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OZET
SARI PAS HASTALIGINA DAYANIKLI VE DUYARLI

EKMEKLIK BUGDAY (Triticum aestivum L.) CESITLERINDE
DNA METILASYON POLIMORFIiZMINIiN INCELENMESI

Klasik 1slah galigmalarinin ¢ok maliyetli olmasi, uzun zaman almasi ve fazla
isglicii gerektirmesi nedeniyle, molekiiler 1slah ¢alismalar1 son yillarda hiz
kazanmistir.  Ozellikle, tarimsal agidan &nemli yeni molekiiler markorlerin
gelistirilmesi, bitki 1slah programlarina uygun genotiplerin se¢imi ve genotiplerin
birbirine yakinlik ve uzaklik matrikslerinin olusturulmasi agisindan son derece
onemlidir. Bu tez calismasinda; sar1 pas hastaligina dayanikli ve duyarli anag
genotipler (P1178383, Harmankaya99, izgi01, ES14, S6nmez2001, Aytin98) ve F,
bireyleri, 50 RAPD primeri kullanilarak taranmistir. Anaglar arasinda polimorfik
oldugu goézlemlenen 45 adet RAPD primeri kullanilarak P1178383 x Harmankaya99,
Izgi01 x ES14 ve S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonlarinda Bulk Segregasyon
Analizleri yapilmistir. Ayrica, DNA metilasyon polimorfizmini belirlemek amaciyla
CRED-RA teknigi yardimiyla, RAPD analizlerinde kullanilan 50 adet primeri ile
ayni ¢esit genotipler polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmustur. CRED-RA
analizleri sonucunda anaglar arasinda polimorfik olarak belirlenen 50 adet primer,
yine ayni kosullar altinda PI178383 x Harmankaya99, Izgi0l x ES14 ve
Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonlarinda Bulk Segregasyon Analizleri’'nde de
kullanilmigtir.  Elde edilen sonuglar, DNA metilasyon polimorfizmi ve epigenetik
markor olasiligi agisindan degerlendirilmistir.  Bu verilere gére, DNA metilasyon
polimorfizmi oraninin en fazla PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda, en az
ise Izgi01 x ES14 kombinasyonunda oldugu goriilmiistiir. Epigenetik markor olma
olasiliginin ise S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda en fazla, P1178383 x
Harmankaya99 kombinasyonunda ise en az oldugu belirlenmistir.  Her iki
degerlendirme sonucunda da sar1 pas hastaligi dayaniklilik kaynagi ile genetik olarak

baglant1 gdsteren bir markor elde edilememistir.
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ABSTRACT
INVESTIGATIONS OF DNA METHYLATION

POLYMORPHISM IN TOLERANT AND SUSCEPTIBLE BREAD
WHEAT (Triticum aestivum L.) CULTIVARS FOR YELLOW
RUST DISEASE

Molecular breeding studies, runs up in late years because of classis breeding
studies are very expensive, have very long times and too much reproductive power.
Particularly, the development of molecular markers associated with important
agricultural traits, is extremely important selection of consistant genotypes to plant
breeding programs and generating the distance/similarity matrixes among genotypes.
In this thesis study, yellow rust disease resistant and susceptible (P1178383,
Harmankaya99, 1zgi2001, ES14, Sénmez2001, Aytin98) parent genotypes and their
F, individuals were screened by 50 RAPD primers. Bulk Segregation Analyses were
performed in P1178383 x Harmankaya99, Izgi01 x ES14 ve S6nmez2001 x Aytin98
combinations with 45 RAPD primers that observed polymorphic between parents.
50 RAPD primers were also used in RAPD analyses, which were used in PCR with
the same genotyes by CRED-RA technique for determining the DNA methylation
polymorphism. CRED-RA analyses results identified as polymorphic between the
rootstocks of 50 primers were also used again in PI178383 x Harmankaya99, izgi01
x ES14 ve Sonmez2001 x Aytin98 combinations in bulk segregation analyses under
the same conditions. The obtained results were evaluated in terms of DNA
methylation polymorphism and epigenetic marker. Based on these data, the highest
DNA methylation polymorphism ratio was observed in P1178383 x Harmankaya99
combination, the lowest DNA methylation polymorphism ratio was observed in
Izgi01 x ES14 combination. The most epigenetic marker are likely to be in
Sonmez2001 x Aytin98 combination, the least in PI178383 x Harmankaya99
combination was determined. A marker that genetic linkage resistant genes of stripe

rust disease could not be obtained at the end of the assessment results in both.

May, 2010 Dilek TOK
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SEMBOLLER

cm : Santimetre
CO, : Karbondioksit
EtOH : Etanol

g : Gram

Hg : Hektogram

Kg : Kilogram

Ha . Hektar

HCI - Hidroklorik asit
MgCl, : Magnezyum kloriir
mg : Miligram

mi - Mililitre

mM : Milimolar
NaAcO, : Sodyum asetat
ng - Nanogram

nm - Nanometre

U > Unit

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar

°C : Santigrat derece
% - Yiizde
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AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism, Cogaltilmis Parga
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uv
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- Restriction Fragment Length Polymorphism, Kesilmis Par¢a

Uzunluk Polimorfizmi

: Riboniikleikasit
: Sequence Characterized Amplified Regions, Dizisi Karakterize

Edilmis Cogaltilmis Bolgeler

: Single Nucleotide Polymorphism, Tek Niikleotit Polimorfizmi
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BOLUM 1

GIRIS VE AMAC

I.1. GIRIS

Tim diinyada besin maddesi olarak yaygm bir sekilde kullanilan bugday
tilkemiz ekonomisi agisindan da 6nemli yeri olan bir bitkidir. Ancak bugday
hastaliklarindan biri olan ve dzellikle Puccinia striiformis f.sp. tritici adli biyotropik
bir mantarin neden oldugu sar1 pas hastaligl, tiretiminin yapildig1 alanlara bagh
olarak, yurdumuzda hemen hemen biitiin bolgelerde, %10 ile %100 arasinda
degismekle beraber énemli derecede iiriin kayiplarina ve kalitenin diismesine neden
olmaktadir. Bu hastalikla miicadele amaciyla yapilan kimyasal ilaglama
uygulamalar1 biyolojik ortami etkilemekte, dengeleri bozabilmekte, hatta besin
zincirine girerek insanlarda da toksik etkiler olusturabilmektedir.  Tim bu
olumsuzluklar dikkate alindiginda hastaliklarla miicadelede tarimi yapilan bitkilerin
sahip oldugu genetik dayaniklilik; iireticiler tarafindan kullanilabilecek uygun, ucuz
ve pratik bir kontrol metodu olarak tercih edilen alternatif bir yaklasimdir. Bu
nedenle, sar1 pas hastaliklarina karst dayanikli ve duyarli bugday cesitlerinin
varliginin belirlenip iiretimde degerlendirilmesi 1slah agisindan biiyiilk O6nem
tagimaktadir. Biitlin bunlarin yaninda, c¢evresel ve genetik diizensizlik veya stres,
metilasyonun neden oldugu genetik ve epigenetik degisiklikleri tesvik eder. Ustelik
bitki yasaminda yer alan, metilasyon degisikliklerini tesvik eden ¢evresel ve genetik
uyaricilar yeni epigenetik farkliliklar yaratabilir ve sonraki nesilleri etkileyebilir.
Bunlara neden olan bir¢ok cevresel ve genetik uyaricilar, metilasyon farkliligina
neden olur. Aliminyum, agir metaller ve su stresi gibi ¢evresel uyaricilar genom
boyunca ve spesifik lokuslarda sitozin metilasyonunun artmasina veya azalmasina
sebep olur. Bu anlamda, bitki genomunun gevresel ve genetik strese cevabi, hem
yeni genetik polimorfizmi hem de epigenetik metilasyon polimorfizmini meydana
getirir. Sitozin metilasyonunun neden oldugu cis veya trans elementlerdeki DNA

polimorfizmi, metilasyon polimorfizmini olusturur. Buna alternatif olarak, es alleller



farkli metilasyon bolgelerinde yer alir. Stresin etkisini gosterdigi genotiplerde,
fenotipik ¢esitlilik goriilebilir ve bitki gelisimi etkilenebilir.  Bitkilerin genetik
uyarilmasi, bir nesilden gelecek nesle aktarilan ozellikler i¢in kisisel farkliliklara
neden olur. DNA metilasyonu, etkilelenen gen anlatimi nedeniyle yeni ve kalitimsal
farkliliklara sebep olur.

Yurdumuz kokenli bugday cesitlerinin  sar1  pas hastaligi  agisindan
degerlendirildiginde, anag¢ bitkiler ile dayanikli ve duyarli F, karisimlarinda,
dayanikli genotipi isaret eden polimorfik yapida DNA dizilerinin elde edilmesi
durumunda bu farkliliga yol agan dizi markor olarak kullanilabilecek ve yurdumuz
kokenli ¢esitlerin PZR yontemiyle kisa siirede taranabilmesinde kullanilacaktir.
Ayrica, epigenetik varyasyonlarin en Onemli nedenlerinden biri olan DNA
metilasyonunu belirlemek i¢in kullandigimiz CRED-RA teknigi; metilasyona duyarli
kesim enzimleriyle DNA’nin kesimi sonrasinda bugday ¢esitleri arasindaki
metilasyon degisimlerini ve polimorfizmi belirler. Gozlemlenen bu degisiklikler,
genetik ve epigenetik yapinin temelini olusturur. Bu calismada, RAPD ve CRED-
RA tekniklerini karsilastirmali kullanarak metilasyon farkliliklari incelenmis, CRED-
RA yonteminin Kkullanimina ve bugday cesitleri arasinda DNA metilasyon
hatlarindaki polimorfizmi belirlemede etkili olan epi-markdrlerin incelenmesine
dikkat ¢ekilmistir.

Bu ¢alismalar sonucunda, bitki genotiplerinin sar1 pas hastalifina dayaniklilik
acisindan dogru ve etkin bir bigimde tanimlanmas1 miimkiin olacaktir. Ayrica elde
ettigimiz sonuclar, sadece DNA metilasyon farkliliklarinin karakteristiginin ve
dagilim kuralinin anlagilmasinda yardimci olmakla kalmayacak, iistelik 1slah

uygulamalar1 ve dnemi olan farkli aragtirmalar i¢in teorik bir temel saglayacaktir.



1.2. AMAC

Tiim diinyada bugdayin ana gida kaynagi olmasi ve giinliik enerji ihtiyacinin
karsilanmasinda ortalama %20 paya sahip olmasi, bu bitkinin biyotik ve abiyotik
stres etmenlerine kars1 iyilestirilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir. Diinyada ve
iilkemizde iizerinde tarim yapilabilecek alanlarin azalmis olmasi, arastiricilart daha
yiiksek verim alma konusuna yonlendirmistir. Klasik 1slah ¢alismalari zaman alici
ve masrafli oldugundan siirenin kisaltilmas1 ve ekonomik maliyetin en az diizeye
indirilmesi istenilen amaca en kisa zamanda ulasilmasiyla miimkiindiir. Bugday
islahinda da, belli g¢evre sartlarinda en iyi driinii verebilecek niteliklerde yeni
cesitlerin  ortaya ¢ikarilmast i¢in  Ustlin  genotiplerin  elde edilebilmesi
hedeflenmektedir.

Sar1 pas hastalifl, yurdumuzda bugday alanlarinda % 100'lere varan {iriin
kayiplarina neden olan, iilkemizdeki ve diinyadaki oOnemli biyotik stres
etmenlerinden biridir. Bu tez ¢alismasinda, bugday bitkisinin {iretimini ve verimini
tehdit eden ve Puccinia striiformis f. sp. tritici adli biyotrofik bir mantarin neden
oldugu sar1 pas hastalig1 agisindan, dayanikli ve duyarli olarak belirlenen yurdumuz
kokenli bazi kislik ekmeklik bugday cesitlerinin kisa siirede ve kolaylikla
secilmesine katki saglayabilecek 6zgiin RAPD primerlerinin PZR ve CRED-RA
analizleri ile taranmasi amaglanmigtir. Elde edilen veriler, ¢alismada kullanilan
bugday cesitlerinin genetik ve epigenetik agidan degerlendirilmesine saglayacagi
katkilar yoniinden de 6nemlidir. Sonugta elde edilen veriler ile bu alandaki literatiire

de 6nemli katkilar saglayacaktir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

11.1. BUGDAYIN ONEMI

Bugday (Triticum aestivum L.), bugdaygiller (Poaceae) ailesinden gelen, karasal
iklimi tercih eden ve biitiin diinyada 1slah1 yapilmis, tek yillik otsu bir bitkidir.
Ayrica, un ve yem iiretiminde de kullanilan temel bir besin kaynagidir. Verim
acisindan kaliteli, tarim1 kolay, besin degeri yiiksek ve zengin bir alanda iiretime
sahip oldugu i¢in de diinyada 50’den fazla iilkede yaygin olarak iretilmektedir
(Milner ve ark., 1978). Genellikle 1lik ve serin iklim sartlarinda yetisen bugdayin
ortalama gelisme sicakligr 25°C’dir ve degisik genotipleri birbirinden ¢ok farkli
toprak ve iklim kosullarinda yasayabilir. Yillik yagisin 500-600 mm oldugu yerlerde
veya toprakta bu nemi saglayacak sulamalarda kaliteli ve bol iiriin alinabilmektedir
(www.gap.gov.tr). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (“FAO, Food and
Agriculture Organization of the United Nations”) tarafindan aciklanan verilere gore;
diinyada 240 milyon hektardan daha fazla bir alanda yetistirilmekte olan bugday,
diinya ticaretinde onemli bir yere sahiptir. Bugdayimn ekim alan1 bakimindan diinya
tilkeleri arasinda Tirkiye 7.sirada ve irettigi miktar bakimindan ise 8.sirada yer

almaktadir (Akar ve ark., 2007) (Sekil 11.1).
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Sekil 11.1. 2007 yilinda diinyadaki bugday ekim alanlarina ait oranlar (http://faostat.fao.org).
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Ozellikle yurdumuz gibi tahil agirlikli beslenme sistemine sahip iilkelerde
bugdayin ekim, iiretim ve verim agisindan dnemi daha da 6ne ¢ikmaktadir. Bugday,
iilkemizde de en ¢ok I¢ Anadolu Bélgesi'nde yetistirilmektedir. Bu nedenle, bolge
"Tiirkiye’nin Bugday Ambar1" olarak da anilmaktadir (Zeybek ve Yigit, 2004; Chen,
2005). Sekil 1.2’ de renklendirilen alanlar, Tirkiye’de bugday ekimi yapilan
bolgelerdir. Koyu yesil ile gosterilen alanlar bugday tiretiminin yogun, agik yesil ile
gosterilen alanlar orta yogun, agik mavi ile gosterilen alanlar az yogun oldugu

bolgelerdir.

Sekil 11.2. Yurdumuzda bugday ekiminin yapildigi bolgeler (http://www.tugem.gov.tr).

Ulkemizin bugday tarimmi smirlayict en énemli etmeni olan pas hastaliklari
arasinda, Ozellikle Puccinia striiformis f. sp. tritici adli biyotrofik bir mantarin
neden oldugu sar1 pas hastaligit yurdumuzda hemen hemen biitiin bolgelerde
goriilmektedir ve verimsiz tohum eldesi sonucunda % 100’lere varan Onemli
derecede iiriin kaybina ve danede kalitenin diismesine neden olmaktadir. Ulkemizde
bugiine kadar kayitlara gecen ve degisik pas hastaliklarinin olusturdugu iiriin kaybi
%12-80 arasinda degistigi, duyarli cesitlerle sar1 pas patojeni kullanilarak yapilan
tarla denemelerinde % 100’e varan kayiplarin olustugu gozlenmistir. FAO’nun
istatistikleri degerlendirildiginde, diinya iiretiminin 6nemli bir paya sahip olan, en
onemli bugday tiretici ve tiiketici iilkeleri arasinda yer alan Tiirkiye’de 9.300.000 ha
ekim alan ile 2004 yilindaki bugday tiretiminin 21 milyon ton iken, 2008 yilinda

7.582.531 ha ekim alani ile yaklasik 17 milyon 678 bin tona diistiigli goriilmektedir
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(Tablo 11.1) (http://faostat.fao.org). Bu diisiiste, pas hastaliklar1 6nemli bir paya
sahiptir.

Tablo 11.1.  2000-2008 yillar1 arasinda Tirkiye’deki bugday ekilis-tiretim-verim degerleri
(http://faostat.fao.org).

YILLAR Ekilis (Hektar) Uretim (Ton) Verim (Kg/Hektar)
2000 9.400.000 21.000.000 2.234
2001 9.350.000 19.000.000 2.032
2002 9.300.000 19.500.000 2.097
2003 9.100.000 19.000.000 2.088
2004 9.300.000 21.000.000 2.258
2005 9.250.000 21.500.000 2.324
2006 9.300.000 21.010.000 2.152
2007 9.300.000 17.678.000 1.901
2008 7.582.531 17.782.000 2.345

Bu durum, bugday veriminin sar1 pas gibi biyotik stres etmenlerine ¢ok bagimli
oldugunu, kararl1 ve yliksek bir verim i¢in bu etmenlerin etkisini azaltict sistemlerin

ve hastaliga dayanikli genotiplerin gelistirilmesi gerektigini gostermektedir.

11.2. SARI PAS ETMENI Puccinia striiformis f. sp. tritici

Bitkilerin biiylimesine ve gelisimine olumsuz yonde etki eden stres, i¢c ve dis
kaynakl1 olmak iizere iki gruba ayrilir. I¢ kaynakli stres etmenleri, canlida olumsuz
sonuglar doguran mutasyonlar ve hastalik kaynakli kontrolsiiz hiicre boliinmeleridir.
Dis kaynakli stres etmenleri ise biyotik ve abiyotik olmak iizere ikiye ayrilir.
Kuraklik, tuzluluk, yiiksek veya diisiik sicaklik, 151k miktarinin azlig1 veya fazlaligi,
gelisim i¢in gerekli olan maddelerin yetersizligi, pestisitler ve agir metaller abiyotik
stres etmenleri; virids, bakteri, mantar gibi patojenler, bocek gibi zararlilar ve diger
organizmalar biyotik stres etmenleri olarak siniflandirilmaktadir (Comai ve Madlung,
2004). Bugdayda en onemli stres etmeni, dis kaynakli biyotik etmen olarak kabul
edilen patojenlerdir. Bunlardan; Fusarium (Kiillenme), Puccinia (Pas), Ustilago
(Rastik), Septoria (Yaprak lekesi-Kara zenk), Rhizoctonia (Kok ciirikligi),
Alternaria (Yaprak yanikligi), Microdochium (Basak kiifii) gibi en 6nemli fungal
kokenli hastalik etmenleridir (www.ziraatcim.net). Mantarlar, tahil bitkilerinde

hastalik olusturan organizmalar igerisinde en fazla iirlin kaybina yol acan
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patojenlerdir. Puccinia tiirlerinin sebep oldugu hastaliklar ‘pas hastaliklari’ olarak
bilinmektedir ve 6nemli biyotik stres etmenleri arasinda yer almaktadir (Diisiinceli
ve ark., 1999).

Bugdayda 3 ¢esit pas hastaligi ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; kok pasi, yaprak pasi
ve sar1 pastir. Bu hastaliklarin her birine, Puccinia denen pas mantarinin belli bir
tirii neden olmakta ve bitkideki goriiniimlerine gore isimlendirilmektedir (Marsalis
ve Goldberg, 2006). Siyah pas olarak bilinen kok pasina P.graminis f.sp.tritici
denen mantar neden olur. Kok pasi, oncelikle koklerde ardindan ise tohum, yaprak
ve yaprak kininda goriilebilen, 6nce oval uzayan kizil-kahve olan lezyonlar son
safhada bulanik ve siyah sporlar olusturur. Bu, bitki koklerini zayiflatir ve gegici
konaga zarar verir. Genelde yaprakta goriilen P.recondita f.sp.tritici (simdi
P.triticina olarak bilinir) denen mantarin neden oldugu yaprak pasi lezyonlari, 6nce
kiiglik ve dairesel daha sonralar1 yuvarlak ve sar1 lezyonlar turuncu piistiillere
doniisiir. Bunlarin olusturdugu yiizlerce spor, piistillden kolayca ¢ikar. Tohumun
bas kisminda goriinen zayif turuncu lezyonlarin pistiillere doniismemesi, yaprak
pasini kok pasindan ayirt etmemizi saglayan en 6nemli 6zelliktir.

Uriin kayb1 gesitlerin duyarliliklarma, ¢evre kosullarma, etmenlerin irklarina
gore degistigi gibi yildan yilla ve bolgeden bolgeye gore de farkliliklar
gostermektedir (Zeybek ve Yigit, 2004; Chen, 2005). Diger pas hastaligi olan sari
pas hastaligina P.striiformis f.sp.tritici denen mantar neden olur. Bu patojen arpa,
cavdar ve diger baz tiirlerde etkisini gosterir. Sar1 pas, diger pas hastaliklari i¢inde
en erken goriilen pas tiriidiir. Ik kez 1777 yilinda gozlenmesine ragmen, 1896
yilinda Eriksson ve Henning tarafindan sar1 pas hastaligina yol agan patojenin diger
pas mantarlarindan farkli  oldugu tanimlanmis ve P.glumarum olarak
isimlendirilmigtir. 1953 yilinda ise Hylander ve arkadaslari tarafindan P.striiformis
adinm1 verilmistir. Birincil konaklar1 arasinda ekmeklik bugday, makarnalik bugday
ve bazi arpa genotipleri bulunurken alternatif konaklarina rastlanmamistir. Konak

aralig1 olduk¢a dar olan bugday sari pas mantarlarimin smiflandirilmas: asagidaki

gibidir (Curtis ve ark., 2002) (Sekil 11.3).



Alem : Fungi

Sube : Basidiomycota

Siif : Urediniomycetes

Alt Siuf : Incertae sedis

Takim : Uredinales

Familya : Pucciniastraceae

Cins : Puccinia

Tiir : P. striiformis var. striiformis

Sekil 11.3. Puccinia striiformis f.sp.tritici” in bugdaydaki goriintimii.

Yapraklarin iist yiizeyinde ve basaklarda makine dikisi seklinde ve sar1 renkli
pustiillerin dizilisinin ¢izgiye benzer goriintiisiinden dolay1 “cizgi pasi” da denir
(http://www.ziraatci.com/). Bitkinin yaprak ve bas kisminda ¢izgi olarak ortaya
¢ikan bu piistiiller, hastaligin en 6nemli ayirt edici 6zelligidir. Hafif sar1 bu piistiiller
olgunlastikg¢a, sar1 ve turuncu sporlart olusturur. Hastalik gelistikge, piistiil etrafinda
bulunan dokular kahverengiye doniisiir ve yanmig goriiniimiinii alir.

Piistiiller yazlik sporlarin iretildigi yerlerdir. Mevsim sonuna dogru yazlik
sporlarin yerini siyah renkli kiglik sporlar alir. Yapraklardaki sararma, hem yaprak
past hem de sar1 pas arasindaki en onemli farktir. Bu belirtileri gosteren birgok bitki,
tarlada uzaktan bile fark edilebilir (Marsalis ve Goldberg, 2006).

Hastaligin gelisimi i¢in sartlar uygun hale geldiginde, enfeksiyon 6-8 saatte
tamamlanir ve pistiillerden hastalifin yayilmasina neden olacak ozellikteki
tirodosporlar 12-14 giinde olusur. Kis1 1lik gegen bolgelerde, iirodosporlar biitiin y1l
hayatta kalabilmektedir. Bu yiizden, patojenin hayat dongiisiinii tamamlamasi
gerekir. Pas mantari, farkli spor asamalarindan olusan ve iki farkli konak bitkiye
ihtiyact olan bir yasam dongiistine sahiptir (Sekil 11.4). Sar1 pasin ara konukgusu

bilinmemektedir (Marsalis ve Goldberg, 2006).
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Sekil 11.4. Sar1 Pas etmeni Puccinia striiformis’in yasam dongiisii (http://www.hgca.com).
a) Puccinia enfeksiyonundan sonra oOncelikle piistiil olusumu baglar. Tek bir lezyon
yaklasik 350.000 spor tasir. b) Uredosporlar diizgiin, yuvarlak sekilde bir olusum
gosterirler. ¢) Kalin duvarli kirmizimsi sporlar yirtilmis piistiillerle birlikte bulunur. d) iki
hiicreli teliosporlar, uredosporlarla birlikte bulunabilir.

Enfeksiyonlarin olusumunda sicaklik ve nem ¢ok onemlidir. Hastalik bugday
tarlalarinda ilkbaharda hava sicakliginin 10°-15 °C (optimum 11 °C) oldugu zaman
goriilmeye baglar.

Bitkiler icerisinde bulunduklar1 ortamlarda biyotik ve abiyotik etmenler
tarafindan devamli sekilde uyarilirlar.  Bu uyarilarin  hiicre membranindaki
reseptOrler tarafindan alinarak sinyal iletisimi yoluyla hiicre igerisindeki gerekli

yerlere iletilmesi sonucu bitkide bir tepki olusur (Tor, 1998).
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Bitki ve biyotrof mantar arasindaki etkilesim, Flor (1971) tarafindan keten
bitkisi ve keten pasi hastaliginin etkeni olan Melampsora lini ‘de gelistirilen “gene-
karsi-gen” (gene for gene) modeli ile agiklanabilir. Bu modele gore, bitkide herhangi
bir patojene kars1 olusan dayaniklilik, biri konakta (R geni), biri patojende (avr geni)
bulunan bir ¢ift dominant genin iiriinlerinin etkilesiminin sonucudur. Bu etkilesim
sonucunda, bitki ile patojen arasinda ilk temas kurulduktan sonra patojen ile konukgu
arasinda bir tanisma olay1 gerceklesir ve dayaniklilik mekanizmalarin1 baglatir. Bu
olay ile patojen, karsilastigi bitkinin kendi konukg¢usu olup olmadigina karar
verirken, konukg¢u bitki de gelen uyaricinin bir patojenden olup olmadigini ve ona
kars1 nasil bir reaksiyon verebilecegini tespit eder. Bdoylece, bitkide aktif savunma
sistemi ve tepki mekanizmasi caligmakta ve sonugta dayaniklilik olgusu ortaya
¢ikmaktadir (Flor, 1971; Dangl ve ark., 1995).

Gene kars1 gen etkilesiminin tetikledigi dayaniklilik mekanizmasi “Asir1 Duyarli
Yanit - Hypersensitive Response (HR)” olarak isimlendirilir. Asir1 duyarli yanat,
komsu hiicreleri patojenin varligina karsi uyaracak olan sinyal molekiillerin
olusturulmas1 ve patojenle temas kuran hiicrelerin programli O6limii  gibi
mekanizmalar1 kapsar (Yu ve ark., 1998; Pryor, 1987). Duyarli denilen konuk¢u
bitki ile virulent denilen patojen arasindaki iliski uyumlu olarak tarif edilir. Buna
karsilik, patojen bitkide herhangi bir zarar meydana getirmiyor, normal yasamini
devam ettiriyor ve bitkiyi istila ederek ¢ogalmasin siirdiiriiyorsa bu bitki o patojene
direnglidir. Ancak, bitki bu patojenin gelisme ve ¢ogalmasini ¢esitli nedenlerle
tamamiyla durduruyor ise bu bitki genel anlamiyla dayanikli olarak kabul edilmekte
ve patojen de avirulent olarak adlandirilir. Dayanikli bitki ile patojen arasindaki
iliski de uyumsuz olarak kabul edilir (Lindsay ve ark., 1993).

