT TGETCAAARA  AGTATTGAAR GAARRAGAAG
51 GCTAATTAGC CGCCTTTTTG GTTGTAATAA TTGAACCATA  ACTAATGGTT
101 BATTATGTCA TTTCCAGGAG ARRAGTCGTT ARGTTAGTAG CAGTTGTAAT
151 TTATCATC AAGARRARAAT ATAATTGAAT TTTCTTTTCA TARACATAAT
201 ACATATTTAR AATGGAAGAR ATTTAAGAAR AGGAGARGGA TTGAGATTGA
251 GAGACCCAAC TCCACATTGA ARATGGTGAA TTCCCTACTC CACCTACTAR
301 ARACTRACCCA ACTGAATCAG TAGCCTGATG GRCCTACCCC TACCCCGGCA
351 ABRBAGCTCCC  GCCATTARAT GTGCOTCCGA  ACCCATTGAC  GCATCACTAC
401 CGTACCGTAC CGTCAATTTC ARARACAATTG AGRATTTCAT TCCTACAACT
451 ACARTATTTA  CACGCCACTA  ACATARCAAG ARTCCAARAT ATTTCCCGTA
S-D-12-113 markeri i¢in primer dizayni
= Primer3Manager
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About
= Back
Pair 1:
# Left Primer I Primer_F
Sequence: GGCAMAGAAATGCAGAGGAG
Start: 22 Length: 20 bp Tm: 60.0*C GC: 50.0% ANY: 4.0
w Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: CACTTTCACCCACCCATCAT
Start: 231 Length: 20 bp Tm: 606 *C GO 500 % ANY: 30
Product Size: 210 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 2.0
Send to Primer3Manager | Reset Form
1 GGEGTCAAGTT TCTGTGGUAR THGUARAGAR ATGCAGAGGA GTCGTCACAT
51 ATCAARACGC GTTATCTGCT TTAGARCCGR CARACTTCATC ARARTCACTA
101 CCACTGTTTT TGCCCARARAR TRACAGTARAT TATGTGTAAT TAATCARRGE
151 TRARCRATGC ATCTATATAT TTGCTTCATT TTTRAGAAGG ARATRRATAC
201 TAARGTARAT AATGATGGGT GGGTGAARGT GRAAGGARAR ACARGGGTAG
251 ATACATACAT ACATAC

Select all Primers

S-1-11-125 markeri i¢in primer dizaynt
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Source Code
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EKLER
2 FPrimer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Pamr 1:
# LeftPrimer 1. Primer_F
Sequence: TGTGCATCTTTGATACATATGAATTTT
Stat: 8 Length: 27 bp Tm: 60.0°C GC: 259% ANY: B0 SELF: 2.0
¥ Right Pnmer 1:  Primer_R
Sequence; TCACACTGCOTTATTGATTTAATTT
Start: 189 Length: 25bp Tm: 59.1°C GC: 28.0% ANY: 50 SELF: 3.0
Product Size: 182 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 2.0
Send to Primer3Manager = Reset Form
1 TTTGTRATGT GCATCTTTGA TACATATGAR TTTTGAARTT ATATARTTCA
5 ACTTGRATAT GATATTCTTC TARGATAATTC ATTATTGTAT ATATARTTTR
101 ARARATTRAT TATATATTTR GCAGTGCGGT TCAATTTTIT ATGATTITTT
151 ARAATTTTAR ATTRARATTA AARTCAATAAC GUAGTGTGAT TATATTCTAR
201 ATTTAGCTCT AATGGTCGTC TT
Select all Primers
S-D-1-198 markeri igin primer dizayni
0 Primer3Manager Help
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About Source Code
< Back
Panr 1:
¢ Left Primer 1:  Primer_F
Sequence: TTGACGAATAATTTTTGTTTTCCA
Stant: 6 Length: 24 bp Tm: 39.8°C GC: 25.0% ANY: 6.0 SELF: 1.0
* Right Primer 1:  Primer_R
Sequence: CCTGETEGAAATGEAGTCAA
Start: 138 Length: 20 bp Tm: 60.9°C GC: 500% ANY: 3.0 SELF: 3.0
Product Size: 183 bp Pair Any: 6.0 Pair End: 3.0

Send to Primer3Manager = Reset Form

1 CTGTCTTGAC

§1 TCATATGGTC TAATCCCCAR ARTTGRACCTG
101 TTCGGOCTAR  ACGGGACAGG GACTTGICTG
151 AGARRCGCAG ATTTATAGIT GACTCCATTT
201 TACTT

Select all Primers

S-D-1-124 markeri i¢in primer dizayni

GAATAATTTT TGITTTCCAC

CACGTAGAAG TAGTGTAGIT
TTAGAGCAGR GGACTTTTCC
AGTCAATGAR CTATCCATTIG
CCACCAGGCC  CRATGGCCAR
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C Primer3Manager
Primer3Plus
pick primers from a DNA sequence About
= Back
Par 1:
# Left Primer 11 Primer_F
Sequence: GGGGAGGTAATTATTCCGTGA
Start: 73 Length: 21 bp Tm: 60.0°C GC: 47.6% ANY: 0.0
* Right Pnmer I:  Primer_R
Sequence; TATACACGTCCGCAAGAGCA
Start: 226 Length: 20 bp Tm: 604 *C GC: 5000 % ANY: 40
Product Size: 152 bp Pair Any: 4.0 Pair End: 1.0
Send to Primer3Manager | Reset Form
1 CTCCCTCTCT  GACTTTTTCOG  GTCGACACAT CGGCTTGGTC GACTAGTTG
Ll GGARTTCCAC CGTCGRAGCC  GUAGGGGGAG  GTAATTATTC CGTGATTTCT
101 TAGTCTTTTT CTTTTTAATT TCCTCTTGAT TTGTCTCTGC CGEGCTGGCR
151 CGTTCRATCG CGATCATATG GTCTGGCACT  GATTATTTTC TTTATTGLOGE
201 GOTCTTGET CTTGCGGACG TGTATAGACT TAARGRACTAT TTAGTGACTC
251 GRACGRTTAT GCTTCGTCCG  CGCTTCT

Select all Primers

S-1-1-101 markeri igin primer dizayni
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