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Oryza rufipogon Griff. Mitokondri Genomunun (mtDNA) In silico SSR
Analizi
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Ozet: Kiiltiivar1 yapilan celtik tiirleri, insan beslenmesi icin en 6nemli iiriinlerden biridir. Oryza cinsi 21
yabani ve 2 kiiltiivar tiir barindirmaktadir. Oryza rufipogon Griff. kiiltiivar ¢eltigin yabani atasidir ve aynen
kiiltiivar geltik tiirleri gibi (Oryza sativa L. ve Oryza glaberrima Steud. ) AA genom yapisina sahiptir. Basit
dizi tekrarlar1 (SSRs) olarak da bilinen mikrosatellitler, biitiin genomda dagilmis halde bulunan kiigiik ve
birbirini izleyen tekrarlardir (1-6 bg). Bu c¢alismada, biyoenformatik araglar kullanilarak in silico O.
rufipogon mitokondriyal genomunda SSR’lart (MtSSR) tamimladik. Mitokondriyal genomda 594 SSR
ortalama 1 SSR/1.06 kb olarak belirledik ve mtSSR’larin %96’sinin kodlama yapmayan bolgelerde olmasina
karsin mtSSR’larin %4’i kodlama yapan bolgelerde gozlemlendi. Tek niikleotid SSR’lar kodlama
bolgelerinde baskin olmasina karsin {i¢ niikleotid SSR’lar mitokondriyal genomda en fazla bulunan
tekrarlardir. Tek niikleotid tekrarlar1 igin en sik tekrar A/T (85.5%), ikili niikleotid tekrarlari i¢in AG/CT
(70.59%), tglii niikleotid tekrarlar1 igin AAG/CTT (30.9%), dortlii niikleotid tekrarlar1 i¢in AAAG/CTTT
(24.5%), besli niikleotid tekrarlari icin esit AAATT/AATTT, AAGAT/ATCTT, AATTC/GAATT ve
CCCGG/CCGGG (16.7%), altili niikleotid tekrarlart igin AAAAAT/ATTTTT (100%) bulunmustur. Sonug
olarak, bu caligmanin bulgulari gelecekte farkli Oryza tiirleri igin filogenetik, evrimsel genetik, genetik
haritalama ve mtSSR temelli genetik ¢esitlilik caligmalarina bilimsel bir zemin saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Oryza rufipogon, geltik, mtDNA, SSR, in silico analiz.

In silico SSRs Analysis of Mitochondrial Genome (mtDNA) of Oryza
rufipogon Griff.

Abstract: Cultivated rice is one of the most important crops for human diet. The Oryza genus includes 21
wild species and 2 cultivated species. Oryza rufipogon Griff. is the wild ancestor of cultivated rice and has
AA genome structure as cultivated rice species (Oryza sativa L. and Oryza glaberrima Steud. ).
Microsatellites also known as simple sequence repeats (SSRs) are small tandem repeats (1-6 bp) that are
interspersed throughout the genome. In this study, in silico we identified mitochondrial SSRs (mtSSR) in O.
rufipogon mitochondrial genome (mtDNA) by using bioinformatics tools. We determined 594 SSRs in the
mitochondrial genome with an average of 1 SSR/1.06 kb and a total of 4% mtSSRs were observed in genic
regions while a total of 96% mtSSRs were observed in intergenic regions. Trinucleotide SSRs were the most
abundant repeats in mitochondrial genome while mononucleotide SSRs were predominant in genic regions.
The most frequent motifs were A/T (85.5%) for mononucleotide repeats, AG/CT (70.59%) for dinucleotide
repeats , AAG/CTT (30.9%) for trinucleotide repeats, AAAG/CTTT (24.5%) for tetranucleotide repeats,
AAATT/AATTT, AAGAT/ATCTT, AATTC/GAATT and CCCGG/CCGGG were equal (16.7%) for
pentanucleotide repeats and AAAAAT/ATTTTT (100%) for hexanucleotide repeats. In conclusion, this
study results provide scientific basis for phylogenetics, evolutionary genetics, genetic mapping and diversity
studies based on mtSSRs for different Oryza species in future.

Key words: Oryza rufipogon, rice, mtDNA, SSR, in silico analysis.