Sar1 pasin diinyadaki yayilimina bakildiginda, diger pas hastaliklarina gére daha
yiiksek alanlarda, kuzey enlemlerinde ve ilkbaharin serin ve yagish gectigi yerlerde
yaygin olarak goriilmektedir. Sar1 pas hastalig1 6zellikle Kuzey-bati Avrupa, Kuzey
Amerika, Hindistan ve Cin’i i¢ine alan daha serin bolgelerde goriilen 6nemli bir
kiiresel problemdir (Singh ve ark., 2002). Buna ek olarak, Sar1 pas iilkemizde
ozellikle I¢ ve Dogu Anadolu, kahverengi pas sahil bolgeleri, kara pas ise Giiney,
Bati ve I¢ Anadolu bélgelerinde yaygindir (http://www.ipsalatarim.gov.tr), (Sekil
11.5).
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Latin Amerika
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FV#

Sekil 11.5. P. striiformis f.sp. tritici’nin dinya tizerindeki dagilimi (CABI, Crop Protection
Compendium, http://www.cabicompendium.org., 2005).

Sar1 pas yurdumuzda hemen hemen biitiin bolgelerde oldugu gibi diinya ¢apinda
da 6nemli derecede liriin kaybina ve tanede kalitenin diigmesine neden oldugu icin
bugday ¢esitlerinin sar1 pas hastaligina dayaniklilik acisindan dogru ve etkin bir
bigimde ve kisa zamanda tanimlanmasi olduk¢a 6nemlidir. Bitki 1slahinda hastalik
ve zararlilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi yiliksek yeni cesitlerin secimi;
zahmetli, yiiksek maliyet gerektiren ve olduk¢a uzun zaman alan islemlerdir. Bu
caligma, bugday 1slah1 ¢aligmalar1 kapsaminda genetik materyalin sar1 pas hastaligi
icin dogru olarak degerlendirilmesinin yani sira bu alanda bundan sonra yapilacak
aragtirmalara ve diger molekiiler markor ¢aligmalarina da veri saglayarak literatiire
onemli katkida bulunmasi agisindan son derece 6nem tasimaktadir. Bu anlamda,
verilerimizi degerlendirmede RAPD markoér calismalart ve DNA metilasyon

analizleri bize yardimci olacaktir.
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11.3.  PAS HASTALIKLARI ILE MUCADELEDE MOLEKULER
MARKORE DAYALI SECILIMIN ONEMi

Bitkilerde {istiin bireylerin belirlenmesinde, morfolojik o6zellikleri yansitan
agronomik verilerin yaninda, daha kesin tanilara dayali yontemler son yillarda hizla
kullanima girmistir. Stres kosullarindan etkilenmeyen ve ¢esit gelistirme
calismalarina hiz kazandiran molekiiler markdrler birgcok bitki tiirlinde tanimlama
amaciyla kullanilmaktadir.

Bitkilerin, sar1 pas hastaliginin fungusit yardimi ile klasik olarak test edilmesi
uzun zaman almakta, dayaniklilik c¢alismalari yavas ilerlemekte, fazla is giicii
gerekmekte ve inokulasyon sirasinda sorunlarla karsilagilmaktadir.  Biitiin bu
olumsuzluklar, sar1 pas hastaligina karsi1 dayaniklilik saglayan gene bagli molekiiler
markor veya markorlerin gelistirilmesiyle asilabilmektedir. Molekiiler markorler
kullanarak bitkilerin ¢ok erken doneminde (fide donemi) dayaniklilik geni tasiyip
tasimadiklart hizli ve giivenli sekilde test edilebilmektedir. Molekiiler markorler,
ayni anda ¢ok bitkinin analizine imkan tanimakta ve ayni bitkide birden fazla
dayaniklilik geni analiz edilebilmektedir. Ayrica kullanilacak markoriin kodominant
olmasi, heterezigot ve homozigot dayanikli bireyleri birbirlerinden ayirabildigi igin
1slah calismasina biiyiik bir hiz vermektedir. Bununla birlikte dayaniklilik genine
bagli molekiiler markdrlerin gelistirilmesi, dayaniklilik geninin belirlenmesi i¢in de
onemli bir adim olusturmaktadir.

Bitki 1slahinda kullanilan en etkili yontemlerden biri olan “Markdre Dayali
Secilim (MAS)”, 6nemli agronomik karakterleri kontrol eden gen(ler) ile sik1 iligkili
olan ve kolaylikla taniabilen molekiiler markdrlerin kullanilmasi esasina dayanan
bir tekniktir. Klasik 1slah metotlarinin basarisini artirict yardimer bir teknik olan
MAS, hedef genin oldukga hizli, etkin, dogru ve ekonomik bir seleksiyon teknigidir.
Erken nesilden geng evrede bitki se¢cimine izin vermesi ve verimsiz olan allellerin
biiylik oranda azaltilip elimine edilebilmesi bakimindan ¢ok biiyiik avantaj saglayan
MAS, bitki biyogesitliliginin korunmasi, geri melez 1slahinda, somaklonal
varyasyonlarin belirlenmesi, genetik haritalarin olusturulmasi, yeni c¢esitlerin
gelistirilmesi, filogenetik iliskilerin ortaya konmasi, 1slah ¢alismalar1 ve Kkantitatif
karakterlerin aktarimi1 (QTL) gibi durumlarda biiyiik avantajlar saglar (Korzun, 2003)
(fao.org). Markdre Dayali Segilimin amaci, ihtiya¢ duyulan zamani azaltmak ve
maliyetleri diigsiirmektir. Devam eden g¢alismalar, MAS teknigini daha ucuz ve daha

etkili hale getirecektir.
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Son yillarda bitki yetistirme programlarinin baglica aragtirma konularindan biri
olan sar1 pas hastaligina karst dayaniklilik genlerinin bulunmasina, patojene
dayanikli genotiplerin yetistirilmesine ve genomdaki yerlerinin saptanmasina yonelik
caligmalar yayginlik kazanmistir. Hastalik ile miicadelede sar1 pas olusumuna
savunma cevabi olusturabilecek diren¢li bugday hatlarinin belirlenmesi ve bu
hatlarin ekimi yoluna gidilerek g¢evreye en az zarar vererek iiriin eldesini en st
seviyeye getirmek amaglanmalidir. Bu amagla “Markoére Dayali Segilim (MAS)”
dedigimiz molekiiler yontemler, pas hastaliklar1 ile miicadelede yararlanilan en etkin

araclardir.

11.4. GENETIK MARKORLER

Bircok bilim adaminin kullandigi dolayli bir metot olan genetik markorlerin
kullanima ile belirli kromozomlar iizerinde yerlesmis spesifik genlerin tanimlanmasi
mimkiin olabilmektedir (Semagn ve ark., 2006). Genetik markoérler {i¢ grupta

incelenmektedir.

11.4.1. Morfolojik Markorler

Fenotipik 6zelliklere dayali, tek lokus ile idare edilebilen ve ¢evre kosullarina
karsi degisken olan markérlerdir.  Fenotip iizerinde olumsuz etkilere sahip
olabilmeleri, az sayida olmalari, ¢evresel kosullardan yiiksek oranlarda etkilenmeleri
gibi olumsuz; bazi 6zgiil genlerin takibinin kolaylasmasi, dominant ya da resesif

olmasi gibi olumlu yonlere sahiplerdir.

11.4.2. Biyokimyasal Markdrler

Morfolojik karakterlerin ¢evreden etkilenmelerini ortadan kaldirmak igin
gelistirilen ve gen iiriinleri olan proteinlere dayali olan markdrlerdir. Sayica ¢ok az
olmalar1 ve varyasyonlarmin diisiik olmasina ragmen en Onemli avantajlar
analizlerinin c¢abuk, giivenilir ve tekrarlanabilir olmasi, cevreden ve diger
lokuslardan etkilenmemeleridir.  Bunlar, enzim (izozimler) ve enzim olmayan
proteinler (gliadin ve glutenin gibi depo proteinleri) olarak ikiye ayrilmaktadirlar.
Bir genin farkli allelleri ya da farkli genler tarafindan kodlanan protein markorleri
olan izozimler hizli ve ucuz olmasmin yanisira lokus sayisinin az olmasi, bazi
izozimlerin belirli dokularda ve belirli gelisme donemlerinde bulunmasi gibi

dezavantajlara sahiptir.
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Bugday tohumunda bulunan iki depo protein grubu olan gliadin ve glutenin,

depo protein markorleri amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadirlar.

11.4.3. Molekiiler Markorler (DNA Markorleri)

Organizma genomundaki herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iligkili
DNA pargasini ifade eden, biyolojik etkileri olmayan ve nesilden nesile aktarilan
DNA dizilerine “Molekiiler markor” denir (Semagn ve ark., 2006). Molekiiler
markorler, DNA diizeyindeki analizlerle saptandiklarindan dolayt DNA markorleri
olarak da bilinirler.

Giliniimiizde bugday i1slah programlarinda yapilan biyoteknolojik uygulamalar
arasinda yer alan molekiiler markor ¢alismalar1 bitki 1slahinin etkinligini 6nemli
derecede artirmaktadir (Motavei ve ark., 2007). Bir molekiiler markor yiiksek
derecede polimorfik davranigs gostermeli, kodominant olmali, genomda sikca
bulunmali, diizglin dagilim gosterip biitiin dokularda gozlenebilme imkani vermeli,
yiiksek tekrarlanabilirlik o6zelligine sahip olmali, otomasyona uygun ve hizh
degerlendirilebilmelidir. =~ DNA markérleri stabildirler, tim dokularda ortaya
cikabilirler ve ekolojik kosullardan etkilenmezler. Epistatik ve pleiotropik etkilere
duyarli degildirler, kalitimlar1 basit ilkelere sahiptir.  Genetik ¢esitlilik ve
germplasm karakterizasyonunun degerlendirilmesi, genotiplerin tanimlanmasi ve
parmak izi, populasyonlar arasindaki genetik uzakligin tahmini, markére dayali
secilim ve yararli aday genlerin dizilerinin tamimlanmasi gibi c¢alismalarda,
seleksiyonda, genetik baglantt haritalamalarinda, c¢esit tanimlayip korumakta,
genotipler arasi genetik uzakligi belirlemede, hastalik dayanikliligi ve dayanikli
cesitlerin 1slah programlarinda kullanilmasinda ve 1slah projelerinin siirelerini
kisaltarak maliyetlerini diisiirme amaciyla molekiiler markér yontemlerinden
yararlanilir (Reddy, 2001; Bilgin ve Korkut, 2005).

Molekiiler markdorler, Hibridizasyona Dayali, Polimeraz Zincir Reaksiyonuna
(“Polymerase Chain Reaction”) Dayali ve DNA Sekans ve Cip (mikroarray)

Teknolojisine Dayali Markorler olarak iice ayrilirlar.

11.4.3.1. Hibridizasyona Dayanan Molekiiler Markorler
Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA pargalarinin (prob) arastirllan DNA
ornegindeki benzer veya aym dizilisteki DNA hibridizasyonu sonucu kesilen DNA

parcaciklarinin jel elektroforez yontemi ile ayristirllmasini ve bu pargaciklarin
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membrana emdirilmesi (blotting) sonucunda prob DNA hibridizasyonu olaylarini
icermektedir.  RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism” - Kesilmis

Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), hibridizasyona dayali bir yontem olup, gelistirilen ilk

molekiiler markordiir (Sekil.6).

Molelkil I Molelil 0
'r' Skb H—— 4kb — K 9kb 1
Barrl Rairt| Bl Bamtl Ramtl
| 1| |
[ e, 0 _ Pk | L Ty e . _ T I
GeATCC GGAICC p 0 GGATCC GoATCC Prob  LGAICK
| BamHI fle DNA kesimi )
Polimorfik bélge icin Southern blot
hibridizasyon aracthgiyla analiz
| i.:
— . 9 Kkb
4% —I——
Sekil 11.6. RFLP markdr sisteminin sematik gosterimi.
11.4.3.2.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanimina Dayanan Molekiiler

Markdrler

PZR, canli organizma olmaksizin primer denilen sentetik oligoniikleotid
dizilerinin yardimiyla herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’ daki 6zgiil
bolgelerin gogaltilmasini saglayan basit ama ¢ok basarili bir invitro DNA sentezi
yontemidir. DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasmi kisa
zamanda yapan bu teknik, Cetus firmasmnin insan genetigi departmaninda caligan
arastirmaci Kary Mullis tarafindan 1985’de bulunmus ve patenti alinmistir. PZR; ilk
defa, ayn1 y1l Kary Mullis ve arkadaslar tarafindan orak hiicre anemisinin tanisinin
konulmasinda uygulamaya sokulmugtur. 1993 yilinda bu c¢alisma Kary Mullis’e
Nobel odiliinii kazandirmistir.  PZR’ 1 ilk uygulamasinda kullanilan enzimin
denatiirasyon siiresince inaktif hale donlismesi nedeniyle karsilasilan sorun, Thermus
aquaticus’dan 1siya dayanikli Tag DNA polimeraz enziminin elde edilmesiyle
ortadan kaldirilmig ve PZR caligmalarinin otomasyonu saglanmistir (Semagn ve ark.,

2006) (Sekil 11.7).
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Sekil 11.7. Polimeraz zincir reaksiyonu agamalarinin sematik gosterimi.

Cogaltilacak olan genomik DNA, 1siya dayanikli DNA polimeraz (veya isiya
dayanikli bagka bir DNA polimeraz), 9-10 oligoniikleotidden olusan sentetik primer,
magnezyum kloriir, dNTP (deoksiniikleotid trifosfatlar) ve uygun pH ve iyon
kosullarin1 saglayan, 6zellikle magnezyum igeren PZR tampon karigimi (mastermiks)
PZR reaksiyonunun bilesenleridir. PZR teknigi; DNA dizi analizi ve DNA
haritalamasi, DNA parmakizi ¢alismalari, genetik haritalama, Insan Genom Projesi
arastirmalari, adli tip, tiirler arasindaki polimorfizmin hesaplanmasi, evrim, bitkilerde
tohum safliginin belirlenmesi, Klonlama, genetik olarak degistirilmis organizmalarin
belirlenmesi, mutagenez ¢alismalar1 ve gen ifadelerinin karsilastirilmasinda

kullanilmaktadir.
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RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”-Rasgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA), AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”-Cogaltilmis
Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), SSR (“Simple Sequence Repeat”-Basit Dizi Tekrari,
Mikrosatellit), STS (“Sequence Tagged Site”-Dizisi Etiketlenmis Alan), EST
(“Expressed Sequence Tag”-Ifade Edilen Dizi Etiketi)’ lerden koken alan EST-SSR
markorleri, SCARs (“Sequence Characterized Amplified Regions”-Dizisi
Karakterize Edilmis Cogaltilmis Bolgeler), CAPS (“Cleaved Amplified Polymorphic
Sequence”-Cogaltilmis Kesilmis Polimorfik Dizi), SSR (“Simple Sequence Repeat™-
Basit Dizi Tekrari, Mikrosatellit) ve ISSR (“Inter Simple Sequence Repeat”-Basit
Dizi Tekrarlar1 Aras1 Bolgeler) markdorleri en 6nemli markor ¢esitleridir (Semagn ve
ark., 2006).

Son yillarda yapilan aragtirmalar sirasinda tercih edilen, hizli ve pratik sonug
elde etmeye yarayan ve polimeraz zincir reaksiyonuna dayali molekiiler
markdrlerden biri olan RAPD markéri, sar1 pas hastaligina dayanikli genotiplerin

secimini saglamak amaciyla bu tez ¢alismasinda kullanilmistir.

RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”- Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA) Teknigi ve Yapilan Calismalar

RAPD (“Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA, Randomly Amplified
Polimorphic DNAs”) ilk defa 1990°da rastgele se¢ilmis primerlerin kullanildigi ve
Polimeraz Zincir Reksiyonu’ nu (PZR) temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmigtir
(Williams ve ark., 1990). Ayni yillarda bu teknik, diger bir ¢alisma grubu tarafindan
uygulanmis ve AP-PZR (“Rastgele Diizenlenmis PZR, Arbitrarily Primed PZR”)
olarak isimlendirmistir. 1991 tarihinde ise bu metot ile ayn1 temele dayanan fakat
farkli olarak 10 niikleotitten daha kisa primerlerle daha kompleks DNA parmak izi
profili elde edilen DAF (“DNA Parmakizi Cogaltimi, DNA Amplification
Fingerprinting™) olarak isimlendirilen dier benzer bir metot yaymlanmistir (Oz
Aydin ve ark., 2004).

RAPD yonteminde amag, dizi bilgisi olmayan tiirlerden DNA pargalarinin
cogaltilmasidir. Rasgele primerler ile niikleik asitlerin ¢ogaltiminda, primerler arasi
etkilesim ve enzim ile baglanma boélgelerinin uygunlugu esas alinir. Hedeflenen dizi
bilgisi olmadan istenen DNA " nin g¢ogaltimi i¢in genellikle 30°C - 46°C diisiik
baglanma sicakliginda 10 bp'lik tek bir rasgele oligoniikleotid primerin kullanilmasi

yeterlidir. Elde edilen PZR iriinleri %1.5 - 2.0’lik etidyum bromid ile muamele
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edilen agaroz jelde yiiriitiiliir. Gerekli goriildigli durumlarda {riinler, gimiis nitratla
boyanan poliakrilamid jel gibi farkli yontemlerden yararlanilarak yiiriitiilebilir
(Hollingsworth ve ark., 1998). Agaroz jel elektroforezinin kolay ve az maliyetli
olmast RAPD markoérlerini daha kullanish hale getirmistir. RAPD fragmentleri, tek
lokusun ¢ogaltimindan meydana gelir. Olusan polimorfizm bantin olup olmamasina
ve bantlarin parlakliklarinin farkliliklaria gore iki sekilde ortaya ¢ikar (Devos ve
ark., 1992; Semagn ve ark., 2006) (Sekil.II.8).
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Sekil 11.8. RAPD tekniginin sematik gosterimi.

Genel olarak RAPD tekniginin en biiyiik avantaji, ilgilenilen taksonun genleriyle
ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir (Basibiiylik ve ark., 2000). Cogaltmada
tiim organizmalar i¢in 0zgiin bolgelere rastgele baglanarak c¢ogaltma yapan ayni
oligoniikleotid primer seti kullanilmaktadir (Welsh ve ark., 1991). Bir primer ile,
farkli bitkilerin genomik DNA” lar1 farkli olacagindan RAPD analizi sonucunda elde
edilen bant profili farkli olacaktir (Glick ve ark., 1998). Bu farklilik sayesinde
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organizmalar karsilastirilir.  Farkli arastiricilar tarafindan kodominant veriler
gerektirmeyen sistematik problemlerin ¢oziimiinde RAPD markdrlerin kullanimi,
giiclii bir sekilde savunulmaktadir (Halldén ve ark., 1994).

RAPD yonteminin RFLP ve biyokimyasal markorlere (izozimler) gore birgok
avantajlar1 vardir. Bu yontem yogun laboratuar ¢aligmalar1 ve Southern transferler,
filtre hibridizasyonlari, otoradyografi gibi pahali yontemler gerektirmediginden ve
agaroz jelde goriintiilenebilmesi nedeniyle ucuz ve basit oldugundan dolay1 daha az
maliyetlidir. Cok asamaya ihtiya¢ yoktur. Herhangi bir genomik kiitiiphane
olusturulmasina gerek duymaz. RFLP analizlerinde oldugundan ¢ok daha az
miktarda genomik DNA’ya ihtiya¢ duyulur. RAPD yontemi izozimlerden farkli
olarak genom boyunca sinirsiz sayida isaretleyici elde edilmesini saglar. Ayrica
tirler arast ve tir iginde, RFLP ve izozimlerin sagladigindan ¢ok daha fazla
polimorfizm belirler (Whitkus ve ark.,, 1994). DNA’ya dayali markorlerin
gelismesiyle metali tolere edebilen fenotiple ilgili DNA bolgesi tespit edilebilmekte
ve kirliligi gidermede kullanilabilecek tiirler gelistirilebilmektedir (Clemens ve ark.,
2002; Babaoglu ve ark., 2004).

RAPD markoériiniin - dezavantajlari, tekrarlanabilirlik, dominant kalittim ve
homoloji olarak sayilabilir. Birgok faktdor RAPD reaksiyonlarinda tekrarlanabilirligi
etkilemektedir. Bunlar arasinda; DNA’nin nitelik ve niceligi, PZR buffer, MgCl,
konsantrasyonu, primer ile DNA orani, baglanma sicakligi, Taq DNA polimerazin
kaynagi ve PZR cihazinin g¢esidi sayilabilir (Wolff ve ark., 1993). RAPD
markoriiniin tekrarlanabilirligi hakkindaki endise ile birlikte uygun parametrelerin
kullanimi, birgok primerin testi, verimli DNA fragmentlerinin eldesi (Yang ve ark.,
1993), uygun DNA polimerazin kullanim1 (Skroch ve ark., 1995) ve uygun DNA
ekstrasyon protokoliiniin segimine olanak saglar (Micheli ve ark., 1994). Yalanci
pozitiflik veya negatifligin tekrarlanmasi, genetik ¢esitlilik ve haritalama
caligmalarini igeren birgok 6nemli ¢calismada RAPD tekniginin giivenilirligini azaltir
(Rabouam ve ark., 1999). Ormekler arasindaki RAPD fragmentlerinin
karsilagtirilmasi, homolog lokuslara yerlesmis yiiriiyen bantlarin varsayimi ile baslar.
Ayrica elektroforetik ¢6ziime dayali calismalara gore es uzunluktaki homolog bantlar
ozellikle poliploid tiirlerde yeterli derecede dogru olmayabilir. Ornegin es uzunlukta
olan bazi RAPD bantlart homolog olmayabilir (Pillay ve Kenny, 1995). Bu asamada
giimiis boyama ve poliakrilamid jel kullanilarak olusan fragmentlerin biiyiikliklerine

tam olarak karar verilir (Huff ve ark., 1993). RAPD markériiniin diger dezavantaju,
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dominant karakterlere gore ayrilmis allellerin biiyiikliigidiir. Bu teknik, heterozigot
bireylerden homozigot dominantlarin ayirt edilmesini engeller. RAPD teknigi,
heterozigot allellerden veya homozigot dominantlardan fragment elde etmeyi saglar.
Homozigot resesif allellerden fragment elde edilmez. Ciinkii ¢ogaltim her iki
allelede zarar verir (Semagn ve ark., 2006).

Bunun yaninda, RAPD yonteminin giivenilirligini ve tekrarlanabilirligine etki
eden farkli ¢ogaltma degiskenleri vardir. En onemli degiskenlerden bazilar1 hedef
DNA, MgCl, konsantrasyonu, Tag DNA polimeraz konsantrasyonu, primer
konsantrasyonu, dNTP  konsantrasyonu, primer karisimlari olarak sayilabilir (Oz
Aydin ve ark., 2004). RAPD markdrli, dominant olmasindan dolay1
heterozigotlardan homozigotlar1 ayirt edemez. Bu da markodre dayal secilim (MAS),
genetik haritalama ve genetik populasyon analizlerinde RAPD markoriiniin
kullanilabilirligini ve giivenilebilirligini azaltir (Semagn ve ark., 2006).

RAPD markdr sistemi avantajlart nedeniyle prokaryotik ve dkaryotik tiirler gibi
pek ¢ok farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastirilmasi, ¢esitli
taksonomik calismalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, irk ve ebeveyn
belirlenmesinde, genetik varyasyonun belirlenmesi, baglanti  haritalarinin
olusturulmasi, 6zgiin bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tip, klinikal teshis, prenatal
tani, salginlar ve ekoloji alanlarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

Bunlardan bagka bitki tiirlerinin genetik akrabaliklarinin belirlenmesi, sistematik
tiir problemlerinin ¢6ziimlenmesi, hibritlerin belirlenmesi, populasyonlar arasi ve
populasyon igi genetik gesitliligin belirlenmesi gibi durumlarda da kullanilmaktadr.
Degisik familyalara ait ve farkli 6zelliklere sahip bir ¢ok bitki tiirliniin genetik
akrabaliginin ve tiirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢ok basarili RAPD
caligmas1 vardir. Ornegin Labiatae familyasma ait farkli Mentha tiirlerinin, tiirler
arast farkliliklarim1 belirlemek i¢in RAPD tekniginin uygun oldugu ve tiirlerin bu
teknikle agikga belirlenebildigi agiklanmistir (Khanuja ve ark., 2000).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda tiirlerin genetik akrabaligini belirlemek ve
baglanti haritalarini olusturmak i¢in RAPD markérleri ile RFLP markdrleri birlikte
kullanmilmistir (Nocelli ve ark., 1999). Diger bazi ¢alismalarda da RAPD,
Mikrosatellit, CAPS, SCAR ve AFLP teknikleri birlikte kullanilarak amaglar
dogrultusunda daha kesin sonuglara ulasilmaya ¢alisilmistir (Laroche ve ark., 2000).
Bazi caligmalarda RAPD ve diger PZR temelli ¢alismalar ile morfolojik ve kimyasal

karakterlerin analizleri degisik amaglar i¢in birlikte degerlendirilmektedir.
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Persson ve arkadaslart Vaccinium vitisideae L. tiirlinde yaptiklar1 ¢alismada
RAPD ve yaprak sekil analizleriyle tiiriin genetik cesitliligi ve klonun biiyiikligii
ortaya ¢ikarilmistir (Persson ve ark., 2001). Siyah Meksika tatli musir
populasyonunda kromozom ¢alismalariyla gosterilen B kromozomlari, RAPD teknigi
ile elde edilen polimorfik bantlar sayesinde de belirlenmistir (Gourmet ve ark.,
1996). Bir diger caligmada bazi bitkilerinin RAPD analizleri ile ugucu yaglarinin
degiskenlikleri karsilastirilmistir.  RAPD analizi ile bitki tiirlerinin genetik
farkliliklar1 belirlenmistir. Bu sonuglarla bir tiire ait oldugu distiniilen iki farkl
soydan bir tanesinin aslinda farkli bir tiir olduguna karar verilmistir (Kohjyouma ve
ark., 1997). Allium cepa bitkisinde seksiiel ve aseksiiel formlar arasindaki genetik
iligkinin belirlenmesinde RAPD markdrii ve morfolojik ozellikler yine birlikte
kullanilmistir (D’Ennequin ve ark., 1997). Diger bir ¢alismada RAPD markoérii ile
Dendroseris (Asteraceae) tiirleri arasindaki gesitlilik belirlenmistir. Tiirkiye Satureja
cinsine (Labiatae) ait bazi tiirler sistematik problemler icermektedir. Bu sistematik
problemlerin ¢6ziimiinde RAPD teknigi kullanilmistir (Oz Aydin ve ark., 2004).

RAPD markorleri birgok tahil igeren iriinlerde tmit verici sonuglar
gostermektedir (Devos ve Gale, 1992). Bunlar, kiiltiirler, alt kiiltiirler ve tiirler
arasindaki filogenetik akrabaliklari belirlemede, popiilasyon ve tiirlerde genetik
varyasyonun degerlendirilmesinde, kiiltiirlerin tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda,
gen etiketlendirilmesini ve genetik baglanti haritalarinin yapimini igeren bir ¢ok
amacta kullanilmaktadir. Bu uygulamalar tiire spesifik markoérlerin gelisimine,
bugdayda kromozama spesifik ve genoma spesifik markorlerin gelisimine imkan
saglamaktadir. Ayrica RAPD teknigi, bitki gelistirme programlar: sirasinda ayrilan
poplilasyonlarda ekonomik ©Onemi olan Ozelliklerin degisimi amaciyla istenen
genotipin se¢imi ve belirlenmesi amactyla molekiiler markorlerin gelisimini saglar
(G6¢men ve ark., 2003).