1. Giris

Kiiltiirti yapilan celtik tiirleri, diinyadaki en
onemli beslenme kaynaklarindandir ve yaklasik
diinya  niifusunun  %50’sinin ~ beslenme
ihtiyacim karsilamaktadir (Gao ve ark., 2006).
Celtik kiiltiir calismalarinin yaklagik olarak
9000 yil o6nce Hindistan ve Giiney Cin’nin
blyiik bir kisminda bagladigi  tahmin
edilmektedir. Celtik, Oryza cinsine ait olan ve
kiiltiirii yapilan Asya pirinci Oryza sativa L. ve
Afrika pirinci  Oryza glaberrima Steud.

tirleriyle birlikte yaklagik yirmiden fazla
yabani c¢eltik tiiri barindirmaktadir (Khush,
1997). O. glaberrima tirii Bati Afrika’nin
belirli bolgelerinde yetistirilirken, O. sativa tiirii
kiiresel Olgekte yetistirilmektedir (Londo ve
ark., 2006). Yabani celtik olarak da bilinen O.
rufipogon Griff., Asya kiiltiivar pirincinin atasi
olarak  bilinmekte  olup  ¢eltik  1slah
calismalarinda en 6nemli gen havuzlarindan
biridir (Oka, 1988). O. rufipogon giiniimiizde
Cin’in baz1 bolgelerinde dogal olarak dagilim
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gostermektedir (Gao, 1997). ilk erkek sterilite
geni (MS) O. rufipogon tiiriinde tespit edilerek
diger kiiltiivar celtik tiirlerine aktarilmistir
(Yuan ve ark., 1989). Ayrica, bu tiir tungro
viriisiine karst dayaniklilbik ve asit siilfath
topraklara dayaniklilik gibi 6nemli agronomik
ozelliklerin kiiltiivar celtik tiirlerine
aktarilmasma kaynak saglamistir (Bellon ve
ark.,, 1998). Oryza tirleri diploid ve
allotetraploid genom yapilarina sahiplerdir.
Diploit tiirler AA, BB, CC, EE, FF veya GG
genom yapisina sahipken allotetraploid tiirler
BBCC, CCDD veya HHIJJ genom yapisina
sahiptir (Nishikawa ve ark., 2005). Kiiltiivari
yapilan iki celtik tirii de (O. sativa L. ve
O.glaberrima Steud. ) 2n = 24 diploid
kromozom yapisina sahiptir ve yabani ¢eltik
tirti olan O. rufipogon tiiriinde de oldugu gibi
AA genom yapist ozelligi gostermektedir (Xu
ve ark., 2007).

Bitki mitokondriyal genomlari (MtDNA)
dizi (nokta mutasyonlari, eklenme-silinme vb. )
ve yapisal diizeyde (yabanci DNA parcasi
eklenme, duplikasyon, DNA kirilmalart vb.)
¢ok dinamik yapiya sahiplerdir. Ozellikle kapali
tohumlu bitkilerde mtDNA biiyiikliikleri 200 kb
ile 2000 kb arasinda degismektedir (Palmer ve
ark., 2000). Ayrica, bitki mitokondriyal
genomlarinda dagilmis halde bulunan kiiciik ve
biiytik tekrar birimleri (MtSSR) mtDNA’ya ¢ok
dinamik bir genom yapist saglamaktadir
(Mackenzie ve ark., 1994).

Mikrosatellit veya basit dizi tekrarlarlar
(SSRs) uzunluklari canlilarda 1-6 baz ¢ifti (bp)
arasinda degisen ve Okaryotik organizmalarmn
cekirdek ve organel genomlarinda yaygin
olarak bulunan tekrar dizileridir (Victoria ve
ark., 2011).

Genom igerisine dagilmis olan SSR
bolgelerindeki varyasyonlar, genetik gesitlilik,
genetik haritalama ve fonksiyonel g¢esitlilik
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Varshney ve ark., 2005).