Markor gelisimi ve ekmeklik bugdayin ekonomik acidan 6nem tasiyan bazi
ozelliklerinin QTL analizleri ile ortaya konmasi amaciyla yapilan Kunduru 1149 ve
Cham-1 ekmeklik bugday caprazlamasi ¢alismasinda, 150 bg¢’lik bant olusmus ve
RAPD markorleri gelistirilmistir. Bu caprazlamanin disi materyali Kunduru 1149;
soguga kars1 dayanikli, sar1 pasa kars1 duyarli, yiiksek derecede kaliteli, {iriin verme
acisindan diigiik o6zellikte bir bugday c¢esididir. Caprazlamanin erkek materyali
Cham-1; soguga kars1 duyarli, sar1 pasa kars1 dayanikli, kalitesi diisiik, yiiksek {iriin
verme kapasitesine sahip bir bugday ¢esididir. Kullanilan 284 RAPD primeri melez
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DNA’lar ile taranmistir. Sonugta 83 primerin en az bir polimorfik lokusa sahip
oldugu goriilmiistiir. Boylece bu ¢alismada ekmeklik bugday icin polimorfik bir
RAPD primerinin bulunma siklig1 %29.23 tiir. Bu calismada RAPD markérlerinin,
ucuz, basit ve hizli olmasinin yani sira tahil tiirleri i¢in en kullanmisli molekiiler
markor ¢esidi oldugu kanitlanmistir.  Deneyler sirasinda RAPD markérlerinin
verimliliginin az olmasi ve DNA hazirliklar1 arasindaki RAPD verimsizligi bu
teknikte karsilasilan en biiylik problemdir. Ekmeklik bugdayin Fg popiilasyonunun
genotipleri i¢in yiiksek bir tekrarlanilabilir 6zelliginde ve giivenilir bir yol izlenmistir
(Gogmen ve ark., 2003).

Motavei ve arkadaslart (2007), 14 adet bugday c¢esidinde RAPD ve ISSR
markorler ile genetik tanimlama ¢alismalari yapmisladir. Her iki markor ¢esidinde
de yiiksek polimorfizm goriilmiis, RAPD analizlerinde 42 adet banttan 31 adedi
(%71) polimorfik iken; ISSR analizlerinde 28 adet allelden 19 adedi (%67.8)
polimorfik bulunmustur. Sonugta 2 bugday varyetesinin (“Yecora Rojo” ve “West
Bread”) ¢aprazlanmasiyla elde edilen bugday hatlar1 (L3, L4, L5, L10, L11 ve L12)
sicaklik dayanikliligl ve duyarliligina gore iki farkl kiimeye ayrilmastir.

Kullaniminin kolay olmasi, hizli, ucuz ve pratik bir yontem olmasindan dolay:
RAPD teknigi yillardan beri bir¢ok caligmada kullanilmistir.

Genetik ¢esitliligi belirlemek amachh pek cok c¢alismada RAPD analizleri
kullanilmistir. Bernard ve arkadaslarmin (1997) calismasinda; Tiirkiye, iran ve Israil
orjinli toplam 88 yabani arpa (Hordeum spontaneum) genotipinde genetik cesitlilik
arastirmiglardir.  Kullanilan 33 RAPD primerinin 22’sinin skorlanabilir bant
tiretebildigini, primer basmna 1 ile 11 arasinda polimorfik bant distiiglini ve
incelenen 88 genotipten sadece 4 adedinin DNA parmak izi bakimindan birbirine
benzedigini, toplam genetik cesitliligin populasyon i¢inde % 75, populasyonlar
arasinda ise % 25 olarak bulundugunu rapor etmislerdir.

Cao ve ark. (1998), 10 RAPD primeri kullanilarak 69 T. spelta ve 32 T. macha
bugday tiirlerinde tiirler aras1 ve tiir i¢i genetik cesitliligi belirleyip, Jaccard genetik
benzerlik katsayisin1 hesapladiklarini, kiimeleme analiz yaptiklarini, sonugta bu iki
tiirtin cografik orjinleri ile uyumlu olarak bulundugunu, T. macha’nin T. spelta’dan
daha fazla genetik ¢esitlilige sahip oldugunu bildirerek, RAPD DNA markoriiniin
bugday germplasmlarmin karakterizasyonunda rahatlikla kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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Stojalowski ve Goral (2002), erkek kisir 5 triticale genotipi ile 3 triticale
cesidinde 34 RAPD ve 10 ISSR primeri kullanarak genetik gesitliligi inceledikleri
calismada, her iki DNA markoriiniin de diisiik seviyede polimorfizim gosterdigini ve
incelenen genotipler i¢in genetik cesitliligin diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Budak ve ark. (2004), SSR, ISSR, SRAP ve RAPD DNA markorlerini
kullanarak Buchloe dactyloides (manda otu) biyotiplerinde genetik ¢esitliligi
arastirdiklar1 ¢alismada; ortalama genetik benzerligin SSR’da 0.52, ISSR’da 0.51,
SRAP’da 0.62 ve RAPD’te 0.57 olarak bulundugunu, kullanilan 4 farkli DNA
markoriiniin karsilastirilmast sonucunda RAPD ile SRAP markdrleri arasinda en
yiiksek korrelasyon degerinin r = 0.73 olarak saptandigini bildirerek, amaca uygun
DNA markoér segmede kullanilacak kriterin arastirmanin yapilacag alt yapiya gore
degisecegini bildirmislerdir.

Martins-Lopes ve ark.(2007), ISSR ve RAPD DNA markérleri ile 30 Portekiz ve
8 yabanci orjinli zeytin (Olea europaea L) gesitlerinde genetik ¢esitliligi belirlemek
icin yaptiklari ¢alismada, 20 RAPD primerinin toplam 301 bant iirettigini ve bunun
da 262’sinin polimorfik oldugunu, 17 ISSR primerinin ise toplam 204 bant {irettigini
ve bunun da 180’inin polimorfik oldugunu, her iki DNA markori tekniginde de
polimorfizm oranmin benzer bulundugunu (RAPD i¢in % 88; ISSR icin % 87),
primer basmna polimorfik band sayisinin RAPD’de 13.1 adet, ISSR’da ise 10.6
oldugunu bildirerek, hem RAPD hem de ISSR markor tekniginin zeytin gesitlerini
birbirinden ayirmada rahatlikla kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Motawei ve ark. (2007), ISSR ve RAPD DNA markériinii kullanarak 12
ekmeklik bugday hatt1 ile 2 ekmeklik bugday cesidinde (Yecora Rojo ve West
Bread) genetik cesitliligi aragtirdiklar1 ¢alismada, RAPD analizi sonucunda elde
edilen 42 bandm 31’inin polimorfik bulundugunu (% 71), ISSR analizinde elde
edilen 28 bandin 19’unun polimorfik olarak saptandigini (% 67.8), kiimeleme analizi
sonucu ekmeklik bugday hat ve ¢esitlerinin pedigrilerine gore kiimelendigini, bu iki
DNA markériiniin amaca uygun bugday 1slahinda kullanilabilecegi sonucuna
varmiglardir.

Doku kiiltiirii sartlarinda varyasyonlarin belirlenmesinde RAPD analizleri
yaygin olarak kullanilir. Bu teknik, Zhao ve ark., tarafindan misir hatlari arasindaki
cesitliligi belirlemek amaciyla galisilmistir (Zhao ve ark., 2007). Kuznetsova ve
arkadaglari, farkli musir genotiplerinin uzun zamanli kallus kiiltiirlerinin

rejenerantlarini analiz etmislerdir (Kuznetsova ve ark., 2005). Genetik farkliliklar
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goriintillemek i¢in, rejenerantlar hem RAPD hem de ISSR yontemleriyle
karsilagtirtlmistir. Venkatachalam ve arkadaslart (2007), mikropropogasyon
yapilmis muzda sitokininlerin yiiksek seviyedeki etkilerini ve RAPD ile ISSR
markdrlerini kullanarak  bitkiciklerin = genetik  stabilitesini  belirlenmesini
aragtirmiglardir. MS besiyerinde yetistirilen kontrol olarak kullanilan bitkiler ile
farkli sitokinin uygulanan mikropropogasyon yapilmis bitkicikler RAPD ve ISSR
profilleri ile karsilastirllmistir (Temel ve ark., 2008).

Mevcut sistematigin kontrol edilmesi ve morfolojik analiz ¢alismalarinda RAPD
analizleri kullamlabilir. Ornegin; Cao ve arkadaslarinin (1999) calismasinda, RAPD
teknigi ile yapilan yanlis smiflandirilmis  bugday Orneklerinin  yeniden
smiflandirilmasi1 amactyla morfolojik olarak T. macha veya T. vavilovii ismiyle
siiflandirilmis olan ve yanlis siniflandirildigr siiphelenilen 12 genotip ile kontrol
genotiplerini RAPD markorii ile analiz ettiklerini, incelenen 12 genotipten 5’inin T.
turgidum ssp dicoccon, 1’inin T. timophevii ssp. timophevii ve 6’inin T.
monococcum ssp. monococcum oldugunu tespit ettiklerini, RAPD DNA markoriiniin
bugday materyalinin siiflandirilmas1 ve bazi tiirlerin belirlenmesinde rahatlikla
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Maric ve ark. (2004), RAPD markdriiniin kullanildigi, morfolojik 6zellikler ve
cesitlerin pedigri kayitlarii kullanarak 14 Hirvatistan ekmeklik bugday hatti
arasindaki genetik farkliligi belirlemek icin yaptiklari arastirmada, test edilen 36
RAPD primerden 14’{iniin polimorfik bulundugunu, bunlardan 341 polimorfik bant
urettigini, morfolojik analiz i¢in 12 o6zelligin kullamildigini, RAPD markoriiniin
ekmeklik bugday ¢esit ve hatlar1 arasinda yiiksek polimorfizm gosterdigini ve test
edilen metotlar arasinda istatistiki olarak 6nemli bir farkin olmadigin1 bildirmislerdir.

Akrabalik iliskilerinin arastirildigi ¢alismalarda RAPD analizleri kolaylikla
kullanilabilir. Ornek olarak; Fernandez ve arkadaslarmin (2002), RAPD ve ISSR
DNA markdérleri ile farkh {ilkelerden gelen 16 arpa ¢esidinin filogenetik akrabalik
iligkilerini inceledikleri ¢alismada, 10 RAPD primerinin 125, 10 ISSR primerinin ise
228 bant iirettigini, RAPD ve ISSR verileri kullanilarak yapilan kiimeleme analizi
sonucunda ¢esitlerin yazlhik/kishk ve alti sirali/iki sirali olarak gruplandigini
belirterek, RAPD ve ISSR markérlerinin DNA parmak izi analizlerinde
kullanilabilecek DNA markoérleri oldugunu bildirmislerdir.
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Akar (2002), RAPD DNA markorini kullanarak Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinden toplanmis 10 tane makarnalik yerel cesidi ile 3 tane tescilli makarnalik
bugday ¢esidi arasinda genetik benzerligi arastirdigi ¢alismada, 10 bazlik 15 RAPD
primeri ile elde edilen 92 adet banttan 12’sinin monomorfik, 80’inin ise polimorfik
oldugunu, yerel cesitler icinde genetik ¢esitliligin tescilli ¢esitlere gore yiiksek
bulundugunu, genetik benzerlik katsayisinin 0.74 ile 0.99 arasinda degistigini,
morfolojik karakterler bakimindan da yerel gesitlerde yiiksek derecede varyasyon
oldugunu bildirerek, incelenen yerel ¢esitlerden bazilarinin makarnalik bugday
1slahinda kullanilabilecegini bildirmistir.

Tanyolag (2003), ISSR ve RAPD DNA markérlerini kullanarak, Tiirkiye'nin
batisindan toplanmig 15 yabani arpa (Hordeum spontaneiim) populasyonu arasindaki
genetik iliskileri arastirdigi ¢alismada, 55 RAPD ve 10 ISSR primeri kullandigini,
her iki markoriin kullanilmastyla 55 polimorfik bant elde edildigini, ISSR ve RAPD
verilerine gore yapilan kiimeleme analizi sonucuna goére iki farkli grubun
saptandigini, en yakin genetik iliskinin (GU=0.192) ile Pmarbasi ve Bornova
populasyonlar1 arasinda, en uzak genetik iliskinin ise (GU=0.926) ile I¢meler ve
Aydin populasyonlari arasinda bulundugunu bildirerek, her iki dominant DNA
markoriiniin -~ Arpa’da genetik  varyasyonu saptamada etkili bir gsekilde
kullanilabilecegini bildirmistir.

Genetik haritalama ve genetik uzaklik ¢aligmalarinda RAPD analizleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ornegin, Bilgin ve Korkut (2005), bazi ekmeklik bugday
(Triticum aestivum) gesit ve hatlarmin genetik uzakliklarinin belirlenmesi amaci ile,
kullanilan 10 baz uzunlugundaki 10 RAPD primerinden iyi sonu¢ veren 5’inin
degerlendirmeye alindigini, primerler genelinde, genotiplerin amplifikasyon bant
sayilarmin 2-11 adet arasinda degistigini, en fazla polimorfik bant sayisinin T5
primerinden elde edildigini, ekmeklik bugday genotiplerinde en diisiik benzerlik
oraninin 0.365 ile Mv-17 ve ME-2 arasinda, en yiiksek genetik benzerligi de
IBWSN-69 ve MV-17 ¢esitleri arasinda 0.946 ile bulundugunu bildirmislerdir.

26



11.4.3.3. DNA Dizi ve Cip (Mikroarray) Teknolojisine Dayanan Molekiiler
Markorler

DNA Dizi ve Cip (Mikroarray) teknolojisine dayanan molekiiler markdrler
arasinda SNP (“Single Nucleotide Polymorphism™ - Tek Niikleotit Polimorfizmi) ve
DArT (“Diversity Array Technology” — Diversity Array Teknoloji) en énemlileridir
(Semagn ve ark., 2006). DNA mikroarray’i (gen ¢ipi, DNA ¢ipi ya da biyogip) cam,
plastik veya silikon ¢ip gibi kat1 bir ylizeye tutturularak sirali bir sekilde (array)
olusturulmus, bir mikroarray’ de onbinlerce bulunabilen mikroskobik DNA
spotlaridir. Yiizeye tutturulan bu DNA segmentleri prob olarak tanimlanmistir ve bu
problarin binlercesi tek bir DNA mikroarray’inde birlikte kullanilabilmektedir
(Ipekdal, 2006). Bir siradaki alanlarda bulunan problar, birbirlerinden birer
niikleotid farklilik gostermektedir. Bdylece belirli bir pozisyondaki niikleotid
iceriginin testi i¢in, dortli bir alan seti (her birinde bir niikleotid farkli)
gerekmektedir. Genetik test i¢in hiicrelerden DNA izole edilir ve bir veya daha fazla
restriksiyon enzimi ile kesilir. Olusan pargalar, floresan boya ile isaretlenir ve tek
zincirli hale getirildikten sonra ¢ipin i¢ine pompalanir. Problarin dizileri ile tam bir
eslenik yap1 gosteren parcalar problarla birlesir ve dizileri uymayanlar yikanarak
cipten uzaklastirilir. Bir lazer tarayicisi ¢ipi okur ve floresan profilini tanimlar.
Hibridizasyonun floresan profili, ¢iple baglantili olan bilgisayar programi ile analiz
edilir ve veriler niikleotid dizisi seklinde sunulur. Tek genlerdeki bu mutasyonlarin
test edilmesine ek olarak, DNA ¢ipleri binlerce farkli geni ayn1 anda taramak i¢in de

kullanilabilir.

11.5. BITKILERDE EPiGENETIiK KALITIM

DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmadan ve daha sonra ortaya cikan,
epigenetik degisiklikler, histon modifikasyonu, kromatin diizenlenmesi ve DNA
dizilerinin metillenmesi gibi birbirine bagimli bir dizi olaylari igerir. Bunlarin hepsi,
fizyolojik ve gelisimsel bircok “stres” etmeni tarafindan uyarilir (Boyko ve ark.,
2008).

Bitkilerde, genetik ve epigenetik degisikliklere yol agan strese yanit esnek ve
kisa zamanlhdir (Lukens ve ark., 2007). DNA metilasyonu kalitimsal ve fenotipik

varyasyonlarin tesvik edilmesine ve tolerans, dayaniklilik ve koruma gibi adaptasyon
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mekanizmalarinin gelismesine neden olur (Shoyama ve ark., 1997; Rani ve ark.,
2000; Arnholdt-Shmitt ve ark., 2004; Comai ve ark., 2004; Qin ve ark., 2007).

“Epigenetik” kavrami ilk kez 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan
“genotipin fenotipe doniismesi asamasindaki islemler” olarak Onerilmistir.
Gliniimiizde ise, “DNA dizi degisikligi olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak
kalitilabilen gen ekspresyon degisiklikleri” olarak tanimlanmaktadir. Epigenetik,
Ozellikle canlilarin gelisim siirecinde gozlemlenen, hiicre farklilagmalar1 sirasinda
ortaya c¢ikan gen ifadesindeki degisikliklerde 6nemli rol oynamaktadir. Gen
ifadesinde gorillen bu degisiklikler, DNA’nin farkli kromatin yapilarina
paketlenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, DNA’ da veya kromatindeki histon
proteinlerine bagl niikleotidlerin kimyasal degisimine baglidir (Gupta ve ark., 2008).

Epigenetik bilesenler, farkli c¢evre kosullarinda tiirlerin uzun vadeli
adaptasyonunda onemli bir rol oynayabilirler. Bu yiizden epigenetik belirtegler,
yapilacak olan popiilasyon ¢alismalarinda gz ardi edilmemelidirler (Lira-Medeiros
ve ark., 2010).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari, epigenetik ¢alismalarinda en ¢ok

degerlendirilen durumlardir.

11.5.1. Histon Modifikasyonlari

DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon proteinlerinin bazik amino-
terminal uclar1 niikleozomdan ¢ikintilar yapar ve bir takim posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrayabilir. Histonlar iizerinde yapilan bu degisiklikler,
kromatinin yapisinin gevsek ya da siki olma durumunu etkileyerek gen ifadesinde
regulatdr rol oynar. Histonlardaki modifikasyonlarn ve DNA metilasyonunun
birlikte calisarak gen ifadesinin durumunu belirledigi ve bu sekilde hiicrenin

yazgisinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir.
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11.5.2. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, sitozin bazinda meydana geldigi igin “sitozin metilasyonu”
olarak da isimlendirilmesinin yaninda, ¢ogu okaryotik genomun i¢inde bulundugu
yiiksek yapili bitkiler hakkindaki bilgiyi arttirmayi saglayan onemli bir epigenetik
modifikasyondur.

DNA metilasyonunun etkiledigi gen regiilasyonu 6karyotlarda son yillarda yogun
olarak arastirllan ve Okaryotik hiicrelerde goriilen Onemli epigenetik
degisikliklerinden biridir.  Ayrica, DNA metilasyonu insanlarda ve pek ¢ok
memelide bilinen tek dogal DNA modifikasyonudur ve yalnizca guanin (G)
tarafindan takip edilen sitozin (C) bazim etkiler ve boylelikle, bu organizmalarda,
yalnizca CpG alanlarinda gozlenir (Martienssen ve ark., 2001). DNA metilasyonu
tarafindan ortaya konulan epigenetik modifikasyonlar, gen regiilasyon siirecinin
anlasilmasi ve transkripsiyonel kontroliin degerlendirilmesinde olduk¢a 6nemli hale
gelmistir. Gen niikleotid dizisinde degisiklik olmaksizin, gen ifadesinde kalitilabilir
degisimlerin gozlemlenmesi ve ayni genotipin nasil olup da farkli fenotiplere yol
actig1 epigenetik ile agiklanabilir.

Metilasyon araciligiyla olusan DNA dizisindeki degisiklikler, bitkilerde
epigenetik olarak kalic1 bir kaliim gosterirler. DNA metilasyonundaki degisiklikler,
geri doniisiimlii olmasina ragmen genellikle kalict modifikasyonlardir, kolay kolay
tolere edilemezler. Ayrica epigenetik modifikasyonlar, sadece bitkinin strese maruz
kalmas1 sirasinda ortaya c¢ikmaz, gen anlatimindaki c¢ok sayidaki degisiklik
sonucunda da ortaya ¢ikabilir ve nesiller boyunca aktarilabilir (Boyko ve ark., 2008).
Yiksek yapili  bitki genomunda, ‘CpNpG’ trinlikleotid veya ‘CpG’
diniikleotidlerinde, yaklasik olarak %90’1 metillenmis olan boélgedeki sitozinlerin
%20-50’si metillenmistir. Metilasyon farkliligi ve kalitimsal hatlar, kardesler ve
onlarin ebeveynleri arasinda analiz edilebilir (Yong ve ark., 2008). Aslinda
hayvanlardan ¢ok bitkilerde gozlemlenen DNA metilasyonundaki degisiklikler,
bitkinin yerlesik olan yasam sekline uygundur (Takeda ve Paszkowski, 2006;
Finnegan ve ark.,1998).

CpG bolgelerindeki DNA metilasyon hatlari, bitki gametogenezi sirasinda
epigenetik kalittmin anahtar1 olarak goriilmektedir.

Kismen de olsa bitki gelisiminin diizenlenmesinde DNA metilasyonunun rol
oynadigini ifade eden calismalar mevcuttur. Bazi tiirlerde (domates, piring gibi)

farkli organlar arasinda sitozin metilasyonunda 6nemli farkliliklar oldugu tespit
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edilmistir. Genomik DNA metilasyon seviyeleri gelisim evresine bagli olarak fide
doneminden ergin doneme dogru da artis gosterir (6rnegin Arabidopsis) (Downton
ve Dickinson, 2006).

DNA metilasyonun temeli, DNA dizisindeki sitozin ile 5-metilsitozinin ayirt
edilmesine dayanir (Sekil 11.10). Bu olay, spesifik DNA metil transferaz enzimi
araciligiyla S-adinozil methioninden metil grubunun taginmasini anlatmaktadir. Yani
DNA metillenmesi, genel kural olarak, DNMT (DNA metil transferaz)’ler tarafindan
CpG adaciklarinda ve sitozinin 5. karbonunda meydana gelir (Vanyushin, 2005;
Hafiz ve ark., 2006) (yunus.hacettepe.edu.tr) (Sekil.Il.9). Bu tez calismasinda,

sitozin bazinda goriilen degisimler temel alinarak incelenen DNA metilasyonu

calisiimastir.
. . Metillenmis CH; Chy
Metillenmemis sitozin | |
sitozin ACGTATCGT ACGTATCGT
B ¥ 5 3
- | - - | - - - - -
5, HESETNR | —» HSETR | |
mlcl=-EE=N el =l -N
R g glM 3 5
ACGTATCG E TGCATAGCA E TGCATAGCA
i
3.-..-.-...-.. 5 i L CH.J
K A H-
TGC ATAEJ] A A S tl: 1
CHs y ACGTATCGT |¥ ACGTATCGT
5 ¥ 5 L
3{-.-.-..-.5_‘ I 3{-.-.-..-.5_
TGCATAGCA TGCATAGCA
CH CH;

Sekil 11.9. DNA metilasyonunun sematik gosterimi.

Bitkilerde sitozin DNA metilasyonu CpG, CpNpG (N bazi, p ise iki baz
arasindaki fosfodiester bagmi gosterir) CG ve CNG bdlgelerinde ve asimetrik
CpHpH bdélgelerinde (H; adenin, sitozin ve timini gdsterir) goriiliir (Dai ve ark.,
2005). Enzim giftiyle kesilen DNA fragmentlerinin primerle ¢ogaltimi sonucu
olusan elektroforetik  hatlardaki  farkliliklar, DNA  metilasyon oraninin
degerlendirilmesi i¢in bir kriter olarak kullanilmaktadir. Kesim ve c¢ogaltimdan
sonra Orneklerin elektroforezdeki farkliliklari, DNA metilasyon seviyesini belirler
(Armstrong ve ark., 1994). Bu amacgla, CRED-RA teknigi yardimiyla tiirler arasi

Metilasyon seviyesi Olgiilebilir.
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DNA metilasyon seviyesinin 6l¢iilmesi amaciyla Arabidopsis (Cervera ve ark.,
2002), piring (Wang ve ark., 2004), fi¢1 yoncast (Medicago truncatula) (Santos ve
ark., 2002), Pisum (Knox ve ark., 2001), pamuk (Keyte ve ark., 2006), misir
(Kaeppler ve ark., 1993), zeytin, hurma (Jaligot ve ark., 2000), muz (Echeverria ve
ark., 2001), giil (Xu ve ark., 2004), serbet¢i otu (Peredo ve ark., 2006), arpa (Li ve
ark., 2007), Codonopsis lanceolata (Guo ve ark., 2007) ve patates (Sharma ve ark.,
2007) gibi birgok bitki ile ¢calisilmistir (Schellenbaum ve ark., 2008).

Metilasyonun iki ana gorevi vardir:

- Transkripsiyonu baskilamak.

- Genomun giivenligini ve yapisal biitiinliiglinti saglamak.

DNA metilasyonu, gen anlatimi kontroliinde, fenotipik ve fonksiyonel
anormallikler ve evrim arastirmalarinda 6nemli rollere sahiptir. Bunun yaninda,
karsinogenez (mitoz), gen sessizlesmesi, genomik damgalanma, kromatin
diizenlenmesi, hastaliga kars1 koruma, DNA replikasyonun diizenlenmesi gibi farkli
aktivitelerde de rol oynar (Chan ve ark., 2005). Erken tani olanagi saglayabilmesi,
kanserin siniflandirilmasi, prognozu ve tedavisi ile ilgili olarak yol gosterici
olabilmesi nedeniyle metilasyon, kanser arastirmalarinda 6nemli bir yere sahiptir.
DNA’nin metilasyonu gen anlatimin1 kontrol eden hiicresel bir epigenetik
programdir.  Kanserlesmenin erken evresinde metillenme paterninin degisiklik
gosterdiginin anlasilmasi kanser arastirmalarinda énemli bir asama olmustur. Daha
spesifik olarak yakin gelecekte farkli kanser tiirlerinde epigenetik markorler
kullanilabilecek. Ornegin yaygimn bir kanser tiirii olan meme kanserinde 7 gende
anormal epigenetik degisimler saptanmigtir. Bu genler: SEMAG6B, BIN1, VCPIP1,
LAMC3, KCNH2, CACNG4 ve PSMF1 genleridir. SEMA6B’de %38, BIN1’de
%18, LAMC3’de %38 oranlarinda metilasyon belirlenmistir. Bu genler normal meme
dokusunda metile durumda degildirler. Bunlar da, DNA “gevreden etkilenir” soziinii
dogrulamaktadir.

DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafindan gergeklestirilen enzimatik
bir modifikasyondur.  Eklenmis olan metil grubu baz eslesmesinin kendisini
etkilemese de metil gruplarmin disar1 dogru ¢ikintt yapmasi DNA-protein
etkilesimlerini etkileyebilir. Okaryotlarda DNA metiltransferazlarin iki farkli tipi
tamimlanmistir.  de nova metiltransferazlar (Dnmt3a ve Dnma3b), metillenmemis
DNA’y1 substrat olarak kullanir. Dnmtl gibi bakim yapan metiltransferazlar,

metilasyon alanlarinin replikasyonuyla olusan yar1 metillenmis DNA’y1 metiller.
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Dnmtl gibi bakim yapan metiltransferazlarin olusturdugu metilasyon, kalip
DNA iplik¢iginin varolan metilasyon paternini yeniye sentezlenmis olana kopyalar.
Bu nedenle DNA metilasyonu kalitlanabilir ve epigenetik bir isaret olarak nesiller
boyunca mitotik ve mayotik hiicre boliinmeleriyle transfer edilir.

En ¢ok kullanilan izosimer ¢ifti olan ve metilasyonda farkli duyarlilik gosteren
Hpa Il ve Msp I enzimlerinin her ikisi de CCGG bdlgesini tanir. Hpa Il, mC/mCGG
i¢ sitozini metiller ve dis sitozinin yari1 metillendigi bolgeleri kesmez. Msp |,
mC/CGG dis sitozini metiller ve i¢ sitozinde metilenmis bolgeleri keser (Magdalena
ve ark., 2004; Bauren ve ark., 2003). Hpall, sitozin tamamen metilenmisse (double-
strand) kesim yapamaz ama distaki C tamamen metillenmemisse (single-strand)
kesim yapabilir. Buna karsilik; igteki C tamamen metillenmis ya da
metillenmemisse Mspl kesim yapar (McClelland ve ark., 1994; Zhao ve ark., 2007;
Schellenbaum ve ark., 2008, Sekil 11.10 ve Tablo 11.2).

*
CCGG
GGCC
*
l Hpall

*
cC GG (elele] gg cg
GG CC aeee ¢

Metilli olmliyan bolgeler Metilli bolgeler Kesilmez ~Metilli olmayan bdlgeler

Kesilir Kkesilir

(b) Mspl *
CCGG CCGG CC GG
GGCC aece GG cC

l.MspI
*
CC GG
GG CC
*

I W—

Biitiin bolgeler Kkesilir

Sekil 11.10. Hpall ve Mspl enzimlerinin kesim 6zellikleri ve kesim bolgeleri.
(a) Eger ikinci sitozin metilli ise (yildizla gosterilmistir) Hpall kesim yapamaz.
(b) Mspl ise ikinci sitozin metilli olsun ya da olmasin tiim CCGG bdlgelerinden
DNA’y1 keser. Bu nedenle belirli bir dokuda, belirli bir genin metillenme durumu, o
dokudan izole edilen DNA’y1 Hpall ve Mspl ile keserek saptanabilir.
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Tablo 11.2. CRED-RA analizinde kullanilan Hpall ve Mspl enzimlerinin 6zelliklerinin

karsilagtirilmasi.
Hpall Mspl
Icteki C metilenmisse kesim yapamaz Icteki C metilenmisse kesim yapar

Distaki C tamamen metilenmemigse kesim yapar | Digtaki C metilenmisse kesim yapar

I¢ sitozini metiller Dis sitozini metiller

PZR oOncesi restriksiyon enzimleriyle DNA’nin  kesimi, bazi bantlarin
goriinmemesiyle sonuglanabilir. Bu bantlar, enzimle kesilen bdlgelerde modifiye
edilmis bant profilleridir. Bundan sonraki incelemelerde, enzimlerle kesilen
orneklerden gogaltim iiriinleri elde edilir. Oncelikle Mspl ile kesilen drnekte sonra
Hpall ile kesilen Ornekte bant goriilir. Bodylece SmC5mCGG veya S5SmCCGG
cesidindeki Ornekte metillenme nedeniyle degisiklige ugramis CCGG bolgesinin
varlig1 kanitlanmis olur.

Metilasyonun varligr veya yoklugu, Hpall ve Mspl izosizomerik restriksiyon
enzimlerine cevap veren metilasyon ¢ifti ile genomik DNA’nin kesimi sayesinde
belirlenen polimorfizmin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanir (Hafiz ve ark., 2006).

DNA’y1 olusturan dort bazin (A-adenin, T-timin, C-sitozin, G-guanin), 16 olas1
diniikleotid kombinasyonu (AA, AT, AC, AG, TT, TA, TC, TG, CC, CA, CT, CG,
GG, GA, GT ve GC) bulunmaktadir. Diniikleotidler bazen NpN olarak gosterilir.
Burada N bazi, p ise iki baz arasindaki fosfodiester bagini temsil etmektedir
(6rnegin; CpG Sitozin fosfo Guanin anlamindadir). Yani, bir DNA sekansinda
herhangi bir diniikleotidin bulunma olasilig1 1/16 ya da ~ %6’dir. Buna karsin
insanlarda CpG diniikleotidi sikligmin 6l¢lisii ¢ok azdir, buna CG baskilanmasi
denmektedir.  CG baskilanmasi, Sitozin metilasyonunun kullanildigi biitiin
genomlarda karakteristiktir. Bu olay, insan genomunun basindan sonuna kadar 300-
3000 b¢ uzunlugundaki kii¢iik alanlar haricinde, ¢ok belirgindir. Bu alandaki
CpG’lerin sikligi ya beklenilen degerdedir ya da beklenilenden daha fazladir.
Genomun %1 kadarinda bulunan bu alanlara CpG adaciklari denilir. CpG adalarinin,
CG baskilanmasi olayindan evrim siiresince kagabilmesinin nedeni; tipik sekilde
metillenmemeleri ve mutasyon baskisina ugramamalaridir. CpG adalari, ifade olan
genlerin 5°bolgesinde bulunur ve insan promotorlariin % 60’mndan fazlas1 bu CpG

adalarini icermektedir. Buna karsin, pek ¢ok CpG adalart genlerin promotorlarinda
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bulunmamaktadir ve bunlarin 6nemi agikliga kavusturulamamigtir. Burada en
onemli alanlar, promotorlardaki CpG adalaridir. Ciinkii metillendikleri zaman gen
stirekli sessiz hale gelir ve bu sessizlik mitoz bdliinmeler boyunca aktarilir. Bu

sebeple, epigenetigi CpG adaciklarinin metilasyonunun temsil ettigi diistiniiliir.

11.5.3. DNA Metilasyonunun Degerlendirilmesinde Kullanilan Y&ntemler
Genlerin  metilasyon derecelerinin  Ol¢lilmesinde ¢ok c¢esitli  yontemler
kullanilmaktadir (yunus.hacettepe.edu.tr). Bunlardan bazilari;

(1) Southern Blot Analizi,

(2) Metilasyona Duyarli Cogaltim Polimorfizmi (MSAP),

(3) DNA’nin sodyum bisiilfat ya da metabisiilfat ile kimyasal olarak
modifikasyonu (COBRA),

(4) DNA’nin metilasyona duyarli bir restriksiyon endoniikleaz ile kesilmesi
(CRED-RA).

Biz tez c¢alismamizda, sar1 pas hastaligina dayanikli ve duyarli anaclar
(P1178383, Harmankaya99, izgi01, ES14, Sénmez2001 ve Aytin98) ile birlikte goz
oniinde tutulan kombinasyonlarin (P1178383 x Harmankaya99, Izgi0l x ES14,
Sonmez2001 x Aytin98) metilasyona farkli duyarlilik goésteren (Hpall ve Mspl)
izosimer ¢ifti ile muamele edildigi CRED-RA teknigini kullandik.

1. Southern Blot Analizi:

Southern blot, DNA metilasyon analizinde en sik kullanilan yontemdir. Bu
yontemde; genomik DNA, ayni dizilim i¢in spesifik olan metilasyona duyarli ve
duyarsiz endoniikleazlarla kesilir (Hpall ve Mspl). Kesilen fragmentler agaroz jelde
ayirildiktan sonra membrana trasfer edilir ve hedef DNA dizisi i¢in spesifik olan bir
probla hibridize edilir. Otoradyografi yontemi ile tahmin edilen biytklikteki
bantlarin varligi belirlenir. Gereken DNA miktarinin 6rnek bagina 5-10 pg olmasi ve
tamamlanmamis  enzim  kesiminin  sonuglari  etkilemesi bu  yontemin

dezavantajlaridir.

2. MSAP (“Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism-Metilasyona
Duyarli Cogaltim Polimorfizmi”)
MSAP, AFLP teknigi dedigimiz standart c¢ogaltilmis par¢a uzunluk

polimorfizminin degistirilmis versiyonudur.
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Bu teknikte, aym1 kesim bolgelerini (50-CCGG) tanimlayan ama sitozin
metilasyonuna farkli duyarlilik gosteren izosimer g¢ifti olan Mspl ve Hpall enzimleri
kullanilir.  Ayrica her bir DNA 6rneginin, EcoRI + Hpall ve EcoRI + Mspl
kesimiyle olusan spesifik fragmentlerin farkliligi dikkate alinir (Salmon ve ark.,
2005). Kesilen DNA fragmentlerini hedef alan primerlerle polimeraz zincir
reaksiyonuna tabi tutulur.

Preamplifikasyon ve selektif amplifikasyon AFLP analizlerindeki gibidir.
Elektroforez ve otoradyografik yontemlerle fragmentler analiz edilir. Bu teknigin en
biiyiik sinirlamast, enzim kesiminin tamamlanmak zorunda olmasi ve hedef bolgede
pek ¢cok CpG alaninin olmast durumunda bazilart metilenmis bazilart metillenmemis

sonuclarin yetersiz olmasidir.

3. COBRA (“Combined Bisiilphite Restriction Analysis- Karigik Bisiilfit
Restriksiyon Analizi”)

Bisiilfiit metodu, 5-metilsitozin iceren DNA dizisinde, genlerin metilasyon
derecelerini analiz etmek i¢in yeni tekniklerin gelistirilmesine olanak saglar (Clark
ve ark, 1994). Bu yontem, sodyum bisiilfit yardimiyla tek iplikli DNA” daki biitiin
sitozinlerin urasile deamine edilmesi temeline dayanir. Bu sirada 5-MC (5-
metilsitozin) degismeden kalir (Hayatsu ve ark., 1970). Daha sonra bu modifiye
edilmis DNA, uygun primer seti kullanilarak PZR ile amplifiye edilir. Bu
cogaltimda, degistirilmis sitozin olan urasiller timin olarak ¢ogaltilir, sadece 5-
MC’ler sitozin olarak kalir. Cogaltilmis fragmentlere ya direkt ya da her bir

molekiiliin klonlanmasindan sonra dizi analizi yapilabilir.

4. CRED-RA (“Coupled Restriction Enzyme  Digestion-Random
Amplification”-Cift Restriksiyon Enzim Kesimi-Rastgele Cogaltim”)
CRED-RA (“Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random Amplification”-
Cift restriksiyon enzim kesimi - rastgele ¢ogaltim), epigenetik varyasyonlarin sebep
oldugu DNA metilasyonunu belirlemede kullanilan bir metottur (Cai ve ark., 1996).
Bu yontemde, Hpall ve Mspl gibi metilasyona duyarli enzimler ile DNA kesiminden
sonrasinda genotipler arasindaki metilasyon degisimleri belirlenir (Levanic ve ark.,

2004; Prakash ve ark., 1997).
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Ayrica bu teknik, metilasyona farkli hasassiyet gosteren izosimer ciftlerinin her
biri tarafindan kesilen DNA fragmentleri arasindaki karsilagtirmaya ve secgici PZR’a
dayalidir (Lopez ve ark., 1997).

Farkli kesim enzimlerinin yarattigi sonuglarin degerlendirilmesinde ¢esitli
ifadeler kullanilmistir. DNA metilasyonuna bagh degerlendirmeler; polimorfik, non-
polimorfik ve epigenetik markdr olmak iizere ii¢ sekilde ele alinabilir (Takata ve
ark., 2005; Keyte ve ark., 2006). Genotip bazinda ele alindiginda Mspl enzim kesimi
sonucunda bir bant profili elde edilip Hpall enzim kesimi sonucunda ise herhangi bir
bant profilinin elde edilemedigi durumlar “metillenmis” olarak ifade edilir.
Genotipte her iki enzim kesimi sonucunda da bir bant elde edilmesi durumu ise
“metillenmemis” olarak ifade edilir. Genotipler arasinda (ikili kombinasyonlarda)
metilasyon bolgelerinden dogan farkliliklar (Hpall ve Mspl enzim kesimlerine bagl
olarak) polimorfik, non-polimorfik ve epigenetik markor olarak degerlendirilir.
(Sekil.IL.11).
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Farkli Metilasyon Polimorfizm Cesitleri

l l l

Non-Polimorfik Polimorfik Epigenetik Markor
Metillenmis Bolgeler Metillenmemis Bolgeler
Genotip | Genotip 11
Hpa Il Msp | Hpa Il Msp |
|
I B | Metillenmis
|
E L B | Metillenmemis
|
L L L Epi-markor
|
] Metilasyon Polimorfizmi
I

Sekil I1.11. DNA metilasyon polimorfizminin degerlendirilmesinde yararlanilan ifadeler (Keyte ve
ark., 2006).
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DNA metilasyon polimorfizmi, dokulara gére farklilik gdstermektedir. Ornegin;
Levanic ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan g¢aligmada, CRED-RA teknigi
kullanilarak 3 embriyonik kabak ¢esidinde doku kiiltiirii yontemlerinin tesvik ettigi
stres gbzlemlenmistir.  Sonugta, DNA metilasyonunun en fazla erken embriyo
sathasinda oldugu, embriyogenezin baslamasiyla sitozin metilasyonunun seviyesinin
arttig1 goriilmiistiir.

DNA metilasyon polimorfizmi, inhibitdrler tarafindan baskilanir. Ornek olarak;
Prakash ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, 5-azacytidine ve 5-aza-
2¢-deoxycytidine gibi DNA metilleme inhibitorleri kullanilarak Petunia yaprak
explantlarinda ve CCGG ve CGCG dizilerinde sitozin metillenmeleri incelenmistir.
Sonugta, Hpall ve Mspl enzimleri ile kesim sonrasi ¢gogaltim sonucunda MADS-box
ve CDCA48 genlerinde olusan sitozin metilasyonunun, inhibitdrler sayesinde azaldig
gorilmistir.

DNA metilasyon polimorfizmi, generasyon farkliligini belirlemek amaciyla
kullanilabilir. Ornegin; Xiong ve arkadaslar1 (1999) tarafindan yapilan ¢alismada,
piring kiiltiirleri ve onlarin F1 hibritleri arasindaki kalitsal metillenme farkliliklar:
incelenmistir.  Piring kiiltlirleri arasinda ve diisiik kopya dizilerinin dordiinde
gbzlenen metilasyon, piringte kiiltiirler arasi genetik varyasyona katki sagladigi
gorilmiistiir.

Bazi1 bugday tiirlerinde diisiik kopyali ve tekrarli DNA’ y1 etkileyen degisimler
gozlemlenmistir. Ornegin; allotetraploidi gdsteren bugdaylarda epigenetik agidan
yeniden programlama goriilmektedir. Poliploididen sorumlu genetik ve epigenetik
mekanizmalar incelendiginde, bugday ve bazi tiirlerin genom duplikasyonu ile iliskili
benzer ve farkli mekanizmalara sahip oldugu goriilmiistiir. Ornek olarak, bugday gibi
pamuk da genomik homeostaz gostermekte fakat epigenetik acidan yeniden
programlanma goriilmemektedir (Adams ve Wendel, 2004).

Kallusun genetik ve epigenetik stabilitesi, sirasiyla RAPD ve CRED-RA
teknikleri ile arastirllmistir. Bu amagla, arpanin (Hordeum vulgare cv. Zafer-160)
olgun embriyolari, MS besiyerinde 24 hafta kiiltiire alinmistir. RAPD analizleri
yardimiyla test edilen 20 primerin 16 tanesi ile 103 ¢ogaltim {irlinii elde edilmistir.
Bunlardan 24 adedi olgun embriyoya spesifik, 54 adedi kallusa spesifik ve 25 tanesi
her iki doku ¢esidinde de goriiliir. RAPD analizleri sirasinda en iyi ¢ogaltim {iriinii
veren 3 primer, CRED-RA analizlerinde de kullanilmistir ve 17 ¢ogaltim {iriinii elde

edilmistir. Bunlardan 8 tanesi farkli cogaltim iiriinleridir.
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Buna gore, kiiltiir sartlari, genetik farkliliklara neden olur ve fistelik sitozin

metilasyon degisikliklerine bir kanittir.
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BOLUM III

TEZ CALISMALARI

Bu tez ¢alismasinin deneysel kismi, TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi,
Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii, Bitki Biyoteknolojisi laboratuarinin

imkanlarindan yararlanilarak gerceklestirilmistir.

I11.1. BITKI MATERYALI

Bu calismada, sar1 pas hastaligina karsi (Puccinia striformis f. sp. tritici)
dayanikli ve duyarli bugday g¢esitlerinin arastirilmasi igin dayanikli gesit olarak,
Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisi (ATAE) tarafindan gelistirilen izgiOl,
Sonmez2001 ve yerel bir ¢esit olan PI1178383 ile duyarl ¢esit olarak Aytin98, ES14
ve Harmankaya99 olmak tizere 6 adet kislik ekmeklik bugday (Triticum aestivum L.)
kullanilmistir (Tablo 111.1. ve devami). Bu gesitler, TUBITAK Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii serasinda yetistirilmistir.

Triticum aestivum ssp. aestivum olarak bilinen ekmeklik bugday, tetraploid
Triticum turgidum (AABB) bugdayinin Aegilops tauschii (D) ile hibridizasyonu
sonucu meydana gelen AABBDD genoma sahip hekzaploid bir tiirdiirdiir ve

sistematikteki yeri asagida oldugu gibidir (Sekil IIL.1.).

78 VAR N Y
Alem : Plantae
Sube : Angiospermeae
Siuf : Monocotyledoneae
Takim : Poales
Familya : Graminea

Alt familya : Pooideae

Cins : Triticum

Tur : Triticum aestivum L.

Sekil IT1.1. Bugday (Triticum spp.) bitkisi (http://www.apsnet.org).

40


http://www.apsnet.org/

Tablo I11.1. Calismada kullamilan bugday genotipleri.

CESITLER
&
— =
L
Z
L E
o
]
=
N
Q
Harmankaya99 1zgi2001
Kilgik Kilgikli Kilgiklt Kilgikl
Basak Rengi Kahverengi Beyaz Beyaz
Dane rengi Beyaz Kirmizi Beyaz
Boy (cm) Orta 85-95 95-105
Kisa A . ..
Dayaniklihgi Iy byi Iy
Kardeslenme s
Derecesi _ Orta Orta —yiiksek
Yatma Dayanikli Dayanikli Dayanikli
Erkencilik Orta Erkenci Orta Erkenci Erkenci
Ekmeklik .
Kalitesi - Iy Orta
Bintane Agirhg: ~ 38-44g 34-35g
(©)
Hektolitre
Agirh (kg) _ 79-83 79-81
Sedimantasyon
Degeri (ml) - 13-16 30-40
Protein Oram
(%) _ 12-14 Orta
Hastahk ve TaI\S/IaBd'\:\;nSElr: rl)(zsh://ir];ri Siirmeye dayanikli, rastik Sar1 pas, slirme ve rastiga
Zararh p Y ' 9 ve paslara kars1 orta duyarlidir. dayanikli.

pasa ise duyarli bir gesittir.
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Tablo II1.1’in devami. Calismada kullanilan bugday cesitleri ve genel 6zellikleri.

CESITLER
-
=2
z =
L
O 2
=
N
H®) o »
E = S ALY o
ES14 Sonmez2001 Aytin98
Kilgik Kilgiklt Kilgiksiz Kilgikl
Basak Rengi Kahverengi Beyaz Kahverengi
Dane rengi Beyaz Kirmizi Beyaz
Boy (cm) 90-95 100-110 100-105
Kisa L. L. .
Dayaniklihg byi by byi
Kasg:gi‘:;ime — Orta Orta-yiiksek
Yatma — Dayanikli Dayanikli
Erkencilik — Erkenci Orta Erkenci
Ekmeklik
Kalitesi Orta o o
Bmtanz}g;&glrllgl 324 38-44 g 3234
Hektolitre
Agirhi (kg) — 80-84 78-79
Sedimantasyon
Degeri (ml) — 14-16 35-45
P“’te('(;)?ra“' 12 12-14 13-14
TMBM, rastik, siirme ve . .
. Sar1 pasa, kahverengi pas, Kahverengi pasa
Hastalik ve kahverengi pasa dayanikli . - -
Zararh olan cesit, sart pas ve kara siirme ve rastiga dayaniklidir. ve rastiga dayanikli.

pasa duyarlidir.
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111.2. DNA iZOLASYONU

Bu calismada genomik DNA izolasyonu icin bugday bitkisinin yapraklari
kullanilarak ~ Song ve Henry (1995) tarafindan modifiye edilen, Weining ve
Landridge (1991) miniprep DNA izolasyonu metodu kullanmilmistir.  P1178383,
Harmankaya99, Izgi2001, ES14, S6nmez2001 ve Aytin98 ana¢ genotiplerine ait
yaprak ornekleri sivi azotta (-196°C) donduruldu ve izolasyon yapilincaya kadar
-80°C’de saklamaya alinmistir. DNA izolasyonu i¢in metal bilyeler eklenen 2 m1’lik
steril ependorf tiiplere, tartilan 0, 2 g her bir yaprak 6rnegi alinarak homojenizator
cihazinda (Retsh MM 301) toz haline getirilmistir. Olusan homojenatin {izerine 600

ul ezme tamponu (Tablo 111.2) eklenerek pargalamaya devam edilmistir.

Tablo I111.2. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan stok ¢ozeltiler.

Ad1 Icerigi Konsantrasyon Katalog No
N-Lauroylsarcosine sodium salt % 2 Sigma — L-9150
Ezme )
Tris-HCI pH 8.0 0.1M Sigma — T-5941
Tamponu
EDTA pH 8.0 10 mM Sigma - SIE6635
Sodyum NaOAc pH 4.8 .
Sigma — S-58750
Asetat (Glasiyel asetik asit ile) J

Ortamdaki proteinleri uzaklastirmak amaciyla iizerine 600 pl soguk fenol
eklenen tiipler, birkag kere tersyiiz edildikten sonra 10 dakika buzda bekletilmistir ve
13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Tiplerde olusan iist sivi dikkatlice
¢okeltiden ayrilmustir.  Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak iizerine 600 pl kloroform
eklenip iyice karistirilip tekrar 13.000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij isleminden
sonra olusan iist s1v1 yeni bir tiipe aktarilmistir. Uzerine 3 M 50 pl soguk sodyum
asetat (NaAcO,) ve 1 ml soguk saf etanol (%95’lik EtOH) eklenen iist siv1, yavasca
bir kag kere karstirilip DNA pelletleri goriildiikten sonra -70'C’de 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra 13.000 rpm’de 1 dakika siireyle santrifiij edildi. Olusan
st sivi atilarak dipte kalan ¢okelti 1 ml %75’lik soguk saf etanol ile 2 defa
yikanmistir.  DNA pelletinin belirginlestigi gozlendikten sonra list sivilar1 atilan

tipler filtre kagidinin tiizerine ters c¢evrilerek kurumaya birakilmstir. Pellet
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kuruduktan sonra pelletin miktarina gore yaklasik 50 — 100 pl steril soguk suda
cozdiirilmistiir.  RNA’y1 uzaklastirmak amactyla 2 pl 2U RNaz (RNase ONE
Ribonuclease Promega - M4261) eklenen tiipler, 37 C’de 40 dakika ve sonra 65 C’de
10 dakika siireyle inkiibe edilmistir. Izole edilen DNA’nin miktarinin belirlenmesi
ve PZR’da kullanilacak sulandirim oranlarinin hesaplanmasi i¢in 1/10 oraninda
sulandirilmistir ve daha sonra NDI1000 spektrofotometre cihazinda 260 nm
(nanometre) dalga boyunda olgtimleri yapilmistir. Elde edilen dlgiimler sonrasinda,
PZR’de kullanmak {izere DNA miktarlarinin 50 ng/ul olacak sekilde sulandirimlar
gerceklestirilmistir.  Bunun igin Oncelikle, ND1000 spektrofotometre cihazinda
belirlenen DNA miktarlari, 6l¢iim o6ncesi 1/10 oraninda sulandirildigr i¢in 10 ile
carpildi ve ¢ikan sonu¢ ile PZR’de kullanilacak 50 ng/ul DNA sulandirimlar
hazirlanmistir.  PZR i¢in sulandirimlari yapilanan genomik DNA 6rnekleri -20

°C’de saklamaya alinmistir (Sekil 111.2).
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I — Ty —
600 ul soguk fenol 1 dakika santriftij | -
-196°C’ de sivi 600 pl ezme tamponu b

k
h

azota kondu

— _/

Ust siv1 alinir. 600 pl kloroform

13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij W

Ust stvi alinir. 3 M 50 pl NaAcOy e
1 ml saf EtOH 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiii

Cokelti alimir. 1 ml %75°lik saf EtOH ile yikanir
ve kisa santrifiij yapilir.

DNA belirginlesir.
Ust sivi atilip kurumaya birakilir.

50 pl steril
soguk su

)

37°C’de 1 saat inkiibasyon

Spektrometrede 6lgtim
PZR igin sulandirim

v 3
F e .x‘_d"wn

GENOMIK DNA

Sekil 111.2. DNA izolasyonununda izlenen asamalar.

45



111.3. “BULK SEGREGASYON ANALIZLERINDE” KULLANILACAK
GENOMIK DNA KARISIMLARININ HAZIRLANMASI

Michelmore ve arkadaglar1 tarafindan 1991 yilinda gelistirilen BSA (“Bulk
Segregasyon Analizi”) genetik olarak agilim gdsteren bir populasyonun bireylerine
(F2 ya da F3 generasyonuna ait bitkiler) ait iki farkli DNA karigimi (“bulk’) arasinda
polimorfik markoérlerin bulunmasi esasina dayanir.

Bulk Segregasyon Analizleri (BSA) i¢in anag ¢esitlerin melezlenmesi sonucu
elde edilen F, populasyonundan pas okuma sonuglarina gore en dayanikli ve en
duyarl genotipler segilip ve bu genotiplerden genomik DNA izolasyonlar1 yapilarak,
DNA’larin kendi aralarinda esit olarak karistirilmasi sonucu duyarli ve dayanikli F;
DNA karisimlar: (‘bulk’) olusturulmustur ve bu karigimlar anag DNA o6rnekleriyle
birlikte PZR analizlerinde kullanilmistir. Sonraki asamalarda, PZR {irlinleri agaroz
jele yiiklenip incelendiginde dayanikli ve duyarli anaglar arasinda tespit edilen
polimorfizmin varligi yada yokluguna gore ayni primerler kullanilarak bu anaglarin
‘F bulk’larina da PZR uygulanmuistir.