Yapilan bu ¢alismada, biyoenformatik
araclar yardimiyla O. rufipogon mitokondriyal
genom dizisi kullanilarak in silico SSR analizi
gerceklestirildi  ve genom icindeki SSR
yogunlugu, SSR motifleri, SSR uzunluklar1 gibi
parametreler tespit edildi.
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2.Materyal ve Metod

Bu calismada Oryza rufipogon tiiriine ait
tamamlanmig mitokondriyal genom  dizisi
(aksesyon no: NC 013816, biiylikligii: 559045
baz ¢ifti) FASTA  formatinda  Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi’nden (NCBI) elde
edildi (www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/).
Mitokondriyal ~ SSR’larm  belirlenmesinde
MISA yazilimi  kullanildi  (http://pgrc.ipk-
gatersleben.de/misa/). SSR’lar belirlenirken
minimum tekrar sayilar tek niikleotidler i¢in 8,
ikili niikleotidler i¢in 5, tgld, dortlii, besli ve
altili  niikleotid tekrarlarn1 igcin 3 olarak
belirlendi. Ayrica, SSR bolgelerinin kodlama
yapan veya yapmayan bolgelerde olup olmadigi
Genbank annotasyon verilerine gore analiz
edildi ve bulunan iiglii SSR tekrarlarinin yer
aldigr lokuslarin muhtemel kodladigi amino
asitlerde tespit edilmistir.

3.Sonuglar ve Tartisma
3.1.mtSSRs yogunlugu

O. rufipogon mitokondriyal genom analizi
sonuglarinda toplam 594 mtSSR bulundu ve bu
SSR’lardan 24 tanesinin (%4) kodlama yapan
bolgelerde (genic), 570 tanesinin (%96) ise
kodlama yapmayan boélgelerde (intergenic)
oldugu tespit edildi (Sekil 1.).

Ortalama SSR yogunlugu kilobaz (kb)
basma 1.06 ve G+C igerigi %44.04 bulundu.
Rajendrakumar ve ark. (2007) Oryza sativa
subsp. japonica tiiriiyle yaptiklari galigmada
2528 SSR tespit etmis olup bunlarm %8,7’sinin
kodlama yapan bolgelerde oldugu goriilmiistiir.
Bu oranin bizim buldugumuz sonuglardan
yaklasik 2 kat daha fazla oldugu, ayrica
ortalama kilobaz bagina mtSSR yogunlugunun
kodlama yapan bolgelerde 4.2, kodlama
yapmayan bolgelerde 5.3 oldugu ve bu
sonuglarin bulgularimizdan yaklagik 4-5 Kat
fazla  oldugu saptanmistir.  Chlorophyta
taksonuna ait 14 mitokondri ve 22 kloroplast
genomunda yapilan in silico SSR analiz
calismasinda, mtDNA’larin yaklasik %50’sinde
kodlama yapan bolgelerde SSR bulunamamis,
var olanlarda ise %0.02 — %0.68 arasinda
degistigi goriilmiistiir (Kuntal ve Sharma,
2011). Bu degerlerin yaptigimiz ¢alismanin
sonuclarina  gére  ¢ok  diisik  oldugu
anlasilmstir.
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Sekil 1. Kodlama yapan ve yapmayan bolgelerdeki mtSSR’lar

3.2.mtSSR tipleri ve motif dagilim

mtSSR motif dagilimlari incelendiginde,
genom seviyesinde en fazla ii¢lii tekrar oldugu
(%52.9) daha sonra sirastyla tekli tekrar
(%33.7) ve dortli tekrar (%8.2) oldugu
gorlilmistiir (Sekil 2.).

Kodlama yapan bolgelerde en fazla tek
niikleotid SSR (%2) daha sonra sirasiyla ii¢
niikleotid SSR (%1.8) ve dort niikleotid SSR
(%0.2) bulunmustur. Bazi yapilan c¢alismalarin
sonuclarina gore, kodlama bolgelerinde tglii
niikleotid tekrar1 en yaygin olarak bulunurken
bunu iki ve dortli niikleotid SSR’lar1 takip
etmektedir (Varshney ve ark., 2005) fakat
calismamizin bulgular bu hipotezi
desteklememektedir. Buna Kkarsin, kodlama
bolgelerindeki ticlii tekrarlarin ¢oklugu da