P1178383, Harmankaya99, 1zgi2001, ES14, Sonmez2001 ve Aytin98 anag
bitkileri ile P1178383 x Harmankaya99, izgi2001 x ES14 ve S6nmez2001 x Aytin98
kombinasyonlarina ait F bitkileri bu tez ¢alismasinda kullanilmigtir. TARM’a ait
tarla ve seraya ekilen F; bitkileri, sar1 pas populasyonu ile inokule edildikten sonra
yapilan pas okuma sonuglarina gore belirlenen en dayanikli ve en duyarli F; bitkileri,
anaclar ile beraber “bulk segregasyon” analizlerine tabi tutulmustur. Fide donemi
dayanikliligi i¢in her kombinasyona ait 30’ar bitkinin (30 dayanikli ve 30 duyarl),
ergin donem dayaniklilig1 i¢cin her kombinasyona ait 24’er (24 dayamikli ve 24
duyarl) bitki secilmistir ve bu bitkilerin yaprak dokularindan genomik DNA
izolasyonlar1 yapilmistir. Izole edilen DNA’lar NanoDrop1000 spektrofotometre
cthazinda 260 nm dalga boyunda 6l¢iildiikten sonra her biri 50 ng/ pl olacak sekilde
sulandirilmistir. Her 30’lu ve 24°li bitki grubuna ait DNA’lardan esit hacimde ve
final konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde hazirlanan DNA karisimlari -20 °C’de
muhafaza edilmistir. Bulk segregasyon analizi i¢in DNA karisimlarinin hazirlanisi

asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 111.3).
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Fide donemi (30 bitki) ve ergin doneme (24 bitki) ait F, bitkilerinden genomik

DNA izolasyonunun yapilmasi

Izole edilen DNA’larin spektrofotometrede dl¢iimii

|

YUVUV RV RVV VYD
VORI RUREVI UV ey

Her bir tiipten esit hacimde DNA alinarak karisim tiipleri hazirlanmasi

Bulk tiipii. —» W

Sekil 111.3. “Bulk Segregasyon Analizinde” kullanilacak DNA’ nin (“bulk”) hazirlanisi.
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1114, SARI PAS HASTALIGINA KARSI DAYANIKLI VE DUYARLI

BUGDAY CESITLERI iLE YAPILAN RAPD ANALIZLERI

111.4.1. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
Anaclar ile Yapilan RAPD Analizleri

Sar1 pas hastaligina karsi (Puccinia striformis f. sp. tritici) dayanikli ve duyarli

bugday tiirlerinin taranmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonuna dayali RAPD teknigi

(“Randomly Amplified Polymorphic DNA — Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA™)

kullanilmistir.

Bu amagcla, sirastyla Operon Teknolojileri firmasi (Alameda,

California) ve British Columbia Universitesi (Vancouver, Canada) tarafindan

gelistirilen OP ve UBC serisi 50 adet RAPD primerinden faydalanilmistir.

Kullanilan primerlere ait diziler ve T, (“annealing” sicakligi, primerlerin kalip

DNA’ya baglanmasi i¢in gerekli sicaklik) degerleri Tablo 111.3’de yer almaktadir.

Tablo 111.3. Calismada kullanilan OP ve UBC Serisi RAPD primerlerinin dizileri ve T, degerleri.

Primerin Adi Primer Dizisi (5°-3°) T. (°C)
OPA-02 TGC CGA GCT G 37
OPA-03 AGT CAG CCA C 39.5
OPA-09 GGG TAA CGC C 40
OPA-10 GTG ATC GCA G 38
OPA-12 TCG GCG ATA G 39.5
OPA-13 CAG CAC CCA C 40
OPA-14 TCT GTG CTG G 39.5
OPA-15 TTC CGA ACC C 39.5
OPA-16 AGC CAG CGA A 44
OPA-17 GAC CGC TTG T 39.5
OPA-18 AGG TGA CCG T 44.5
OPA-19 CAA ACG TCG G 42
OPB-02 TGA TCC CTG G 39.5
OPB-03 CAT CCC CCT G 42
OPB-05 TGC GCC CTT C 46
OPB-06 TGC TCT GCC C 46
OPB-08 GTC CAC ACG G 40
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OPB-09 TGG GGG ACT C 44.5
OPB-10 CTG CTG GGA C 445
OPB-11 GTA GAC CCG T 39.5
OPB-13 TTC CCC CGC T 45
OPB-14 TCC GCT CTG G 44.5
OPC-04 CCG CAT CTA C 39.5
OPC-05 GAT GAC CGC C 44.5
OPC-06 GAACGGACTC 45
OPC-07 GTC CCG ACG A 44.5
OPC-08 TGG ACC GGT G 46
OPC-09 CTCACCGTCC 45
OPC-15 GAC GGATCAG 47
OPC-19 GTT GCCAGCC 47
OPD-16 AGG GCG TAA G 39.5
OPD-19 CTG GGG ACT T 39.5
OPE-08 TCA CCACGG T 46
OPE-17 CTA CTG CCG T 42
OPF-12 ACG GTA CCA G 39.5
OPF-13 GGC TGC AGA A 42
OPF-14 TGC TGC AGG T 46
OPH-04 GGA AGT CGC C 40
OPH-11 CTT CCG CAG T 44
OPJ-10 AAG CCC GAG G 37
OPJ-20 AAG CGG CCT C 37
OPK-04 CCG CCC AAA C 47
OPM-09 GTC TTG CGG A 40
OPM-10 TCT GGC GCA C 37
OPT-16 GGT GAA CGC T 40
OPT-17 CCA ACG TCG T 45
UBC-199 GCT CCC CCA C 37
UBC-212 GCT GCG TGA C 35.7
UBC-359 AGG CAG ACC T 34
UBC-551 GGA AGT CCA C 34.5
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Kullanilan primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi igin gerekli sicakliklarda (Ty)
polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu sicakliklarin belirlenmesi igin
“Gradient-PZR” yonteminden yararlanilmistir. Gradient-PZR y6nteminde, ayni ¢esit
genomik DNA ve aym ¢esit primerin iginde bulundugu farkli sayidaki tiipler
polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu yontemin en 6nemli 6zelligi, her
tiipe etki edecek baglanma sicakliginin farkli olmasidir. Reaksiyon sonucu elde
edilen {irtinlerin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi sonucu reaksiyonun calistigi

en iyi sicaklik belirlenmistir.

111.4.1.1. PZR Kosullar

PZR uygulamasinda her genotip i¢in 0, 2 ml’lik tiiplerdeki 25ul icerisinde son
konsantrasyon; 1X Taq Buffer (MBI Fermentas, Germany), 2.5mM MgCl, (MBI
Fermentas, Germany), 0.2mM dNTP (MBI Fermentas, Germany), 0.625 U/ul Taq
polimeraz, 800nmol primer ve 100 ng genomik DNA seklindedir.

RAPD markoérler i¢in kullanilan PZR programi; baslangic denatiirasyonu i¢in
94°C’de 3 dakika; genomik DNA’nin denatiirasyonu igin 94°C’de 1dakika, primerin
DNA'’ya baglanmasi i¢in primer ¢iftine uygun bir sicaklikta (31 - 47 °C) 1 dakika,
zincir uzamasi i¢in 72 °C’de 1 dakika bekletilip 40 dongii tamamlandiktan sonra, son
uzama i¢in de 72 °C’de 10 dakika tutularak tamamlanmistir (Sekil 111.4). Bu islem,
“Eppendorf Mastercycler Gradient, Biorad ve Applied” cihazlarinda yapilmustir.
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94°C’ de 3 dakika

Taq polimeraz

/ aktivasyonu

94°C’ de 1 dakika 31-47°C’ de 1 dakika 72°C’ de 1 dakika

Denatiirasyon Primer Baglanmasi Zincirin Uzamasi

— _/
v

40 Dongii

l

72°C’ de 10 dakika

Son Uzamalar

Sekil 111.4. RAPD markérler i¢in kullanilan PZR programu.

111.4.1.2. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforez Analizleri

RAPD primeri ile yapilan PZR sonucunda olusan ¢ogaltim {riinleri %1°lik veya
%2’lik agaroz jelde yiiriitilmistir. Bunun i¢in 0.5X TBE c¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanan %1°lik veya %2’lik agaroz, mikrodalga firinda eritilmistir.  Oda
sicakligina gelen jel 5 pl etidyum bromid (10mg/ml) ¢ozeltisi eklenip karistirildiktan
sonra yatay elektroforez kasetine dokiilmistiir. Elektroforez kaseti jelin polimerize
olmast i¢in oda sicaklifinda 30 dakika bekletilmistir ve 0.5XTBE tamponu igeren
elektroforez tankina yerlestirilmistir (Tablo 111.5). PZR dirtinleri 2, 5 pl yiikleme
tamponu ile karigtirilarak 14-15 pl hacimde jel kuyularina yiliklenmistir. PZR
tirtinlerinin boyutunu belirleyebilmek i¢in 6rnekler, 100 bg’lik (Fermentas) ve 50
b¢’lik (Fermentas) DNA markorleri ile birlikte jele yiiklenmistir.  Jel PZR
iriinlerinin kuyucuklardan ¢ikmasi amaciyla 100 Volt’ta yaklasik 2 saat yiiriitiip UV
151k altinda (Vilber Lourmat) incelenen PZR iiriinlerinin, Sony UPP-110HG Type V
High Glossy Printing Paper film {izerinde fotografi ¢ekilmistir.
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Tablo I11.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Ad1 Icerigi Konsantrasyon Katalog No
Trisma Base 890 mM Fluka - FL93362
TBE Tamponu (10X) EDTA 20 mM Sigma - SIE6635
Borik Asit 890 mM Reidel - 31146
Yiikleme Tamponu Bromofenol Mavisi % 0, 25 (w/v) Sigma - B-8026
(6X) Sukroz %40 (w/v) | Sigma— S-0389
Etidyum Bromiir Etidyum Bromiir 10 mg/ml Sigma - E7637

111.4.2. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait

F, Karisimlari ile Yapilan RAPD Analizleri
Kombinasyonlara ait anaglar arasinda polimorfik olarak belirlenen primerler sar1
pas hastalig1 dayaniklilik kaynagi ile genetik olarak baglanti gosteren bir markor elde
edilebilmesi amaciyla, bu kombinasyonalara ait genetik agilim gosteren fide ve ergin

donem F, DNA karigimlarinda da incelenerek Bulk Segregasyon Analizleri’ne tabi

tutulmustur. Bu tez calismasinda kullanilan; IzgiOl, Sénmez2001 ve P1783831
dayanikli g¢esitler ile Aytin98, ES14 ve Harmankaya99 duyarli g¢esitleri
gelistirilmekte olan haritalama populasyonlar1 g6z Oniine alinarak ikili

kombinasyonlar halinde (P1178383 x Harmankaya99, izgi0O1 x ES14, S6nmez2001 x
Aytin98) degerlendirilmistir. 50 adet RAPD primeri ile anag genotiplerin polimeraz
zincir reaksiyonuna tabi tutulmasi sonucunda belirlenen 50 adet polimorfik bant
yapis1 gosteren primerler ile ayn1 PZR kosullar1 altinda PI178383 x Harmankaya99,
Izgi01 x ES14 ve Sonmez2001 x Aytm98 kombinasyonlariyla tekrar PZR
reaksiyonuna tabi tutulmustur. Kullanilan PZR programi ve PZR kosullar1 yukarida
belirtildigi sekildeki gibidir. Elde edilen iiriinler %1 veya %2’ lik agaroz jel
elektrofrezinde yiiriitiildiikten sonra UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Elde edilen

RAPD sonuglari agaroz jel elektroforezinde degerlendirildikten sonra ayni primerler

CRED-RA teknigi ile de incelenmistir.
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I11.5. SARI PAS HASTALIGINA KARSI DAYANIKLI VE DUYARLI
BUGDAY CESITLERINDE RAPD MARKORLERiI KULLANILARAK
YAPILAN CRED-RA ANALIZLERIi

I11.5.1. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
Anaglarda Yapilan CRED-RA Analizleri

Calismada kullanilan bugday genotiplerinin enzimatik reaksiyona tabi tutulmasi
sonucu metilasyonun hangi cesitlerde ortaya c¢iktigimi ve buna bagli olarak
metilasyon goriilen ¢esitlerdeki polimorfizmi belirlemek amaciyla anaglarda CRED-
RA analizleri yapilmigtir. Sari pas hastaligina karsi dayanikli ve duyarli toplam 6
adet kislik ekmeklik bugday, 50 adet RAPD primeri ile DNA metilasyon
polimorfizminin incelenmesi i¢cin CRED-RA analizine tabi tutulmustur. Elde edilen
ornekler, %?2’lik agaroz jele yiiriitiilmiigtir. Bu amagcla, sar1 pasa dayanikli ve
duyarli 6 adet bugday genotipi, DNA metilasyonuna farkli duyarlilik gésteren Hpall

ve Mspl restriksiyon enzimleriyle muamele edilmistir (Sekil 111.5).

| :

@ (®) © GENOMIK DNA
@

Hpall ve Mspl enzimleri ile

s Kisa At kesim ve siticil1 blokta 37°C'
5. Santrifij ;% de 16-18 saat inkiibasyon %
i 65°C" de 20 dakika '
enzim inaktivasyonu 3
®) (® ® (e

Sekil 111.5. Farkli 6 gesit genotipin restriksiyon enzimleri ile kesimi; (a) Bitki materyali, (b) Bitki
homojenizasyonu, (c) DNA izolasyonu, (d) Genomik DNA’ nin elde edilmesi, (¢) DNA’
nin 50 ng’ lik olacak gekilde sulandirimi, (f) Hpall ve Mspl kesim enzimleri uygulanmig
DNA’ nin 1siticili blokta 37°C* de geceboyu inkiibe edilmesi ve sonunda 65 °C’ de 20
dakika enzim inaktivasyonu, (g) Isiticili bloktan alinan tiiplerin oda sicakliginda
bekletilmesi ve kisa santrifiij, (h) Kesimin gergeklesip ger¢eklesmediginin goriilmesi igin
orneklerin % 1’ lik agaroz jele yiiklenmesi.
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DNA metillenmesini belirlemek igin kullanilan CRED-RA tekniginde, her bir
genotip i¢in 100 pl hacimde 2.5 pg genomik DNA, 1X Tango Buffer, 10 U/ul Hpall
ve 10 U/ul Mspl olacak sekilde hazirlanan tiipler 37°C’de geceboyu ve ardindan
enzim inaktivasyonunu saglamak i¢in 65°C’de 20 dakika bekletilmistir (Temel ve
ark. 2008). CRED-RA analizlerinin diger bir asamasinda, Hpall ve Mspl enzimleri
ile muamele edilen her bir genotipe ait kesim iiriinii genomik DNA’lar, kesimin
gerceklesip gerceklesmediginin goriilmesi amaciyla %1°lik agaroz jele yiikklenmistir.
Bu asamadan sonra kesimi gergeklestirilen 6 adet bugday c¢esidine ait genomik
DNA’lar, RAPD-PZR analizlerinde kullanilan 50 adet polimorfik RAPD primerleri
ile ayni kosullar altinda polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmustur. Bu amagcla

izlenen yontem asagidaki gibidir:

111.5.1.1. PZR Kosullari

CRED-RA analizinde kullanilan PZR programi, RAPD tekniginde kullanilan
PZR programi ile aymi sekildedir. Polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulan
primerler %2’lik agaroz jel elektroforezinde vyiiritilip UV 15181 altinda
gorlntiilenmistir. Bdylece, 6 cesit bugday genotipine ait dayanikli ve duyarh tiirler
arasinda goriilen polimorfik bant profillerine bakilarak BSA analizine tabi tutulacak

genotipler belirlenmistir.

111.5.2. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
F, Karigimlarinda Yapilan CRED-RA Analizleri
Ana¢ genotipler arasinda goriilen polimorfizmin F, doéllerine aktarilip
aktarilmadigini gdzlemlemek icin P1178383 x Harmankaya99, izgi2001 x ES14 ve
Sonmez2001 x Aytin98 dayanikli ve duyarli F, DNA karisimlar1 arasinda olusan
enzim kesimine bagl farkliliklar, hem epigenetik markér hem de metilasyon
polimorfizmi ac¢isindan incelenmistir.  Bu amagcla, her iki degerlendirmede
kullanilacak veriler, excel formatina yerlestirilmistir. Daha sonra dikkat alinacak 0-1

seklinde bantlar incelendi ve gerekli istatiksel hesaplamalar yapilmistir (Sekil I11.6).
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9| H

10 M

1] ¢ 0

12| 4 0 0
13 M 0 0
14| 5 0 0
15 EH 0 0
16 M 0 0
17| 6 0 0
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Sekil II1.6. CRED-RA analizinde kullanilan verilerin excel formatina yerlestirilmesi.
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BOLUM IV

SONUCLAR ve TARTISMA

IV.1. DNA iZOLASYONU
P1178383, Harmankaya99, 1zgi2001, ES14, S6nmez2001 ve Aytin98 anag
bitkilerinden izole edilen DNA’larin miktarlar1 ve sulandirim oranlar1 Tablo IV.1°de

verilmistir.

Tablo IV.1. Calismada kullanilan ¢esitlerin DNA’larinin miktarlar1 ve sulandirim oranlari.

Cesitler DNA miktar1 (ng/pl) S“la(‘;‘:)‘:;‘/‘u(l))”“‘
P1178383 3320.1 66.42
Harmankaya99 2190.4 43.80
1zgi2001 1454.5 29.09
ES14 1435.9 28.71
S6nmez2001 4072.5 81.45
Aytin98 2097.6 41.95

IV.2. “BULK SEGREGASYON ANALIZINDE” KULLANILAN F;
KARISIM (BULK) DNA’LARI VE SULANDIRIM ORANLARI

Bulk Segregasyon Analizinde kullanilan, en dayanikli ve en duyarli F,

karigimlarini olusturan bireylere ait DNA’lar NanoDropl000 spektrofotometre

cthazinda 260 nm. dalga boyunda 6l¢giilmistiir. Her biri ul’de 50 ng DNA olacak

sekilde sulandirilan fide donemi dayaniklilig1 i¢in en dayanikli ve en duyarli, ergin

donem dayanikliligi i¢in en dayanikli ve en duyarli olarak belirlenmistir.
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IV.3. SARI PAS HASTALIGINA DAYANIKLI VE DUYARLI BUGDAY
CESITLERI ILE YAPILAN RAPD ANALIZ SONUCLARI
IV.3.1. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
Anaglar ile Yapilan RAPD Analiz Sonuglari
Sar1 pas hastaligina dayanikli ve duyarl gesitlerin, 50 adet RAPD primerleri ile
taranmasi sonucunda, 5 adet RAPD primeri (OPA-13, OPB-8, OPD-16, OPE-17,
OPT-16) tiim anaglar arasinda monomorfik bant profili gostermistir.  Diger 45
RAPD primeri ile ise polimorfik bant profili elde edilmistir. Monomorfik bant
profiline 6rnek olarak OPD16 primeri verilebilir (Sekil IV.1). Bu primerle elde
edilen ¢ogaltim tiriinlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi sonucunda ayni bant profili

gostermistir.

Sekil IV.1. OPD16 primeri kullamlarak bugday cesitlerinde elde edilen monomorfik bant profili.
1: P1178383, 2: Harmankaya99, 3: izgi2001, 4: ES14, 5: Sonmez2001, 6: Aytin98,
NK: Negatif Kontrol, M: 50 b¢ DNA Ladder.

Polimorfik bant profiline 6rnek olarak OPF13 primeri verilebilir (Sekil IV.2).
Bu primerle elde edilen ¢ogaltim diirlinlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi

sonucunda polimorfik bant profili gostermistir.
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LTI

Sekil IV.2. OPF13 primeri kullanilarak bugday ¢esitlerinde elde edilen polimorfik bant profili. Beyaz
oklar ile gosterilen bantlar kombinasyonlar arasindaki polimorfizmi isaret etmektedir.
Dayanikli ve duyarli ¢esitler arasindaki bu farkli bant profillerine dayanarak, OPF13
primeri polimorfik olarak kabul edilebilir. M: 50 b¢ DNA Ladder, 1: P1178383,
2: Harmankaya99, 3: izgi2001, 4: ES14, 5: Sénmez2001, 6: Aytin98, NK: Negatif
Kontrol.

Tim primerler ile elde edilen agaroz jel goriintiileri incelendiginde 6 anag igin

belirlenen toplam monomorfik ve polimorfik primerler Sekil IV.3’ de gosterilmistir.

Primer sayisi
50

45

40 -

35

30 -

25 -

20 -

15 -
10

85

0 - ant profili

Polimofik Monomorfik

Sekil IV.3. Calismada kullanilan monomorfik ve polimorfik primer sayilari.

Ayrica, anaglara ait DNA’lar ile yapilan PZR analizleri sonucunda
polimorfik goriilen toplam 45 adet primerin PI178383 x Harmankaya99, izgi2001 x
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ES14 ve Sonmez2001 X Aytin98 kombinasyonlarindaki dagilimlar: da incelenmistir.
Bazi primerlerin kombinasyonlar arasinda ortak olmakla beraber, PI1178383 x
Harmankaya99 kombinasyonu i¢in 25 adet monomorfik ve 25 adet polimorfik bant
profili gosteren primer, izgi2001 X ES14 kombinasyonu i¢in yine 25 adet
monomorfik ve 25 adet polimorfik bant profili gosteren primer ve S6nmez2001 X
Aytin98 kombinasyonu i¢in 11 adet monomorfik ve 39 adet polimorfik bant profili

gosteren primer oldugu gozlenmistir (Tablo 1V.2 ve Sekil IV.4).

Tablo 1V.2. Farkli kombinasyonlara gore monomorfik ve polimorfik bant yapist gosteren RAPD
primerlerinin listesi.

Kombinasyonlar Monomorfik Bant Yapisi Gosteren Polimorfik Bant Yapis1 Gosteren
Primerler Primerler

OPA-05, OPA-09, OPA-10, OPA-13, | OPA-02, OPA-03, OPA-12, OPA-15,
OPA-14, OPA-19, OPB-08, OPB-11, | OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPB-02,
OPB-14, OPC-04, OPC-06, OPC-07, | OPB-03, OPB-05, OPB-06, OPB-10,
OPC-08, OPC-15, OPC-19, OPD-16, | OPB-13, OPC-05, OPC-09, OPE-08,
OPD-19, OPE-17, OPF-14, OPH-11, | OPF-12, OPF-13, OPH-04, OPJ-20,
OPJ-10, OPM-09, OPM-10, OPT-16, | OPK-04, OPT-17, UBC-199, UBC-212,
UBC-359. UBC-551.

P1178383 x
Harmankaya99

OPA-02, OPA-03, OPA-13, OPA-19, | OPA-05, OPA-09, OPA-10, OPA-12,
OPB-03, OPB-06, OPB-08, OPB-10, | OPA-14, OPA-15, OPA-16, OPA-17,
OPB-11, OPB-13, OPC-04, OPC-08, | OPA-18, OPB-02, OPB-05 OPB-14,
izgi2001 x ES14 | OPC-15, OPC-19, OPD-16, OPD-19, | OPC-05, OPC-06, OPC-07, OPC-09,
OPE-08, OPE-17, OPF-12, OPF-14, | OPF-13, OPH-04, OPH-11, OPJ-10,
OPM-10, OPT-16, OPT-17, UBC-199, | OPJ-20, OPM-09, OPK-04, UBC-212,
UBC-551. UBC-359.

OPA-02, OPA-03, OPA-05, OPA-09,
OPA-10, OPA-12, OPA-16, OPA-17,

OPA-13, OPA-14, OPA-15, OPB-08, OPA-18, OPA-LS, OPB-02, OPB-03,
OPD-16, OPE-17. OPF-12, Oph.11, | OPB-05, OPB-06, OPB-10, OPB-1L,
Sénmez x OPK-04, OPT-16, UBC-55L. OPB-13, OPB-14, OPC-04, OPC-05,
Aytmn98 OPC-06, OPC-07, OPC-08, OPC-09,
OPC-15, OPC-19, OPD-19, OPE-08,
OPF-13, OPF-14, OPH-04, OPJ-10,
OPJ-20, OPM-09, OPM-10, OPT-17,

UBC-199, UBC-212, UBC-359.
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Primer sayisi
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Sekil IV.4. Calismada kullanilan primerlerle kombinasyonlara ait elde edilen monomorfik

ve polimorfik primer sayilari.

Bu calismada anaglar arasinda kullanilan RAPD primerlerinin %90’ 1nin
polimorfik oldugu belirlenmis ve bu primerlerin elimizdeki bugday g¢esitlerinin
ayriminda etkin olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Ayrica, sar1 pas hastaligina dayanikli ve duyarhi kislik ekmeklik bugday
cesitlerinde en polimorfik RAPD primerlerini saptamak igin, test edilen 50 adet
primerin her birine diisen toplam bant sayisi, polimorfik ve monomorfik bant sayisi

ve polimorfizm oranlar da hesaplanmistir (Tablo IV.3).
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Tablo 1V.3. RAPD primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant sayilari, polimorfik

bant sayilar: ve polimorfizm oranlar1.

Primerin ngftm Polimorfik | Polimorfizm | Primerin nglr?tm Polimorfik | Polimorfizm
Adi Sayist Bant Sayisi Yiizdesi Adi Sayist Bant Sayis1 Yiizdesi
OPA2 38 5 %13.15 OPC7 59 9 %15.25
OPA3 78 9 %11.5 OPC8 80 16 %20.00
OPA5 59 12 %20.33 OPC9 76 5 %6.57
OPAS9 54 6 %11.11 OPC15 8 2 %25.0
OPAl10 66 6 %9.09 OPC19 28 4 %14.28
OPA12 32 8 %25 OPD16 45 0 -
OPA13 57 0 - OPD19 46 18 %39.13
OPAl14 34 3 %8.82 OPES8 30 7 %23.3
OPAI15 43 4 %9.30 OPE17 27 0 -
OPAl6 63 18 %28.5 OPF12 52 5 %9.61
OPAl7 102 14 %13.72 OPF13 66 11 %16.66
OPA18 52 5 %9.61 OPF14 31 9 %29.03
OPA19 50 4 %8.00 OPH4 50 12 %24.00
OPB2 29 9 %31.03 OPH11 26 7 %26.93
OPB3 64 17 %26.56 OPJ10 93 6 %6.45
OPB5 47 17 %36.01 OPJ20 58 15 %25.86
OPB6 70 7 %10 OPK4 71 6 %8.45
OPB8 30 0 - OPM9 45 4 %8.88
OPB10 66 7 %10.60 OPM10 17 6 %35.29
OPB11 29 6 %20.68 OPT16 41 0 -
OPB13 57 2 %3.50 OPT17 57 3 9%5.26
OPB14 61 9 %14.75 UBC199 39 4 %10.25
OPC4 55 4 %7.27 UBC212 64 9 %14.06
OPC5 73 4 %5.47 UBC359 54 8 %14.81
OPC6 72 12 %16.66 UBC551 19 3 %15.78

Arastirmada kullanilan 10 baz uzunlugundaki 50 farkli primerin hepsinde de
bantlar degerlendirilebilir olarak gézlenmistir. Analizler sonucunda degerlendirmeye
alinan 50 RAPD primeri, toplam 2563 adet bant vermistir. Bu bantlardan 357 adedi
polimorfik, 2206 adedi monomorfik bantlardir. Ortalamalar alinarak
degerlendirildiginde; birey basina diisen bant sayis1 51.26; ortalama polimorfik bant
sayist 7.14; ortalama monomorfik bant sayis1 44.12 olarak hesaplanmistir. Primerler

degerlendirildiginde; en fazla polimorfik bant veren primerin %39.13 orani ile OPD-
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19 (18 adet bant); en fazla monomorfik bant veren primerin %86.28 orani ile OPA-
17 (88 bant) oldugu gozlenmistir. Primerlerin reaksiyon sonucunda olusturdugu
¢ogaltim {rlinlerinin sayist1 8-102 arasinda degismektedir.  Bu veriler esas
alindiginda, elde edilen bantlarin % 13.93’{iniin polimorfik oldugu (Sekil IV.5) ve %
86.07’sinin monomorfik oldugu belirlenmistir.  Buna gore, c¢alismalarimizda
kullanilan bugday ¢esitleri arasinda varyasyonun oldugunu ve islah ¢aligmalarinda

kullanilacak gesit se¢ciminde bu verilerin degerlendirilebilecegi sdylenebilir.

Polimorfizm yizdesi
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Sekil IV.5. Caligmada kullanilan RAPD primerlerinin polimorfizm yiizdeleri.

Benzer sekilde, Igbal ve arkadaslar1 (1997), 23 elit seviyedeki ticari pamuk
cesidi arasindaki genetik farkliliklar1 RAPD teknigi ile arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
50 RAPD primeri kullandiklarini, 49 RAPD primerinin polimorfik bant
olusturdugunu, toplam 349 bant amplifikasyonundan % 89.1’ini1 polimorfik olarak
gozlemlediklerini bildirerek RAPD tekniginin melezleme 1slahinda kullanilacak
anaglarin se¢iminde yardimcei olabilecegini rapor etmiglerdir.

Dakir ve arkadaslar1 (2002), RAPD markdrii kullanarak Fas’tan toplanmis bazi
arpa genotiplerinde genetik ¢esitliligi degerlendirmek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada;
6 yerel arpa populasyonu ile 21 RAPD primerinden 100 polimorfik RAPD bandi elde
edildigini, RAPD’in genetik cesitliligi belirlemede etkili bir yontem oldugunu
belirtmislerdir.
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IV.3.2. Sar1 Pas Hastaligina Karg1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
F, karigimlart ile Yapilan RAPD Analiz Sonuglari

Kombinasyonlara ait anaglar arasinda polimorfik olarak belirlenen primerler
(bakiiz: Tablo IV.2), sar1 pas hastaligi dayaniklilik kaynagi ile genetik olarak
baglanti gosteren bir markor elde edilebilmesi amaciyla, bu kombinasyonalara ait
genetik acilim gosteren fide ve ergin donem F, DNA karisimlarinda da incelenerek
Bulk Segregasyon Analizleri’ne tabi tutulmustur.

Yapilan Bulk Segregasyon Analizleri sonucunda, kombinasyonlara ait anaglara
arasinda polimorfik bant profili veren primerlerin ayn1 kombinasyona ait F» DNA
karisimlarinda gozlenmedigi ortaya ¢ikmistir.  Bu durum igin PI1178383 X
Harmankaya99 kombinasyonunda OPF12 primeri ve 1zgi2001 x ES14
kombinasyonunda OPA12 primeri ve Sonmez x Aytin98 kombinasyonunda
OPM9 primeri ile elde edilen agaroz jel goriintiileri 6rnek olarak verilebilir (Sekil
IV.6, Sekil IV.7 ve Sekil 1V.8). Bu primerle elde edilen ¢ogaltim iiriinlerinin hepsi

agaroz jel elektroforezi sonucunda benzer bant profili gostermistir.

M 1 2 3 4 5 6 NK

-l

!
!

560 b¢ —»

Sekil IV.6. OPF12 primeri kullanilarak P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonuna ait fide ve ergin
donem i¢in gergeklestirilen “Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bant,
anaglar arasindaki polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1- Ergin donem
dayaniklhilig1 igin P1178383 x Harmankaya99 dayanikli F, DNA karigimi (dayanikli
“bulk”), 2- Ergin donem dayamiklilig1 i¢in P1178383 x Harmankaya99 duyarli F, DNA
karigimi (duyarli “bulk”), 3- Harmankaya99, 4- P1178383, 5- Fide donemi dayaniklilig
icin P1178383 x Harmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk™), 6- Fide
donemi dayanikliligi i¢in P1178383 x Harmankaya99 duyarli F, DNA karigimi (duyarli
“bulk™), NK- Negatif Kontrol.
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Sekil IV.6’da 3 numarali 6rnek olan duyarli ana¢ Harmankaya99’da yaklasik 560
b¢’den biiylik bir bant gdzlemlenirken; bu bant, 4 numarali 6rnek olan dayanikli anag
PI1178383’de gozlemlenmemistir.  Anaclar arasinda goézlenen bu polimorfizme
karsilik, fide donemi dayanikli F, karisiminda (5 numarali 6rnek), fide donemi
duyarli F, karigiminda (6 numarali 6rnek), ergin donem dayanikli F, karigiminda (1
numaralit 6rnek) ve ergin donem duyarli F» karistminda (2 numarali 6rnek) da bu
bantin gbzlemlenmesi nedeniyle anaglar arasinda polimorfik olan bu bant profili

markor niteligi tastmamaktadir.
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Sekil IV.7. OPA12 primeri kullanilarak izgi2001 x ES14 kombinasyonuna ait fide ve ergin dénem
i¢in gergeklestirilen “Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bant, anaglar
arasindaki polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markér (50bg), 1- Ergin dénem
dayamklilig igin izgi2001 x ES14 dayanikli F, DNA karisimu (dayanikli “bulk”), 2-
Ergin dénem dayanikliligi i¢in izgi2001 x ES14 duyarli F, DNA karisimi (duyarh
“bulk”), 3- ES14, 4- izgi2001, 5- Fide dénemi dayaniklihdi icin 1zgi2001 x ES14
dayanikli F, DNA karigimi (dayamkl “bulk™), 6- Fide dénemi dayamklihigr igin izgi2001
x ES14 duyarli F, DNA karigimu (duyarl “bulk’), NK- Negatif Kontrol.

Sekil 1V.7°de 3 numarali 6rnek olan duyarli ana¢ ES14’de yaklasik 680 bg
civarinda bir bant gozlemlenirken; bu bant, 4 numarali 6rnek olan dayanikli anag
Izgi01°de gozlemlenmemistir. Anaglar arasinda gozlenen bu polimorfizme karsilik,
fide donemi dayanikli F, karisiminda (5 numarali 6rnek), fide donemi duyarli F;
karisiminda (6 numarali 6rnek), ergin donem dayanikli F, karistminda (1 numaral

ornek) ve ergin donem duyarli F, karistminda (2 numarali 6rnek) da bu bantin
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gozlemlenmesi nedeniyle anaglar arasinda polimorfik olan bu bant profili markor
niteligi tagimamaktadir. Bu veriler sayesinde, cesitler arasinda polimorfik olan
markorler, bu cesitlere ait haritalama populasyonlarinda taranarak, baglanti
haritalariin olusturulmasi, sar1 pas hastalig1 ile genetik olarak baglant1 gosterip
gostermediginin belirlenmesi amaciyla kullanilabilir.
6 NK M
T

1 2 3
P ——

«— 580 be

Sekil 1V.8. OPM9 primeri kullanilarak S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonuna ait fide ve ergin
doénem igin gerceklestirilen “Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen
bantlar polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1- Ergin donem dayanikliligi
icin S6onmez2001 x Aytin98 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk™), 2- Ergin
donem dayanikliligi i¢in Sonmez2001 x Aytin98 duyarli F, DNA karigimi (duyarh
“bulk™), 3- Aytin98, 4- S6onmez2001, 5- Fide donemi dayanikliligi i¢cin S6nmez2001 x
Aytin98 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk™), 6- Fide donemi dayanikliligi igin
Sonmez2001 x Aytin98 duyarli F, DNA karisimi (duyarl: “bulk’), NK- Negatif Kontrol.

Sekil IV.8’ de goriildiigii gibi, 3 numarali 6rnek olan duyarl anag Aytin98’ de
goriilen bant, 4 numarali 6rnek olan dayanikli ana¢ Sonmez2001° de goriilmemistir.
Anaglar arasinda goézlemlenen bu polimorfizm, fide dénemine ait dayanikli ve
duyarli olan F, DNA karisimlarina ve ergin doneme ait duyarli olan F, DNA
karigimlarina da aktarildigi i¢in markor niteligi tasiyan bir bant s6z konusu degilidir.
PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu arasinda 25, 1zgi2001 x ES14
kombinasyonu arasinda 25 ve S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonu arasinda 39
primerle yapilan c¢ogaltim sonucunda polimorfik bant yapilar1 goriilse de bu

polimorfik bantlarin hepsi markor niteligi tasimamaktadir.
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Divaret ve arkadaslarinin (1999) ¢esitler arasindaki genetik uzaklik ve benzerligi
incelemek amaciyla yaptiklari ¢alismada, 7 farkli B. oleracea L. gesidi ile 8 adet
RAPD primeri polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutularak dendogramlar
olusturulmustur.

Akar ve arkadaslarinin (2007) Tiirkiye’nin bazi boélgelerinden toplanan bazi
makarnalik bugday cesitlerinin genetik farkliligini belirlemek amaciyla yaptiklari
calismada, 100 farkli T.durum L. ¢esidi ile 300 adet RAPD primeri polimeraz zincir
reaksiyonuna tabi tutulmus ve aralarindaki genetik benzerlik incelenmistir.

Benzer sekilde bu caligmada, sar1 pas hastaligi dayaniklilik kaynagr ile genetik

olarak baglant1 gdsteren bir markor elde edilememistir.

IV.4. SARI PAS HASTALIGINA KARSI DAYANIKLI VE DUYARLI
BUGDAY CESIiTLERINDE RAPD MARKORLERiI KULLANILARAK
YAPILAN CRED-RA ANALIZ SONUCLARI

IV.4.1. Sar Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
Anaglar ile Yapilan CRED-RA Analiz Sonuglari

Bu sekilde CRED-RA analizlerinde kullanilan sar1 pas hastaligina dayanikli ve
duyarli olan bugday g¢esitlerinde epigenetik farkliliklarin belirlenmesi amaciyla
CRED-RA teknigi kullanilmigtir. 50 adet RAPD primerleri ile yapilan CRED-RA
analizleri sonucunda ¢ogaltim {iriinleri agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir.
Cesitler arasindaki Mspl ve Hpall enzim kesimlerine bagli bant profilindeki
farkliliklar, polimorfik olarak degerlendirilmis ve bu analizler sonucunda 50 adet
primer ile de polimorfik bant profili elde edilmistir. Polimorfik bant profiline 6rnek
olarak OPA14 primeri verilebilir (Sekil 1V.9). Bu primerle elde edilen gogaltim
triinlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi sonucunda polimorfik bant profili

gostermistir.
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Sekil IV.9. OPA14 primeri kullanilarak gergeklestirilen PZR sonucu. Beyaz oklar ile gosterilen
bantlar anacglar arasindaki polimorfizmi, kirmizi oklar ile isaret edilenler Hpall
kesiminden sonra olusan polimorfizmi ve yesil oklar ile gosterilenler Mspl kesiminden
sonra olusan polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1. P1178383, 2. Hpall
enzimi uygulanmis P1178383, 3. Mspl enzimi uygulanmis P1178383, 4. Harmankaya99,
5. Hpall enzimi uygulanmis Harmankaya99, 6. Mspl enzimi uygulanmisg
Harmankaya99, 7. 1zgi2001, 8. Hpall enzimi uygulanmis izgi2001, 9. Mspl enzimi
uygulanmis 1zgi2001, 10. ES14, 11. Hpall enzimi uygulanmis ES14, 12. Mspl enzimi
uygulanmis ES14, 13. Sonmez2001, 14. Hpall enzimi uygulanmigs S6nmez2001, 15.
Mspl enzimi uygulanmis S6nmez2001, 16. Aytin98, 17. Hpall enzimi uygulanmig
Aytin98, 18. Mspl enzimi uygulanmis Aytin98, NK. Negatif Kontrol.

Sekil IV.9’ da, 1 numarali 6rnek olan dayanikli ana¢ P1178383°de yaklagik 320
b¢ biiyiikliigiindeki bant, 4 numarali 6rnek olan duyarli ana¢ Harmankaya99’de
gozlemlenmemektedir.  Aynmi sekilde, 12 numarali 6rnek olan Mspl enzimi
uygulanmis ES14°de 850 bg biiyiikliigiindeki bant 9 numarali 6rnek olan Mspl
enzimi uygulanmis 1zgi2001°de bulunmamaktadir. Bu, Mspl enzimi ile kesim
somrasinda olusan farkliligi gostermektedir. Yine, 14 numarali 6rnek olan Hpall
enzimi uygulanmis S6nmez2001°de 410 bg biiylikliigiindeki bant 17 numarali 6rnek
olan Hpall enzimi uygulanmis Aytin98’ de goriillmemektedir. Bu, Hpall enzimi ile
kesim somrasinda olusan farkliligi gostermektedir. Enzim kesimleri sonrasi olugan
bu farkliliklar degerlendirilerek, aralarinda polimorfizm goriillen kombinasyonlar

belirlenmis ve Bulk Segregasyon Analizi’ne tabi tutulmustur.

67



Polimorfik olarak belirlenen bu primerlerin kombinasyonlara ait anaglar
arasindaki dagilimlar1 incelendiginde ise, Tablo IV.4 ve Sekil.IV.10°da P1178383 x
Harmankaya99 kombinasyonuna ait 44 adet, 1zgi2001 x ES14 kombinasyonuna ait
38 adet ve Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonuna ait 40 adet RAPD primeri ile
Bulk Segregasyon Analizleri ger¢eklestirildigi gosterilmistir.

Tablo 1V.4. CRED-RA analizlerinde kullamilan farkli kombinasyonlara gbre monomorfik ve
polimorfik bant yapisi gosteren RAPD primerlerinin listesi.

Monomorfik Bant Polimorfik Bant Yapis1 Gosteren Primerler
Kombinasyonlar Yapisi Gosteren
Primerler

OPA-02, OPA-09, | OPA-03, OPA-05, OPA-12, OPA-13, OPA-14, OPA-15,
OPA-10, OPB-08, | OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-02, OPB-03,
OPC-07, UBC-359, | OPB-05, OPB-06, OPB-10, OPB-11, OPB-13, OPB-14,

P1178383 x UBC-551. OPC-04, OPC-05, OPC 06, OPC-08, OPC-09, OPC-15,
Harmankaya99 OPC-19, OPD-16, OPD-19, OPE-08, OPE-17, OPF-12,
OPF-13, OPF-14, OPH-04, OPH-11, OPJ-10, OPJ-20,
OPK-04, OPM-09, OPM-10, OPT-16, OPT-17, UBC-
199, UBC-212.

OPA-05, OPA-13, | OPA-02, OPA-03, OPA-09, OPA-10, OPA-12, OPA-14,
OPB-03, OPB-11, | OPA-15, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-02,
OPC-06, OPC-08, | OPB-05, OPB-06, OPB-08, OPB-10, OPB-13, OPB-14,
izgi2001 x ES14 | OPD-16, OPF-12, | OPC-04, OPC-05, OPC-07, OPC-09, OPC-15, OPC-19,
OPJ-10, OPM-10, | OPD-19, OPE-08, OPE-17, OPF-13, OPF-14, OPH-04,
OPT-16. OPH-11, OPJ-20, OPK-04, OPM-09, OPT-17, UBC-
199, UBC-212, UBC-359, UBC-551.

OPA-10, OPA-13, | OPA-02, OPA-03, OPA-05, OPA-09, OPA-12, OPA-15,
OPA-14, OPB-08, | OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-02, OPB-03,
OPC-05, OPC-08, | OPB-05, OPB-06, OPB-10, OPB-11, OPB-13, OPB-14,
OPD-16, OPF-12, | OPC-04, OPC 06, OPC-07, OPC-09, OPC-15, OPC-19,
OPM-10. OPD-19, OPE-08, OPE-17, OPF-13, OPF-14, OPH-04,
OPH-11, OPJ-10, OPJ-20, OPK-04, OPM-09, OPT-16,
OPT-17, UBC-199, UBC-212, UBC-359, UBC-551.

Sénmez x
Aytin98
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Primer sayisi
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Sekil IV.10. Calismada kullanilan primerlerle kombinasyonlara ait elde edilen monomorfik ve
polimorfik primer sayilart.

IV.4.2. Sani Pas Hastaligmma Karsi Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait
Anaglar ile Yapilan CRED-RA Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 6 farkli bugday genotipinin Hpall ve Mspl enzimleri ile

kesimi sonucu elde edilen farkli bant profilleri 2 sekilde degerlendirilmistir. Bunlar;

MspI enzim kesimi farkliliginin dikkate alindig1 “DNA metilasyon polimorfizmi” ve

Hpall enzim kesimi farkliliginin dikkate alindig1 “Epigenetik Markor” ¢alismalaridir.

A) Sar1 Pas Hastaligina Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait Anaglar ile
Yapilan DNA Metilasyon Polimorfizmi Sonuglari

Anaglar arasindaki DNA metilasyon polimorfizminin belirlenmesi i¢in Mspl
enzim kesiminden olusan farkliliklar1 g6z 6niinde bulundurulmustur. Sekil IV.11° da
gortilen beyaz renkli oklar, kombinasyonlar halinde incelenen anaglarin Mspl enzimi
uygulanmig bantlarindaki farkliligi ifade etmektedir. Kirmizi renkli oklar ise
metillenmenin olmadig1 ve her iki genotipte de Mspl enzimi kesimi sonucu olusan
bantlarin varhigim gostermektedir. Ornek olarak, OPA12 primeriyle elde edilen bant
profilleri Sekil IV.11’ daki gibidir.
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Sekil 1V.11. OPAI12 primeri kullanilarak gergeklestirilen PZR sonucu. Beyaz oklar ile gosterilen
bantlar anaglar arasindaki metilenmis bantlari, kirmizi oklar ile isaret edilenler
metillenmemis bantlar1 isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1. P1178383, 2. Hpall
enzimi uygulanmis PI178383, 3. Mspl enzimi uygulanmis PI178383, 4.
Harmankaya99, 5. Hpall enzimi uygulanmis Harmankaya99, 6. Mspl enzimi
uygulanmig Harmankaya99, 7. 1zgi2001, 8. Hpall enzimi uygulanmis 1zgi2001, 9.
Mspl enzimi uygulanmis 1zgi2001, 10. ES14, 11. Hpall enzimi uygulanmis ES14,
12. Mspl enzimi uygulanmig ES14, 13. S6nmez2001, 14. Hpall enzimi uygulanmis
Sénmez2001, 15. Mspl enzimi uygulanmis S6nmez2001, 16. Aytn98, 17. Hpall
enzimi uygulanmig Aytin98, 18. Mspl enzimi uygulanmis Aytin98, NK. Negatif
Kontrol.

Sadece Mspl enzim kesimi ile olusan ve genotipler arasinda farklilik gosteren
bant sayilar1 dikkate alinarak yapilan degerlendirmelerde, PI1178383 ve
Harmankaya99 genotipleri arasinda 124 adet polimorfik ve 518 adet monomorfik
bant goriiliirken, 1zgi01 ve ES14 genotipleri arasinda 110 adet polimorfik ve 532 adet

monomorfik bant gériilmiistiir. S6nmez2001 ve Aytin98 genotipleri arasinda ise 86
adet polimorfik ve 556 adet monomorfik bant gézlemlenmistir (Sekil IV.12).
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P1178383 xHarmankaya99 ~ =izgi01xES14  ®Sinmez2001x Aytn98 PI178383 x Harmankaya99  mizgi01xES14  mSénmez2001x Aytn98

Sekil IV.12. DNA metilasyon polimorfizmi incelemeleri sonucunda kombinasyonlara gére anag
genotipler arasinda belirlenen polimorfik (a) ve monomorfik (b) bantlarin
karsilagtirilmast.

B) Sar1 Pas Hastaligina Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait Anaglar ile
Yapilan Epigenetik Markor Sonuglart
Dayanikli ve duyarli olan ekmeklik bugday genotiplerinin CRED-RA teknigi ile
analizleri sonucunda, kombinasyonlara ait anaglar arasinda Hpall enzim kesimi
farklilign dikkate alinarak epigenetik markor olma olasiligi yiiksek bant profilleri
belirlenmistir. P1178383-Harmankaya99 genotiplerinin arasinda 24 adet, izgi01-

ES14 genotiplerinin arasinda 16 adet ve Sonmez2001-Aytin98 genotipleri arasinda

ise 11 adet epigenetik markér olma olasiligi bulunan polimorfik bant profili

gozlemlenmistir. Bunlar, her iki genotipte de Mspl enzimi ile kesim sonrasi olugsan
ve sadece bir genotipteki Hpall enzimi ile kesim farklilig1 g6zlemlenen bantlardir.

Bu duruma, izgi01-ES14 anaglar1 arasinda OPB8 primeriyle elde edilen Hpall enzim

kesimi agisindan polimorfik olan bant profili 6rnek olarak verilebilir (Sekil.IV.13).
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Sekil IV.13. OPB8 primeri kullanilarak gerceklestirilen PZR sonucu. Beyaz oklar ile gosterilen
bantlar anaglar arasindaki Mspl enzimi ile olusan, kirmiz1 oklar ile isaret edilenler Hpall
enzim kesiminden olusan bantlari isaret etmektedir. M: Markér (50bg), 1. P1178383,
2. Hpall enzimi uygulanmig PI178383, 3. Mspl enzimi uygulanmis P1178383, 4.
Harmankaya99, 5. Hpall enzimi uygulannmug Harmankaya99, 6. Mspl enzimi
uygulanmis Harmankaya99, 7. 1zgi2001, 8. Hpall enzimi uygulanmis 1zgi2001, 9.
Mspl enzimi uygulanmis 1zgi2001, 10. ES14, 11. Hpall enzimi uygulanmis ES14, 12.
Mspl enzimi uygulanmis ES14, 13. Sonmez2001, 14. Hpall enzimi uygulanmisg
Sénmez2001, 15. Mspl enzimi uygulanmis S6nmez2001, 16. Aytin98, 17. Hpall
enzimi uygulanmig Aytn98, 18. Mspl enzimi uygulanmis Aytin98, NK. Negatif
Kontrol.

Sekil 1V.13* de gosterilen agaroz jel fotografi incelendiginde, PI178383,
Harmankaya99, izgi01, ES14, Sonmez2001 ve Aytin98 genotipleri arasinda varolan
epigenetik markor olma olasiligi fazla olan bir bant profili dikkat ¢ekmistir. Bu
amagla, PI178383 ve Harmankaya99 genotipleri arasinda 3 numarali 6rnek olan
Mspl enzimi uygulanmis PI178383 ve 6 numarali 6rnek olan Mspl enzimi
uygulanmis Harmankaya99 genotiplerinde kesim sonrasi olusan bant, 5 numaral
ornek olan Hpall enzimi uygulanmig Harmankaya99 geotipinde goriiliirken, 2
numarali 6rnek olan Hpall enzimi uygulanmig PI178383 genotipinde goriilmemistir.
Aslinda, Hpall enzim kesimi ile olusan bantlardaki farkliliklar, epigenetik markor

olma olasilig1 fazla olan bant profilini isaret etmektedir.
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Yapilan incelemeler sonucunda, kombinasyonlara ait anaglar arasinda epigenetik
markdr olma olasiligr agisindan polimorfik olarak bulunan primerler ile elde edilen

sonuglar Sekil.IV.14°de grafik halinde sunulmustur.

31%

B PI178383xHarmankaya%99 izgi01xES14 MW S6nmez2001xAytn98

Sekil.IV.14. Epigenetik markdr incelemeleri sonucunda, kombinasyonlara goére ana¢ genotipler

arasinda belirlenen epigenetik markor olasiligi.

RAPD ve CRED-RA analizlerinden elde ettigimiz sonuglara gore (Tablo IV.5),
anaglar arasinda gozlenen polimorfizm, restriksiyon enzimlerinin farkli bolgeleri
tanimast ve bu bolgelerin PZR ile ¢ogaltilmasi ile degismektedir. RAPD analizleri
sonucu OPA19 primerinin sadece Sonmez2001 ve Aytin98 genotipleri arasinda
polimorfizm gostermesine karsin, CRED-RA analizleri sonucu PI178383 ve
Harmankaya99, izgi2001 ve ES14 ve Sonmez2001 ve Aytin98 genotipleri arasinda
polimorfizm gdstermistir. RAPD analizleri sonucu OPAS5 primerinin Izgi2001 ve
ES14 genotipleri arasinda gosterdigi polimorfizm, CRED-RA analizleri sonucu
gozlemlenememistir.  Buna ilaveten, RAPD analizleri sonucu tiim genotipler
arasinda monomorfizm gozlenen OPE17 primerinin, CRED-RA analizleri sonucu

tiim genotipler arasinda polimorfizm gortilmustiir.
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Tablo 1V.5. RAPD ve CRED-RA analizleri sonucuna gore elde edilen polimorfik ve monomorfik
kombinasyon listesi.

Primer RAPD CRED-RA
Genotipler Genotipler

OPA-02 + - + - + +
OPA-03 + - + + + +
OPA-05 - + + + - +
OPA-09 - + + - + +
OPA-10 - + + - + :
OPA-12 + + + + + +
OPA-13 - - - + - -
OPA-14 - + - + + -
OPA-15 + + ] + + N
OPA-16 + + + + + +
OPA-17 + + + + + +
OPA-18 + + + + + +
OPA-19 - - + + + +
OPB-02 + + + + + +
OPB-03 + - + . + -
OPB-05 + + + + + +
OPB-06 + - + + + +
OPB-08 - - - - + -
OPB-10 + - + . + -
OPB-11 - - + . + -
OPB-13 + - + + + +
OPB-14 - + + + + +
OPC-04 - - + + - +
OPC-05 + + + + + +
OPC-06 - + + + . +
OPC-07 - + + - + ¥
OPC-08 - - + + - -
OPC-09 + + + + + +
OPC-15 - - + + + +
OPC-19 - - + + + +
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OPD-16

OPD-19

OPE-08

OPE-17

OPF-12

OPF-13

OPF-14

OPH-04

OPH-11

OPJ-10

OPJ-20

OPM-09

OPM-10

OPK-04

OPT-16

OPT-17

UBC-199

UBC-212

UBC-359

UBC-551
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IV.4.3. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait

F, Karigimlar ile Yapilan CRED-RA Analiz Sonuglari
Kombinasyonlara ait anaglar arasinda hem Mspl hem de Hpall enzim kesimleri
acisindan ayr1 ayr1 polimorfik olarak belirlenen primerler, sar1 pas hastalig
dayaniklilik kaynagi ile genetik olarak baglanti gosteren bir markor elde edilebilmesi
amaciyla, bu kombinasyonlara ait genetik agilim gosteren fide ve ergin dénem F;

DNA karisimlarinda da incelenerek Bulk Segregasyon Analizleri’ne tabi tutulmustur.

IVV.4.4. Sar1 Pas Hastaligina Kars1 Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait

F, Karnigimlar1 ile Yapilan CRED-RA Analizleri Sonuglarinin
Degerlendirilmesi

Calismada kullanilan 6 farkli bugday genotipinin Hpall ve Mspl enzimleri ile

kesimi sonucu elde edilen farkli bant profilleri 2 sekilde degerlendirilmistir. Bunlar;

Mspl enzim kesimi farkliliginin dikkate alindigr “DNA metilasyon polimorfizmi” ve

Hpall enzim kesimi farkliliginin dikkate alindig1 “Epigenetik Markor” caligsmalaridir.