dikkat ¢ekmektedir. Uglii SSR bolgelerin
genelde kodlama bdlgelerinde yer aldigi, buna
karsin diger tekrar tiplerinin kodlama yapmayan
bolgelerde daha fazla bulundugu, bununda
kodlama bolgelerindeki ticlii tekrarlarin gergeve
kayma  mutasyonlarinin  baskist  altinda
seleksiyona maruz kalarak T{¢lii tekrarlar
disindaki SSR motiflerinin varyasyonuna neden
oldugu disiiniilmektedir (Metzgar ve ark.,
2000). SSR tiplerine bakildiginda tek niikleotid
tekrarlarmmda  A/T  (%85.5) tekrarimin  G/C
(%14.5) tekrarlarindan fazla oldugu
bulunmustur (Sekil 3.). Bu sonu¢ bazi 6nemli
tahil bitkilerinin genom analizlerinin verilerine
paralel bulunmustur (Rajendrakumar ve ark.,
2008).
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Sekil 2. Farkli mtSSR tekrarlarmin toplam say1lari
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sekil 3. En sik goriilen mtSSR motifleri

Oryza sativa subsp. japonica SSR
analizlerinde en fazla iki nikleotidli tekrar, tek
niikleotidli tekrar ve 1ii¢ niikleotidli tekrar
bulunmustur (Rajendrakumar ve ark., 2007). Bu
sonuclar bizim ¢alismamizin sonuglariyla
ortiismemekte olup bu farkliligin, O. rufipogon
tiiriiniin gen havuzunun farkli evrimsel dinamik
stireclere maruz kalmasindan kaynakladigim
diisiiniilmektedir. Iki niikleotid tekrarlarinn tek
niikleotid tekrarlarina oranla saymnin yaklagik
12 kat az oldugu, AG/CT tekrarmmin en fazla
oldugu (%70.59) bunu da AT/AT tekrarinin
(%20.1) izledigi goriildii ve bu sonucun celtikle
yapilan ¢alismayla ortiismedigi (Rajendrakumar
ve ark., 2007) fakat degisik bitki gruplariyla
yapilan mtSSR analiz sonuglariyla uyumlu

oldugu goriilmistir. (Kuntal ve Sharma, 2011)
(Tablo 1.). Ayrica, bazi bitki tiirlerinde
gergeklestirilen kloroplast genomu (cpDNA)
SSR analizi ¢alismalarinda da benzer sonuglarin
elde edildigi anlasilmistir (Gandhi ve ark.,
2010). Ug niikleotid tekrarlarinda AAG/CTT
(%30.9) motifi en fazla bulunurken sirasiyla
ACT/AGT (%12.4) ve AAT/IATT (%9.9)
motiflerinin bunu izledigi tespit edilmistir.
Arabidopsis thaliana model bitkisinde yapilan
SSR analizlerinde en fazla goriilen ti¢ niikleotid
tekrarmimn AAG oldugu bulunmustur (Varshney
ve ark., 2002) ve bu sonucu bulgularimiz
desteklemektedir. Ayrica, diger organel genom
analizleri de ¢alismamizin sonuglariyla

Tablo 1. Oryza rufipogon mitokondriyal genomunda gbzlemlenen tekrar motifleri

Tekrar sayisi

Motif

Iki niikleotid

Ug niikleotid

Dort niikleotid

Bes niikleotid

Alt1 niikleotid

AG, AT, CT, TC

AAC, GTT, AAG, CTT, AAT, ATT, ACC, GGT, ACG,
CGT, ACT, AGT, AGC, CTG, AGG, CCT, ATC, ATG,
CCG, CGG

AAAC, GTTT, AAAG, CTTT, AAAT, ATTT, AACG,
CGTT, AAGC, CTTG, AAGG, CCTT, AAGT, ACTT,
AATG, ATTC, ACCT, AGGT, ACTG, AGTC, AGCG,
CGCT, ATCC, ATGG, CCCG, CGGG, CCGG, CCGG

AAAGG, CCTTT, AAATC, ATTTG, AAATT, AATTT,
AAGAT, ATCTT, AATAG, ATTCT, AATCC, ATTGG,
AATTC, AATTG, CCCGG, CCGGG

AAAAAT, ATTTTT
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paraleldir (Rajendrakumar ve ark., 2007,
Rajendrakumar ve ark., 2008). Dort niikleotid
SSR  motiflerinde en  fazla  sirasiyla
AAAG/CTTT (%24.5), AAGC/GCTT,
AAGG/CCTT, ACTG/CAGT (%10.2) ise esit
oranla dagilim gdstermistir. Bes niikleotid

tekrarlarinda AAATT/AATTT,
AAGAT/ATCTT, AATTC/GAATT ve
CCCGG/CCGGG  (%16.7) motifleri  esit
oranlarla tespit edilmistir. Alt1 niikleotid

tekrarlarinda sadece AAAAAT/ATTTTT motifi
(%100) gozlemlenmistir.