A)Sart Pas Hastaligina Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait F
Karisimlari ile Yapilan DNA Metilasyon Polimorfizmi Sonuglar

Kombinasyonlar arasinda Mspl enzim kesimi sonucu olusan bantlarin
farkliligindan  yararlanilarak  yapilan degerlendirmelere gore PI1178383 X
Harmankaya99, Izgi0l x ES14 ve Sénmez2001 X Aytin98 kombinasyonlar1 igin
DNA metilasyon polimorfizmi belirlenmistir. Omek olarak, P1178383 x
Harmankaya99 kombinasyonu i¢in OPB3 primerindeki DNA metilasyon
polimorfizmini ifade eden bant profilini Sekil IV.15°de, Izgi01 x ESI4
kombinasyonu i¢in OPA9 primerindeki DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden
bant profilini Sekil IV.16’da, S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonu i¢in OPES
primerindeki DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bant profilini Sekil
IV.17°de gorebiliriz.
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P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda OPB3 primeri kullamilarak

gerceklestirilen “Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bantlar
polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1. Ergin donem dayanikliligt igin
PI178383 x Harmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk™), 2. Hpall
enzimi uygulanmis ergin donem dayanikliligi i¢in PI178383 x Harmankaya99
dayanikli F, DNA karigimi (dayanikli “bulk™), 3. Mspl enzimi uygulanmis ergin
donem dayanikliligi i¢in PI178383 x Harmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi
(duyarli “bulk™), 4. Ergin donem dayaniklilig1 i¢cin PI178383 x Harmankaya99
duyarli F, DNA karisimi (duyarli “bulk”), 5. Hpall enzimi uygulanmig ergin déonem
dayanikliligi i¢in PI178383 x Harmankaya99 duyarli F, DNA karisimi1 (duyarli
“bulk”), 6. Mspl enzimi uygulanmis ergin donem dayamikliligi i¢in PI178383 x
Harmankaya99 duyarli F, DNA karisimi (duyarli “bulk™), 7. Harmankaya99, 8.
Hpall enzimi uygulanmis Harmankaya99, 9. Mspl enzimi uygulanmis Harmankaya99,
10. PI1178383, 11. Hpall enzimi uygulanmig PI1178383, 12. Mspl enzimi uygulanmig
P1178383, 13. Fide donemi dayanikliligi icin P1178383 xHarmankaya99 dayanikli F,
DNA karigimi (dayanikli “bulk”), 14. Hpall enzimi uygulanmis fide donemi
dayaniklilig1 i¢in PI178383 xHarmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli
“bulk”), 15. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi dayanikliligi i¢in PI178383
xHarmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 16. Fide donemi
dayaniklilign icin PI178383 xHarmankaya99 duyarli F, DNA karisimi (duyarli
“bulk™), 17. Hpall enzimi uygulanmig fide donemi dayanikliligi igin PI178383
xHarmankaya99 duyarli F, DNA karisimi (duyarhi “bulk”), 18. Mspl enzimi
uygulanmis fide donemi dayaniklilig1 i¢in P1178383 xHarmankaya99 duyarli F, DNA
karisimi (duyarli “bulk”), NK. Negatif Kontrol.

IV.15> de OPB3 primerine ait PI178383 x Harmankaya99

kombinasyonunda, 880 bg¢ biiyiikliigiindeki, 6 numarali 6rnek olan Mspl enzimi

uygulanmis ergin doneme ait duyarli F; DNA karisimi (duyarh “bulk™)’ nda goriilen

bant, 3 numarali1 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis ergin doneme ait dayanikli F»

DNA karigimi (duyarli “bulk”)’ nda goriilmeyerek DNA metilasyon polimorfizmini

ifade eden bant profilini gostermektedir. Ayni sekilde, 720 bg biiyiikliigiindeki, 6

numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis ergin doneme ait duyarli F, DNA
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karisimi (duyarli “bulk”)’ nda goriilen bant, 3 numarali 6érnek olan Mspl enzimi
uygulanmis ergin doneme ait dayaniklt F; DNA karisimi (duyarli “bulk™)’ nda

goriilmemektedir.

M 1 2 3 4 5 6
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Sekil IV.16. izgi2001 x ES14 kombinasyonunda OPA9 primeri kullanilarak gerceklestirilen “Bulk
Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bantlar metilasyon polimorfizmini
isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1. Ergin donem dayamkhlig: igin izgi2001 x
ES14 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 2. Hpall enzimi uygulanmis ergin
donem dayaniklihigi igin 1zgi2001 x ES14 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli
“bulk”), 3. Mspl enzimi uygulanmis ergin donem dayamkhhig igin izgi2001 x ES14
dayanikli F, DNA karigimi (duyarli “bulk™), 4. Ergin dénem dayaniklilig1 igin izgi2001
x ES14 duyarli F, DNA karigimi (duyarh “bulk™), 5. Hpall enzimi uygulanmis ergin
donem dayamklihig: igin 1zgi2001 x ES14 duyarli F; DNA karigimi (duyarh “bulk™), 6.
Mspl enzimi uygulanmis ergin dénem dayanikliligi igin izgi2001 x ES14 duyarh F,
DNA karisimi (duyarhi “bulk™), 7. ES14, 8. Hpall enzimi uygulanmig ES14, 9. Mspl
enzimi uygulanmis ES14, 10. 1zgi2001, 11. Hpall enzimi uygulanmis izgi2001, 12.
Mspl enzimi uygulanmis izgi2001, 13. Fide dénemi dayaniklilig: igin 1zgi2001 x ES14
dayanikli F, DNA karisimi (dayamikli “bulk™), 14. Hpall enzimi uygulanmis fide
donemi dayamklhihigi igin 1zgi2001 x ES14 dayanikli F, DNA karigimi (dayanikli
“bulk”), 15. Mspl enzimi uygulanmis fide dénemi dayamklhihig: i¢in zgi2001 x ES14
dayanikli F, DNA karisimi (dayamikli “bulk™), 16. Fide donemi dayanikliligi igin
izgi2001 x ES14 duyarli F, DNA karisimi (duyarh “bulk”), 17. Hpall enzimi
uygulanmis fide donemi dayaniklihg: icin izgi2001 x ES14 duyarli F, DNA karisimi
(duyarli “bulk™), 18. Mspl enzimi uygulanmis fide dénemi dayaniklilig1 igin 1zgi2001 x
ES14 duyarli F, DNA karisimi (duyarli “bulk”), NK. Negatif Kontrol.

Sekil IV.19° de OPA9 primerine ait izgi2001 x ES14 kombinasyonunda, 550 bg
biiyiikligiindeki 9 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis ES14’ de goriilen
bant, 12 numarali érnek olan Mspl enzimi uygulanmis izgi2001 de gériilmeyerek

DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bant profilini gostermektedir.
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Sekil IV.17. S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda OPES8 primeri kullanilarak gergeklestirilen
“Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bantlar polimorfizmi igaret
etmektedir. M: Markér (50bg), 1. Ergin dénem dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x
Aytin98 dayanikli F, DNA karigimi (dayanikli “bulk™), 2. Hpall enzimi uygulanmis
ergin donem dayaniklilifi i¢in S6nmez2001 x Aytin98 dayanikli F, DNA karisimi
(dayanikli “bulk”), 3. Mspl enzimi uygulanmis ergin dénem dayaniklilifi icin
Sonmez2001 x Aytn98 dayanikli F, DNA karisimi (duyarlt “bulk™), 4. Ergin donem
dayaniklilig1 i¢in Sonmez2001 x Aytin98 duyarlt F, DNA karisimi (duyarli “bulk™), 5.
Hpall enzimi uygulanmig ergin dénem dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x Aytin98
duyarli F, DNA karigimi (duyarh “bulk™), 6. Mspl enzimi uygulanmis ergin donem
dayaniklilig1 i¢in Sonmez2001 x Aytin98 duyarlt F, DNA karisimi (duyarli “bulk™), 7.
Aytin98, 8. Hpall enzimi uygulanmis Aytin98, 9. Mspl enzimi uygulanmis Aytin98,
10. S6nmez2001, 11. Hpall enzimi uygulanmig S6nmez2001, 12. Mspl enzimi
uygulanmis S6nmez2001, 13. Fide donemi dayanikliligt icin S6nmez2001 x Aytin98
dayanikli F, DNA karisimi (dayaniklt “bulk™), 14. Hpall enzimi uygulanms fide
donemi dayanikliligs i¢in Sonmez2001 x Aytin98 dayanikli F; DNA karigimi (dayanikl
“bulk™), 15. Mspl enzimi uygulanmig fide donemi dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x
Aytin98 dayanikli F, DNA karigimi (dayanikli “bulk™), 16. Fide donemi dayaniklilig
icin Sonmez2001 x Aytn98 duyarli F, DNA karigimi (duyarli “bulk™), 17. Hpall
enzimi uygulanmis fide donemi dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x Aytin98 duyarh F,
DNA karisimi (duyarl “bulk”), 18. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi dayanikliligi
icin S6nmez2001 x Aytin98 duyarli F, DNA karigimi (duyarli “bulk”), NK. Negatif
Kontrol.

Sekil V.17’ de OPE8 primerine ait Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda
goriilen, 680 bg biiyilikliigiinde 9 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis
Aytin98’ de goriilen bant, 12 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis
Sonmez2001° de goriilmeyerek DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bant
profilini gostermektedir. Buna benzer olarak, 820 bg biiyiikliigiindeki yine 9

numaralt 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis Aytin98’ de goriillmeyen bant, 12
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numaralt 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis S6nmez2001° de goriilerek DNA
metilasyon polimorfizmini ifade eden bant profili teskil etmektedir.

DNA metilasyon polimorfizmi degerlendirmeleri, her ii¢ kombinasyonda da
anaclar ile fide ve ergin doneme ait donemlerine ait dayanikli ve duyarli F»
karisimlarindaki toplam polimorfik bant sayilari hesaplanarak yapilmistir. Buna
gore, DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden PI1178383 x Harmankaya99
kombinasyonunda 481 adet, Izgi0l x ES14 kombinasyonunda 271 adet ve
Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda 324 adet bant profili belirlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore, en fazla DNA metilasyon polimorfizmi PI1178383 x
Harmankaya99 kombinasyonuna aittir (Sekil IV.18).

PI178383x Harmankaya09 n1zgi01xES14 u 55nmez2001x Aytm98

Sekil IV.18. CRED-RA yontemi ile analiz edilen bulklar arasindaki DNA metilasyon polimorfizmi
yiizdeleri.

Her {i¢ kombinasyonda fide ve ergin doneme ait dayamikli ve duyarli F
karigimlarindan elde edilen sonuclar ayr1 ayr1 olarak degerlendirilmistir.

P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonuna ait fide donemine ait dayanikli F,
karisimlarinda 108 adet, fide donemine ait duyarli F, karisimlarinda 92 adet, ergin
doneme ait dayanikli F, karisimlarinda 115 adet ve ergin doneme ait duyarli F;
karisimlarinda 166 adet metilasyon polimorfizmi gésteren bant bulunmustur.

Izgi01 x ES14 kombinasyonuna ait fide donemine ait dayanikli F, karisimlarinda
69 adet, fide donemine ait duyarli F, karigimlarinda 65 adet, ergin doneme ait
dayanikli F;, karisgimlarinda 82 adet ve ergin doneme ait duyarli F; karisimlarinda 55

adet metilasyon polimorfizmi gésteren bant bulunmustur.
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Sonmez2001 X Aytin98 kombinasyonuna ait fide donemine ait dayamikli F»
karigimlarinda 70 adet, fide donemine ait duyarli F, karisimlarinda 89 adet, ergin
doneme ait dayanikli F, karisimlarinda 96 adet ve ergin déneme ait duyarli F;
karisimlarinda 69 adet metilasyon polimorfizmi gosteren bant bulunmustur.

Tiim elde edilen sonuglar incelendiginde, her {i¢c kombinasyon arasinda, en fazla
DNA metilasyon polimorfizmi gosteren PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu,
en az DNA metilasyon polimorfizmi gdsteren izgi01x ES14 kombinasyonudur.

Fide ve ergin doneme ait F, DNA karisimlar incelendiginde ise, en fazla DNA
metilasyon polimorfizmi gosteren PI1178383 x Harmankaya99 kombinasyonda ergin
doneme ait duyarli F, karigimi, en az DNA metilasyon polimorfizmi gosteren

[zgi01x ES14 kombinasyonunda ergin déneme ait duyarl F; karisimudir.

B) Sart Pas Hastaligina Dayanikli ve Duyarli Bugday Cesitlerine Ait F,
Karisimlari ile Yapilan Epigenetik Markor Sonuglari

Kombinasyonlar arasinda Mspl enzim kesimi sonucu olusan bandin varliginda
Hpall enzim kesimi sonucu olusan bandin farklihgindan yararlanilarak yapilan
degerlendirmelere gore P1178383 x Harmankaya99, izgi01 x ES14 ve Sénmez2001 X
Aytin98 kombinasyonlar1 ic¢in epigenetik markor olma olasiligi bulunan bant
profilleri belirlenmistir.

Omek olarak, PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu icin OPBI11
primerindeki epigenetik markor olma olasiligini ifade eden bant profilini Sekil
IV.19°da, Izgi01 x ES14 kombinasyonu i¢in OPES8 primerindeki epigenetik markor
olma olasiligin1 ifade eden bant profilini Sekil 1V.20’de, S6nmez2001 x Aytin98
kombinasyonu i¢in OPES8 primerindeki epigenetik markor olma olasiligini ifade eden

bant profilini Sekil IV.21°de gorebiliriz.
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Sekil

IVv.19.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda OPB11 primeri kullanilarak
gerceklestirilen “Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bantlar
polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1. Ergin donem dayanikliligt igin
PI178383 x Harmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk™), 2. Hpall
enzimi uygulanmig ergin donem dayanikliligi igin PI178383 x Harmankaya99
dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 3. Mspl enzimi uygulanmis ergin
donem dayanikliligi i¢in PI178383 x Harmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi
(duyarli “bulk™), 4. Ergin donem dayanikliligi i¢cin PI178383 x Harmankaya99
duyarli F, DNA karigimi (duyarlt “bulk™), 5. Hpall enzimi uygulanmis ergin donem
dayaniklilign i¢in PI178383 x Harmankaya99 duyarli F, DNA karisimi (duyarli
“bulk”), 6. Mspl enzimi uygulanmis ergin donem dayanikliligi i¢in PI1178383 x
Harmankaya99 duyarli F, DNA karisimi (duyarli “bulk”), 7. Harmankaya99, 8.
Hpall enzimi wuygulanmig Harmankaya99, 9. Mspl enzimi uygulanmig
Harmankaya99, 10. PI1178383, 11. Hpall enzimi uygulanmig P1178383, 12. Mspl
enzimi uygulanmig PI178383, 13. Fide donemi dayanikliligi icin PI178383
xHarmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk™), 14. Hpall enzimi
uygulanmis fide donemi dayanikliligt icin PI1178383 xHarmankaya99 dayanikli F,
DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 15. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi
dayaniklilig1 i¢in PI178383 xHarmankaya99 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli
“bulk”), 16. Fide donemi dayanikliligi i¢in PI178383 xHarmankaya99 duyarli F,
DNA karisimi (duyarli “bulk™), 17. Hpall enzimi uygulanmis fide donemi
dayaniklilign icin PI178383 xHarmankaya99 duyarli F, DNA karigimi (duyarli
“bulk”), 18. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi dayanikliligi i¢in PI178383
xHarmankaya99 duyarli F, DNA karigimi (duyarh “bulk”), NK. Negatif Kontrol.

Sekil V.19’ da goriildiigii gibi, P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda, 6

numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis ergin dénem e ait duyarh F, (duyarl

“bulk”) DNA karigiminda ve 9 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis duyarl

ana¢ Harmankaya99’ de goriilen 680 bg biiyiikliigiindeki bant beyaz oklar ile

gosterilmigtir. Diger taraftan kirmizi ile belirtilen ayn1 bant, 8 numarali 6rnek olan

Hpall enzimi uygulanmis duyarli ana¢ Harmankaya99’ de goriiliirken, 5 numarali

ornek olan Hpall enzimi uygulanmis ergin déoneme ait duyarli F, (duyarli “bulk’)
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DNA karigiminda goriilmemistir. Bu nedenle bu, epigenetik markdr olma olasilig

yiiksek bir bant olarak nitelendirilebilir.
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Sekil IV.20. 1zgi2001 x ES14 kombinasyonunda OPES primeri kullamlarak gergeklestirilen “Bulk
Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bantlar Mspl enziminin kesimi sonucu
olusan bantlar1, kirmizi ile gosterilen bantlar ise Hpall enzim kesiminden sonra olusan
polimorfizmi isaret etmektedir. M: Markor (50bg), 1. Ergin donem dayanikliligi igin
izgi2001 x ES14 dayanikli F, DNA karisimi (dayamkl “bulk™), 2. Hpall enzimi
uygulanmis ergin dénem dayaniklilig1 i¢in izgi2001 x ES14 dayanikli F; DNA karisimi
(dayanikli “bulk”), 3. Mspl enzimi uygulanmis ergin dénem dayamkliligi i¢in izgi2001
x ES14 dayanikli F, DNA karisimi (duyarhi “bulk™), 4. Ergin dénem dayaniklilig1 igin
zgi2001 x ES14 duyarli F, DNA karisimi (duyarhi “bulk”), 5. Hpall enzimi
uygulanmis ergin dénem dayamklilig: igin 1zgi2001 x ES14 duyarli F, DNA karisimi
(duyarli “bulk™), 6. Mspl enzimi uygulanmis ergin donem dayamkliligi i¢in izgi2001 x
ES14 duyarli F; DNA karisimi (duyarh “bulk™), 7. ES14, 8. Hpall enzimi uygulanmis
ES14, 9. Mspl enzimi uygulanmis ES14, 10. izgi2001, 11. Hpall enzimi uygulanmis
[zgi2001, 12. Mspl enzimi uygulanmus izgi2001, 13. Fide donemi dayaniklilig: igin
izgi2001 x ES14 dayamkli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 14. Hpall enzimi
uygulanmis fide dénemi dayanikliligi igin izgi2001 x ES14 dayanikli F, DNA karisimi
(dayanikli “bulk™), 15. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi dayanikliligi igin izgi2001
x ES14 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 16. Fide donemi dayanikliligi
i¢in 1zgi2001 x ES14 duyarli F, DNA karisinu (duyarli “bulk™), 17. Hpall enzimi
uygulanmis fide dénemi dayamiklihigi icin 1zgi2001 x ES14 duyarli F; DNA karisimi
(duyarli “bulk™), 18. Mspl enzimi uygulanmis fide dénemi dayaniklilig1 igin 1zgi2001 x
ES14 duyarli F, DNA karisimi (duyarli “bulk”), NK. Negatif Kontrol.

Sekil IV.20° de goriildiigii gibi, 1zgi2001 x ES14 kombinasyonunda, 6 numarali
ornek olan Mspl enzimi uygulanmis ergin doneme ait duyarli F, (duyarli “bulk”)
DNA karisiminda ve 9 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis duyarli anag
ES14’ de goriilen 1000 bg’ den biiyiik bant beyaz oklar ile gosterilmistir. Diger
taraftan kirmizi ile belirtilen ayni bant, 5 numarali 6rnek olan Hpall enzimi
uygulanmis ergin doneme ait duyarli F, (duyarli “bulk”) DNA karisiminda
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goriiliirken, 8 numarali 6rnek olan Hpall enzimi uygulanmis duyarli ana¢ ES14° de
goriilmemistir. Bu nedenle bu, epigenetik markor olma olasiligi yiiksek bir bant

olarak nitelendirilebilir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 NK

250 be

Sekil IV.21. S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda OPES primeri kullanilarak gergeklestirilen
“Bulk Segregasyon Analizi”. Beyaz oklar ile gosterilen bantlar polimorfizmi isaret
etmektedir. M: Markér (50bg), 1. Ergin donem dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x
Aytin98 dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 2. Hpall enzimi uygulanmig
ergin donem dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x Aytn98 dayanikli F, DNA karisimi
(dayaniklt “bulk™), 3. Mspl enzimi uygulanmis ergin dénem dayanikliligi igin
S6nmez2001 x Aytin98 dayanikli F, DNA karisimi (duyarli “bulk”), 4. Ergin donem
dayanikliligr i¢in S6nmez2001 x Aytin98 duyarli F, DNA karisimi (duyarli “bulk™), 5.
Hpall enzimi uygulanmis ergin déonem dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x Aytin98 duyarli
F, DNA karigimi (duyarlt “bulk™), 6. Mspl enzimi uygulanmis ergin donem dayanikliligt
icin Sonmez2001 x Aytin98 duyarli F; DNA karigimi (duyarli “bulk”), 7. Aytin98, 8.
Hpall enzimi uygulanmig Aytin98, 9. Mspl enzimi uygulanmis Aytin98, 10.
S6nmez2001, 11. Hpall enzimi uygulanmis S6nmez2001, 12. Mspl enzimi uygulanmis
Sonmez2001, 13. Fide donemi dayanikliligi igin S6nmez2001 x Aytin98 dayanikh F,
DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 14. Hpall enzimi uygulanmis fide donemi
dayaniklilig1 i¢in S6nmez2001 x Aytin98 dayanikli F, DNA karisimi (dayaniklt “bulk™),
15. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi dayanmikliligi i¢in S6nmez2001 x Aytin98
dayanikli F, DNA karisimi (dayanikli “bulk”), 16. Fide donemi dayanikliligi igin
Sonmez2001 x Aytin98 duyarli F, DNA karigimi (duyarlh “bulk™), 17. Hpall enzimi
uygulanmis fide donemi dayanikliligi i¢in S6nmez2001 x Aytin98 duyarli F, DNA
karisimi (duyarli “bulk™), 18. Mspl enzimi uygulanmis fide donemi dayaniklilig igin
Sonmez2001 x Aytn98 duyarli F; DNA karisimi (duyarl “bulk”), NK. Negatif Kontrol.

Sekil IV.21’ de goriildiigii gibi, Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda, 3
numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis ergin doneme ait dayanikli F;, (duyarli
“bulk”) DNA karisiminda, 12 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis

dayanikli ana¢ S6nmez2001°de ve 15 numarali 6rnek olan Mspl enzimi uygulanmis
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fide donemine ait dayanikli F, (dayanikli “bulk”) DNA karisiminda da ortak olarak
goriilen 250 bg biiyiikligiindeki bant beyaz oklar ile gosterilmistir. Diger taraftan
kirmizi ile belirtilen ayni bant, 2 numarali 6rnek olan Hpall enzimi uygulanmis ergin
doneme ait dayanikli F, (dayanikli “bulk”) DNA karisiminda ve 14 numarali 6rnek
olan Hpall enzimi uygulanmis fide donemine ait dayanikli F, (dayanikli “bulk”)
DNA karisiminda da goriiliirken, 11 numarali 6rnek olan Hpall enzimi uygulanmis
dayanikli ana¢ S6nmez2001°de goriilmemistir. Bu nedenle bu, epigenetik markor
olma olasilig1 yliksek bir bant olarak nitelendirilebilir.

Epigenetik markor degerlendirmeleri, her iic kombinasyonda da anaclar ile fide
ve ergin doneme ait donemlerine ait dayanikli ve duyarli F, karisimlarindaki toplam
polimorfik bant sayilar1 hesaplanarak yapilmistir. Buna gore, epigenetik markor
olma olasihigimni ifade eden P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda 69 adet,
Izgi0l x ES14 kombinasyonunda 73 adet ve Soénmez2001 X Aytin98
kombinasyonunda 79 adet bant profili belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, en
fazla epigenetik markor olma olasiligina sahip bant profili Sonmez2001 X Aytin98
kombinasyonuna aittir (Sekil IV.22).

PI175383x Harmankaya®9 " zgi01xES14 = 56nmez2001x Aytn?8

Sekil IV.22. CRED-RA yontemi ile analiz edilen bulklar arasindaki epigenetik markér yiizdeleri.

Her {i¢ kombinasyonda fide ve ergin doneme ait dayamikli ve duyarli F;

karigimlarindan elde edilen sonuglar ayr1 ayr1 olarak degerlendirilmistir.
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P1178383xHarmankaya99 kombinasyonuna ait ergin doneme ait dayanikli F;
karisiminda 15 adet, ergin doneme ait duyarli F, karigiminda 10 adet, fide donemine
ait dayanikli F, karisiminda 19 adet ve fide donemine ait duyarh F, karisitminda 25
adet metilasyon polimorfizmi gdsteren bant bulunmustur.

izgi01xES14 kombinasyonuna ait ergin déneme ait dayamkli F, karisiminda 9
adet, ergin doneme ait duyarli F, karisiminda 24 adet, fide donemine ait dayanikli F»
karisiminda 15 adet ve fide donemine ait duyarli F, karisiminda 25 adet metilasyon
polimorfizmi gdsteren bant bulunmustur.

Sonmez2001xAytin98 kombinasyonuna ait ergin doneme ait dayanikli F»
karigiminda 20 adet, ergin doneme ait duyarli F, karisiminda 13 adet, fide donemine
ait dayanikli F, karisiminda 24 adet ve fide donemine ait duyarl F, karisiminda 22
adet metilasyon polimorfizmi gosteren bant bulunmustur.

Tiim elde edilen sonuglar incelendiginde, her {i¢ kombinasyon arasinda en fazla
epigenetik markor olma olasiligi yiiksek bant profili gosteren Sonmez2001 x Aytin98
kombinasyonu, en az epigenetik markdr olma olasilig1 yiiksek bant profili gosteren
P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonudur.

Her ti¢ kombinasyon arasinda, en fazla epigenetik markdr olma olasiligr yiiksek
bant profili gosteren hem PI178383 x Harmankaya99 hem de Izgi0l x ES14
kombinasyonunda fide donemine ait duyarli F, karisimi, en az epigenetik markor
olma olasih@ yiiksek bant profili gdsteren izgi01 x ES14 kombinasyonunda ergin
doneme ait dayanikli F, karigimidir.

PI1178383 x Harmankaya99, Izgi0l x ES14 ve S6nmez2001 X Aytin98
kombinasyonlarinin CRED-RA analiz sonuglarina ait DNA metilasyon polimorfizmi
ve epigenetik markor degerlendirmelerinden elde edilen sonuglar Tablo 1V.6’ da

verilmistir.
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Tablo 1V.6. CRED-RA yontemi ile yapilan bulklarda metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markor
oranlarinin karsilagtirilmasi.

Genotipler

DNA METIiLASYON POLIMORFiZMi
BANT SAYISI VE ORANLARI

EPIGENETIK MARKOR BANT SAYISI

VE ORANLARI

P1178383x
Harmankaya99

izgi01x
ES14

Sonmez2001x
Aytin98

P1178383x
Harmankaya99

izgi01x
ES14

Sonmez2001x
Aytin98

Ergin
Doéneme Ait
Dayamikh

115 (%41)

82 (%60)

96 (%58)

15 (%660)

9 (%27)

20 (%60.60)

F, Karisim

Ergin
Doneme Ait
Duyarh F,
Karisim

166 (%59) 55 (%40) | 69 (%42) 10 (%40) 24 (%73)

Fide
Donemine
Ait 108 (%54)
Dayanmikh
F, Karistm

69 (%52) | 70 (%44) 19 (%43) 15 (%37)

Fide
Do6nemine
Ait Duyarh
F, Karisim

92 (%46) 65 (%48) | 89 (%56) 25 (%57) 25 (%63)

CRED-RA analizleri yardimiyla yapilan sar1 pas hastaligina dayanikli ve duyarl
bugday c¢esitlerine ait F, karisimlarinda elde edilen veriler karsilastirildiginda bazi
primerlerin metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markor degerlendirilmelerinde
dikkat ¢ekici sonuclar verdigi goriilmiistiir.