Genbank annotasyon verilerine gore O.
rufipogon mtDNA’sinda 59 gen bolgesi
tanimlanmig olup yapilan analizler sonucunda
24 genin (%40.7) SSR bolgeleriyle iliskili
oldugu saptanmistir. Gen bolgeleri igindeki
SSR’lar genom igerisindeki tekrar yapmayan
bolgelere oranla daha yiiksek mutasyon egilimi
gostermektedir. Ayrica, SSR varyasyonlar1 gen
anlatimmi, gen aktivitesinin susturulmasini
veya fonksiyonunun degistirilmesi gibi olaylari
da etkilemektedir (Li ve ark.,, 2004). Elde
ettigimiz bulgular temel alindiginda, biitiin
genomda en fazla bulunan SSR motifinin gl
tekrarlar olmasi ve kodlama yapan bolgelerdeki
en sik bulunan SSR motiflerinden ikinci sirada
olmast yukaridaki hipotezle uyum
gostermektedir. Kodlama bolgelerindeki {iglii
tekrarlarin  muhtemel kodladigt aminoasit
cesitleri incelendiginde, en fazla kodlanan
aminoasitler 16sin ve aspartik asit (%27.3),

E. FiLiZ

glutamin, glisin ve fenilalanin seklindedir
(%8.68) (Sekil 4.). Farkli aminoasit tekrarlar
farkli protein siniflarini ortaya ¢ikarmaktadir. A.
thaliana model bitkisinde en fazla tekrarlanan
kodonun lizin (Lys) oldugu gortilmiistiir (Li ve
ark., 2004). Bu sonug¢ O. rufipogon bitkisinin
verileriyle uyusmamaktadir.

Mikrosatellitler, genom igerisinde kodlama
yapan ve yapmayan bolgelerde diizenli dagilim
gostermeyen kisa DNA dizileridir, DNA
eslenme ve onarilma siirecleri farkli tiirlerde
SSR dagilimini etkilemektedir (Oliveira ve ark.,
2006). Bu c¢alismada, O. rufipogon tiiriiniin
komple mitokondriyal genomu (mtDNA)
biyoenformatik araglar yardimiyla analiz
edilmistir ve 6zellikle belirlenen mitokondriyal
mikosatellitlerin (mtSSR) %96 gibi biiyiik bir
oraninin kodlama yapmayan bolgelerde oldugu
saptanmistir.

25.762 tahmini protein kodlayan DNA
dizileri incelenmesi sonucunda, tglii niikleotid
tekrarlar1 hari¢ diger tiim SSR tipleri kodlama
bolgelerinde kodlama yapmayan bolgelere
oranla ¢ok diisik frekansta bulunmus ve
bununda kodlama boélgelerindeki gerceve
kayma mutasyonlarima karst negatif bir
seleksiyona katkida bulunacagi diisiiniilmiistiir
(Morgante ve ark., 2002). Kodlama yapmayan
bolgelerdeki SSR sayisinin fazla olmasi ve
kodlama bolgelerindeki SSR sayilariin da tglii
tekrarlarda ikinci sirada bulunmasi bu hipotezle
uyum gostermektedir. Sonu¢ olarak, SSR

digerleri ise esit yiizdelerle lizin, izolosin,
-
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sekil 4. Kodlama bolgelerindeki SSR bolgeleriyle iliskili olas1 aminoasit iirlinleri
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bilgilendirme giicli, polimorfizm orant ve
mutasyon oranlarina bagli olarak varyasyon
seviyesi de Onemli derecede yiiksektir. SSR
markorleri, bitki filogenetigi ve genetik
cesitlilik ¢alismalarinda, genetik haritalama ve
fonksiyonel genomik c¢aligmalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. Bu ¢alismanin
sonuglari, ozellikle gelecekte yapilacak olan
celtik tiirleriyle ilgili mtSSR caligmalarina
giiclii bir bilimsel zemin olugturacaktir.
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