Ornegin; PI178383xHarmankaya99 kombinasyonuna ait ergin doneme ait
dayanikli F» karisiminda %12.1 orani ile OPK4 primeri en fazla DNA metilasyon
polimorfizmi gdsterirken, bu primerle yapilan analizlerde epigenetik markdr olasiligi
gosteren bant profili goriilmemistir. Ergin déneme ait duyarli F, karisiminda ise,
DNA metilasyon polimrfizmi agisindan yine %9.64 orani ile OPK4 primeri 6rnek
verilebilir. Fakat epigenetik markdr olasiligi agisindan en fazla olan %40 orani ile
OPB2 primeri 6rnek verilebilir. Bunlarin yaninda fide dénemine ait dayanikli F»
karisiminda ise DNA metilasyon polimorfizmi agisindan %12.04 ile OPA15 primeri

ve epigenetik markor olasiligr agisindan %21.05 ile OPK4 primeri 6rnek verilebilir.

Bu kombinasyona ait fide donemine ait duyarl F, karisiminda ise DNA metilasyon
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polimorfizmi acisindan %38.70 ile OPAS ve OPC9 primerleri; epigenetik markor
olasilig agisindan %16 ile OPB11 primeri goriilebilir (TablolV.7).

Ormegin; izgi01xES14 kombinasyonunda ergin doneme ait dayanikli F,
karisiminda %7.32 orani ile OPC9 ve OPF13 primerleri en fazla DNA metilasyon
polimorfizmi gosterirken, epigenetik markor degerlendirmelerinde ise %33.33 ile
OPES8 primeri en yiiksek oranda sonug¢ vermistir. Ergin déneme ait duyarli F»
karisiminda ise, DNA metilasyon polimorfizmi agisindan yine %12.73 orani ile
OPA14 primeri ornek verilebilir. Fakat epigenetik markor agisindan en fazla olan
%20.83 orani1 ile UBC199 primeri 6rnek verilebilir. Bunlarin yaninda fide donemine
ait dayanikli F, karigiminda ise DNA metilasyon polimorfizmi agisindan %8.70 ile
OPE8 primeri ve epigenetik markor agisindan %20 ile OPM9 primeri 6rnek
verilebilir. Bu kombinasyona ait fide donemine ait duyarli F, karisiminda ise DNA
metilasyon polimorfizmi agisindan %12.3 ile OPM9; epigenetik markor agisindan
%20 ile UBC199 primeri goriilebilir (TablolV.8).

Ayrica, S6nmez2001xAytin98 kombinasyonuna ait ergin déneme ait dayaniklt
F, karisiminda %12.5 orani ile OPES8 primeri en fazla DNA metilasyon polimorfizmi
gosterirken, yapilan analizlerde %25 ile OPB11 primeri, epigenetik markor profili
gostermistir.  Aymi sekilde, ergin doneme ait duyarli F, karisiminda ise, DNA
metilasyon polimorfizmi agisindan yine %14.49 orani ile OPE8 primeri ornek
verilirken, epigenetik markor agisindan % 30.77 orani ile OPB11 primeri 6rnek
verilebilir. Bunlarin yaninda fide dénemine ait dayanikli F, karigiminda, DNA
metilasyon polimorfizmi agisindan %21.43 ile OPE8 primeri ve epigenetik markor
agisindan %20.83 ile OPB11 primeri 6rnek verilebilir. Bu kombinasyona ait fide
donemine ait duyarli F, karigiminda ise yine DNA metilasyon polimorfizmi
acisindan %11.24 ile OPES8; epigenetik markor agisindan %27.27 ile OPB11 primeri
gortilebilir (TablolV.9).

DNA metilasyon polimorfizmi agisindan tim kombinasyonlar géz Oniinde
bulunduruldugunda, ergin déoneme ait dayanikli F, karistminda OPES8 primeri, ergin
doneme ait duyarl F, karisiminda yine OPES8 primeri, fide donemine ait dayanikli F
karisiminda yine OPES8 primeri, fide donemine ait duyarli F, karisiminda yine OPE8
primeri 6ne ¢ikmaktadir.

Epigenetik markor degerlendirmeleri agisindan tiim kombinasyonlar goz dniinde
bulunduruldugunda, ergin déneme ait dayanikli F, karisiminda OPES8 primeri, ergin

doneme ait duyarli F, karisiminda OPB2 primeri, fide donemine ait dayanikli F;
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karisiminda OPK4 primeri, fide donemine ait duyarli F, karisiminda OPB11 primeri
one ¢ikmaktadir.

Tim bu degerlendirmeler sonucunda, metilasyon ¢alismalarinda, yiiksek
polimorfizm elde etmek amaciyla OPK4, OPM9, OPB2, UBC199, OPES ve OPB11
primerlerinden yararlanmak yapacagimiz c¢alismanin Onemi agisindan faydali

olacaktir.
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TablolV.7. P1178383xHarmankaya99 kombinasyonuna ait metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markor degerlerinin primerler agisindan incelenmesi.

DAYANIKLI VE DUYARLI BULKLARDA YAPILAN CRED-RA ANALIZLERI

P1178383xHarmankaya99
FIDE DONEMINE AIT DENEMELER ERGIN DONEME AIT DENEMELER
Dayanikh F; Karisim Duyarh F, Karisim Dayanikh F, Karisim Duyarh F, Karisim
. . DNA DNA DNA DNA
Primerin Met. % Epimarkor % Met. % Epimarkor % Met. % Epimarkor % Met. % Epimarkér | % oran
Adi oran oran oran oran oran oran oran
Pol. Pol. Pol. Pol.
OPA-02 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-03 1 0, 93 1 5,26 3 3,26 - - 1 0, 87 1 6, 67 1 0, 60 - -
OPA-05 6 5,56 - - 8 8,70 1 4,00 5 4,35 1 6, 67 4 2,41 - -
OPA-09 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-10 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-12 - - 1 5,26 1 1,09 - - 1 0, 87 1 6, 67 1 0, 60 - -
OPA-13 1 0, 93 - - 2 2,17 1 4,00 6 5,22 - - 5 3,01 - -
OPA-14 5 4,63 - - 2 2,17 - - 6 5,22 - - 8 4,82 - -
OPA-15 13 | 12,04 1 5, 26 2 2,17 1 4,00 2 1,74 - - 11 6, 63 - -
OPA-16 10 9, 26 - - 1 1,09 - - 7 6,09 - - 13 7,83 - -
OPA-17 8 7,41 - - - - - - 3 2,61 - - 12 7,23 - -
OPA-18 - - - 1 1,09 - - - - 1 6, 67 1 0, 60 - -
OPA-19 2 1,85 - - 2 2,17 - - 1 0, 87 - - 1 0, 60 - -
OPB-02 5 4,63 - - 5 5,43 6 24,00 4 3,48 - - 6 3,61 4 40, 00
OPB-03 - - 1 5, 26 1 1,09 - - 2 1,74 - - 4 2,41 1 10, 00
OPB-05 2 1,85 - - 1 1,09 1 4,00 2 1,74 - - 1 0, 60 - -
OPB-06 1 0, 93 1 5, 26 4 4,35 1 4,00 1 0, 87 1 6, 67 2 1,20 1 10, 00
OPB-08 - - - - - - - - - - - - -
OPB-10 1 0, 93 - - - - 1 4,00 - - 1 6, 67 2 1,20 -
OPB-11 1 0, 93 - - 1 1,09 4 16, 00 7 6, 09 - - 8 4,82 1 10, 00
OPB-13 2 1,85 1 5,26 2 2,17 - - 2 1,74 1 6, 67 3 1,81 - -
OPB-14 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-04 3 2,78 - - 6 6, 52 - - 1 0, 87 - - 3 1,81 - -
OPC-05 - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-06 1 0,93 1 5,26 - - 1 4,00 - - 1 6, 67 3 1,81 - -
OPC-07 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-08 1 0,93 - - 1 1,09 - - 1 0,87 - - 2 1,20 - -




OPC-09 | 7 | 6,48 - - 8 [ 870 - - 2 1,74 - - - - 1 10, 00
OPC15 | 1 | 0,93 - - - - - - 1 0,87 - - 1 [0,60 - -
OPC19 | 3 | 2,78 - - 3 | 326 - - 3 2, 61 - - 2 [1,20 - -
OPD-16 | 6 | 5,56 - - 7| 7,61 3 12,00 | 8 6,96 - - 10 [6,02 - -
OPD-19 | 1 | 0,93 - - 3 | 326 - - 2 1,74 - - 4 2,41 - -
OPE08 | 1 | 0,93 - - 1 | 1,09 1 4,00 - - - - - - -
OPE-17 - - 3 15,79 | 2 | 2,17 - - 3 2, 61 - - 2 [1,20 - -
OPF-12 | 2 | 1,85 - - - - - - 3 2, 61 - - 3 [1,81 - -
OPF13 | 1 | 0,93 - 3 | 326 - - 3 2, 61 - - 2 [1,20 - -
OPF-14 | 2 | 1,85 - - 2 | 2,17 1 4,00 2 1,74 1 6, 67 2 [1,20 - -
OPH04 | 1 | 0,93 - - - - 1 4,00 - - - - - - - -
OPH-11 | - - 1 526 | 3 | 3,26 2 8, 00 1 0,87 1 6,6/ | 4 241 - -
OPJ-10 5 | 4,63 2 10,53 | - - - - 3 2,61 1 6, 67 7 4,22 - -
OPJ-20 - - - - 1 | 1,09 - - - - 1 6, 67 6 |36l - -
OPK04 | 1 [ 0,93 4 21,05] 1 | 1,09 - - 14 12,1 - - 16 |9,64 1 10, 00
OPM-09 | 2 | 1,85 - - 4 | 4,35 - - 3 2, 61 1 6, 67 2 [1,20 - -
OPM-10 | 2 | 1,85 - - 2 | 2,17 - - 1 0, 87 1 6, 67 - - 1 10, 00
OPT-16 - - - - 2 | 2,17 - - - - - - 1 [0,60 - -
OPT-17 - - - - - - - - - - - - - - - -
UBC199 | 1 | 0,93 2 10,53 | 4 | 4,35 - - 5 4,35 1 6, 67 8 4,82 - -
UBC212 | 6 | 5,56 - - - - - - 6 5, 22 - - 2 [1,20 - -
UBC359 | - - - - - - - - - - - - - - - -
UBC551 | 3 | 2,78 - - 3 | 3,26 - - 3 2, 61 - - 3 1,81 - -

Toplam | 108 19 92 25 115 15 166 10
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TablolV.8. izgi01xES14 kombinasyonuna ait metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markdr degerlerinin primerler agisindan incelenmesi.

DAYANIKLI VE DUYARLI BULKLARDA YAPILAN CRED-RA ANALIZLERI

1ZGi01xES14
FIDE DONEMINE AiT DENEMELER ERGIN DONEME AiT DENEMELER
Dayanikh F, Karisim Duyarh F, Karisim Dayanikh F, Karisim

Primerin Ii/ll\(le/tA % Epimarkor % DNA Met. % Epimarkor % DNA Met. % Epimarkor % II?/II\Ie,tA % oran Epi'l.”nar %

Adr Pol. oran oran Pol. oran oran Pol. oran oran Pol. kor oran
OPA-02 1 1,45 1 6, 67 - - 3 12 3 3, 66 1 11,11 - - 3 12, 50
OPA-03 3 4,35 1 6, 67 - - 1 4 3 3, 66 - - - - 3 12, 50
OPA-05 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-09 1 1,45 - - - - - - 1 1,22 - - - - - -
OPA-10 1 1,45 - - - - - - 1 1,22 - - - - - -
OPA-12 1 1,45 - - - - 1 4 1 1,22 - - 1 1,82 - -
OPA-13 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-14 3 4,35 - - 3 4,61 3 12 5 6, 10 - - 7 12,73 2 8,33
OPA-15 - - 1 6, 67 - - 2 8 1 1,22 1 11,11 3 5, 45 3 12, 50
OPA-16 1 1,45 - - 1 1,5 - - 3 3, 66 1 11,11 2 3,64 - -
OPA-17 3 4,35 1 6, 67 4 6, 15 - - 2 2,44 1 11,11 2 3,64 1 4,17
OPA-18 1 1,45 - - - - - - 1 1,22 - - 1 1,82 - -
OPA-19 1 1,45 - - 2 3,07 - - 1 1,22 - - - - - -
OPB-02 3 4,35 - - 3 4,61 - - 4 4,88 - - - - - -
OPB-03 - - - - - - 1 4 - - - - 1 1,82 - -
OPB-05 2 2,90 1 6, 67 - - - - 1 1,22 - - 1 1,82 - -
OPB-06 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPB-08 2 2,90 - - 1 1,53 - - 3 3, 66 - - 6 10, 91 - -
OPB-10 3 4,35 1 6, 67 3 4,61 1 4 4 4,88 - - 1 1,82 - -
OPB-11 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPB-13 - - 2 13, 33 - - 1 4 3 3, 66 1 11,11 3 5, 45 - -
OPB-14 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-04 1 1, 45 - - 1 1,53 - - 1 1,22 - - - - - -
OPC-05 - - 1 6, 67 1 1,53 - - 1 1,22 - - - - - -
OPC-06 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-07 2 2,90 - - 1 1,53 - - 1 1,22 - - 1 1,82 - -
OPC-08 - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-09 3 4,35 - - 4 6, 15 1 4 6 7,32 - - 3 5, 45 1 4,17
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OPC-15 - - 1 6,67 - - - - 1 1,22 - - - - -
OPC-19 - - - - - - - - - - - - - - -
OPD-16 - - - - - - - - - - - - - - -
OPD-19 1 1,45 - - 3 4,61 - - 1 1,22 - - - - -
OPE-08 6 8,70 2 13,33 5 7,69 2 8 - - 33,33 3 5,45 2 8,33
OPE-17 3 4,35 - - 1 1,53 - - 3 3,66 - 1 1,82 - -
OPF-12 - - - - - - - - - - - - - - -
OPF-13 5 7,25 - - 5 7,69 - - 6 7,32 - - - - -
OPF-14 3 4,35 - - 1 1,53 - - 3 3,66 - 1 1,82 3 [12,50
OPH-04 - - - - - - - - - - - - - - -
OPH-11 3 4,35 - - 2 3,07 - - 2 2,44 - 4 7,27 - -
OPJ-10 - - - - - - - - - - - - - - -
OPJ-20 2 2,90 - - 2 3,07 2 8 3 3,66 - 2 3,64 1 4,17
OPK-04 2 2,90 - - 3 4,61 1 4 - - 11,11| 3 5,45 - -
OPM-09 3 4,35 3 20, 00 8 12,3 1 4 5 6, 10 - 5 9,09 - -
OPM-10 - - - - - - - - - - - - - - -
OPT-16 1 1,45 - - 2 3,07 - - 1 1,22 - - - - -
OPT-17 2 2,90 - - 2 3,07 - - 4 4,88 - 1 1,82 - -
UBC-199 1 1,45 - - 1 1,53 5 20 2 2,44 - - - 5 |20,83
UBC-212 2 2,90 - - 1 1,53 - - 1 1,22 - 2 3,64 - -
UBC-359 3 4,35 - - 5 7,69 - - 4 4,88 - 1 1,82 - -
UBC-551 - - - - - - - - - - - - - - -
Toplam 69 15 65 25 82 55 24
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TablolV.9. S6nmez2001xAytin98 kombinasyonuna ait metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markdr degerlerinin primerler agisindan incelenmesi.

DAYANIKLI VE DUYARLI BULKLARDA YAPILAN CRED-RA ANALIZLERI

Sonmez2001xAytin98
FIDE DONEMINE AIiT DENEMELER ERGIN DONEME AiT DENEMELER
Dayanikh F, Karisim Duyarh F, Karisim Dayanikh F, Karisim Duyarh F, Karisim
Primerin DNA . DNA . DNA . DNA .
Met. Epimarkor Met. Epimarkor Met. Epimarkor Epimarkor
Adr Met. Pol.
Pol. Pol. Pol.

OPA-02 2 2,86 2 8,33 2 2,25 1 4,55 4 4,17 2 10, 00 - - - -
OPA-03 1 1,43 - - - - - - 1 1,04 - - - - - -
OPA-05 1 1,43 2 8,33 7 7,87 - - 1 1,04 2 10, 00 7 10, 14 - -
OPA-09 - - - - 1 1,12 - - - - - - 1 1,45 - -
OPA-10 - - - - - - - - - - - - - -
OPA-12 - - - - 2 2,25 1 4,55 1 1,04 5, 00 2 2,90 1 7,69
OPA-13 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-14 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPA-15 1 1,43 - - - - - - - - - - 1 1,45 - -
OPA-16 1 1,43 - - - - - - - - 1 5, 00 1 1,45 - -
OPA-17 4 5,71 - - 1 1,12 - - 4 4,17 - - 1 1,45 - -
OPA-18 1 1,43 1 4,17 2 2,25 1 4,55 1 1,04 - - - - - -
OPA-19 1 1,43 - - - - - - 1 1,04 - - - - - -
OPB-02 2 2,86 1 4,17 5 5, 62 - - 4 4,17 - - 3 4,35 - -
OPB-03 1 1,43 - - 2 2,25 - - - - - - 2 2,90 - -
OPB-05 1 1,43 - - - - - - 2 2,08 - - 4 5, 80 - -
OPB-06 2 2,86 - - 2 2,25 1 4,55 4 4,17 - - 2 2,90 - -
OPB-08 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPB-10 2 2,86 1 4,17 1 1,12 1 4,55 3 3,13 - - 1 1,45 - -
OPB-11 1 1,43 5 20, 83 - - 6 27,27 3 3,13 5 25, 00 - - 4 30, 77
OPB-13 1 1,43 - - - - - - 1 1, 04 - - - - - -
OPB-14 2 2,86 - - 3 3,37 - - 2 2,08 2 10, 00 1 1,45 1 7,69
OPC-04 - - - - 3 3,37 - - 1 1,04 - - 1 1,45 - -
OPC-05 - - - - - - - - - - - - - - -
OPC-06 - - - - - - - - - - - - - -
OPC-07 1 1,43 1 4,17 3 3,37 - - 1 1,04 - - 3 4,35 1 7,69
OPC-08 - - - - - - - - - - - - - - - -




OPC-09 1 1,43 7 29,17 5 5, 62 3 13, 64 6 6, 25 1 5, 00 4 5, 80 - -
OPC-15 2 2,86 - - 3 3,37 - - 1 1,04 - - 2 2,90 - -
OPC-19 3 4,29 - - 3 3,37 - - 5 5,21 - - 2 2,90 1 7,69
OPD-16 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPD-19 - - - - 5 5, 62 - - 5 5,21 - - 5 7,25 - -
OPE-08 15 21,43 3 12,50 10 11, 24 - - 12 | 12,50 4 20, 00 10 14, 49 - -
OPE-17 1 1,43 - - - - - - 1 1,04 - - - - - -
OPF-12 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPF-13 5 7,14 1 4,17 7 7,87 - - 8 8,33 - - 4 5, 80 1 7,69
OPF-14 - - - - 2 2,25 3 13, 64 4 4,17 - - 1 1,45 - -
OPH-04 2 2,86 - - 2 2,25 - - 2 2,08 - - 2 2,90 - -
OPH-11 - - - - - - - - 1 1,04 - - 1 1,45 - -
OPJ-10 2 2,86 - - - - - - 1 1,04 - - - - - -
OPJ-20 - - - - 3 3,37 - - 3 3,13 2 10, 00 - - - -
OPK-04 5 7,14 - - 3 3,37 2 9, 09 4 4,17 - - 2 2,90 1 7,69
OPM-09 4 5,71 - - 4 4, 49 - - 2 2,08 - - 2 2,90 - -
OPM-10 - - - - - - - - - - - - - - - -
OPT-16 1 1,43 - - 1 1,12 - - 1 1,04 - - - - - -
OPT-17 1 1,43 - - 2 2,25 - - 1 1,04 - - - - - -
UBC-199 1 1,43 - - 2 2,25 - - 2 2,08 - - 2 2,90 - -
UBC-212 2 2,86 - - 3 3,37 1 4, 55 3 3,13 - - 2 2,90 1 7,69
UBC-359 - - - - - - 2 9, 09 - - - - - - 2 15, 38
UBC-551 - - - - - - - - - - - - - - - -
Toplam| 70 24 89 22 96 20 69 13
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CRED-RA analizleri kapsaminda yapilan DNA metilasyon polimorfizmi ve
epigenetik markdr degerlendirmeleri sonucunda, kombinasyonlara ait anaglar
arasinda polimorfizm belirlenmesine ragmen yine bu kombinasyonlara ait genetik
acilim gosteren F, populasyonlarinda ayni polimorfizm belirlenememis, dolayisiyla
sar1 pas hastalig1 dayaniklilik kaynagi ile genetik olarak baglanti gosteren bir markor
elde edilememistir.

DNA metilasyon polimorfizminden kaynaklanan polimorfizmi belirlemek
amaciyla yapilan ¢alismalara bakildiginda, bulk segregasyon analizleri kapsaminda
herhangi bir literatiire ulasilamamistir. Ancak, DNA metilasyon polimorfizmini,
genetik ve epigenetik farkliliklar belirlemek amaciyla bir¢ok bitkide ¢esitli teknikler
yardimiyla birgok calisma yapilmistir. Ornegin, MSAP teknigi yardimiyla, bazi
piring hibritlerinde goriilen DNA metilasyon polimorfizmini agiklayan Xiong ve
arkadaglarinin (1999) yaptig1 ¢alismada, toplamda goriilen 1,076 fragmentin iginde
46 tane farkli metilasyon bolgesi (epi-markdr) oldugunu  belirlemistir.
Aragtirmacilar, bu epi-markorlerin bireye 0Ozgii veya hibrite 6zgii farkli gen
anlatimlarin1 agiklamada bir ipucu oldugunu gozlemlemislerdir. ~Ashikawa ve
arkadaglar1 (2001), birka¢ tekrarli piring kiiltiirinde MSAP teknigi yardimiyla,
genomda rastgele yerlesmis farkli metilasyon bolgelerini tasiyan fragmentleri
gostermislerdir. Ayrica, Cervera ve arkadaslar (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada,
ekotipler arasi karsilagtirmasinda toplam fragmentlerin yaklasik % 35’inin ve bir
ekotip iginde yapilan karsilastirmada toplam fragmentlerin yaklasik %]1’inden daha
azmin epi-markorii temsil ettigi bildirilmistir.  Marfil ve arkadaslart (2009)
tarafindan yapilan caligmada, patates bitkisinde MSAP ve Southern blot teknikleri
kullanilarak genis bitki genomundaki metilasyon bdlgeleri ve metilenme seviyesi
incelenmistir.  Sonugta bitkinin mitokondrial ve niiklear DNA’sinda goriilen
metilasyon farkliliklar1 belirlenmistir. Bu sonuglar ile birlikte bizim sonuglarimiz
g6z Oniine alindiginda, patates, piring ve diger tahillarda fenotipi etkileyen epigenetik
varyasyonlarin her zaman olabilecegi ve epigenetik varyasyonlarin tiirlere gore farkl

sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER ve ONERILER

Tiirkiye, Yakin ve Orta Dogu’nun en énemli ekmeklik bugday tireticilerindendir.
Ancak bugday tarimini olumsuz yonde etkileyen sari pas hastaligi 6zellikle epidemi
yillarinda tiim diinyanin ve tilkemizin kars1 karsiya kaldigi énemli bir sorundur. Bu
hastalik sonucunda olusan zarar1 azaltmak i¢in izlenecek en etkili yaklasim, dayanikl
cesitlerin 1slahinin yapilmasidir.

Genetik dayaniklilik, sar1 pas hastaligina karst miicadelede kullanilan ¢evre
acisindan risk tagimayan giivenilir bir yontemdir. Bitkilerin, Puccinia mantar ile
klasik olarak test edilmesi uzun zaman almakta, fazla is giicii gerekmekte ve
inokulasyon sirasinda sorunlarla karsilasilmaktadir. Bu problemler dayaniklilik
calismalarinin yavag ilerlemesine neden olmaktadir. Biitiin bu olumsuzluklar, sari
pasa kars1t dayaniklilik saglayan gene bagli molekiiler markér veya markorlerin
gelistirilmesiyle asilabilmektedir. Molekiiler markorler kullanarak bitkilerin ¢ok
erken doneminde (fide donemi) dayaniklilik geni tasiyip/tasimadiklar: hizli ve
giivenli sekilde test edilmektedir. Molekiiler markdrler, ayn1 anda ¢ok bitkinin
analizine imkan tamimakta ve ayni bitkide birden fazla dayaniklilik geni analiz
edilebilmektedir. Bununla birlikte dayaniklilik genine bagli molekiiler markdrlerin
belirlenmesi, dayaniklilik geninin klonlanmasi i¢in dnemli bir adim olusturmaktadir.
Bitki 1slahinda molekiiler markorlerin kullanimi biiyiik avantajlar saglamaktadir.
Sar1 pas dayanikliligi, bugday 1slah programlarinin baglica arastirma konularindan
biridir. Son yillarda sar1 pasa dayaniklilik genlerinin bulunmasma ve genomdaki
yerlerinin saptanmasina yonelik caligmalar yayginlik kazanmistir (Christiansen ve
ark., 2006).

Bu c¢alismada, 6 farkli kishk ekmeklik bugday c¢esidinde (P1178383,
Harmankaya99, IzgiOI, ES14, S6nmez2001 ve Aytin98) ve kombinasyonlarina
(P1178383 x Harmankaya99, izgi01 x ES14, Sonmez2001 x Aytin98) ait genetik

acilim gosteren F;, populasyonlarinda DNA metilasyonuna ve epigenetik farkliliklara
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bagli polimorfizm RAPD ve CRED-RA analizleri kullanilarak belirlenmeye
calisilmigtir. Tim ana¢ ve kombinasyonlar, molekiiler karakterizasyon ve sari pas
dayaniklilik geni ile iliskili markorlerin belirlenmesi amaciyla 50 adet RAPD primeri
kulanilarak PZR analizlerine tabi tutulmuslardir. Bu tarama sonucunda, ¢esitler
arasinda 5 adet primer ile monomorfik bant profili elde edilirken, 45 adet primer ile
polimorfik bant profili elde edilmistir. Elde edilen 2563 bandin %14’ polimorfik,
%86’s1 monomorfik bantlardir.  Tiim kombinasyonlarda elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde, en fazla polimorfik bant veren primerin %39.13 orani ile OPD-
19 ve en fazla monomorfik bant veren primerin %86.28 orani ile OPA-17 oldugu
gozlenmistir. Ortalamalar alinarak degerlendirildiginde, ortalama polimorfik bant
sayist 7.14 olarak hesaplanmistir. Ayrica, anaglara ait DNA’lar ile yapilan PZR
analizleri sonucunda polimorfik goriilen toplam 45 adet primerin PI1178383 x
Harmankaya99, Izgi2001 x ES14 ve Sénmez2001 X Aytin98 kombinasyonlarindaki
dagilimlar1 da incelenmistir. Baz1 primerler kombinasyonlar arasinda ortak olmakla
beraber, P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonu i¢in 25 adet monomorfik ve 25
adet polimorfik bant profili gdsteren primer, 1zgi2001 x ES14 kombinasyonu igin
yine 25 adet monomorfik ve 25 adet polimorfik bant profili gosteren primer ve
Sonmez2001 X Aytin98 kombinasyonu i¢in 11 adet monomorfik ve 39 adet
polimorfik bant profili gdsteren primer oldugu gbézlenmistir. Her kombinasyona ait
anaclar arasinda polimorfik olarak belirlenen primerler, bu kombinasyonalara ait
genetik agilim gosteren fide ve ergin donem F; DNA karisimlarinda da incelenerek
sar1 pas dayanikliligi ile genetik baglanti gOsteren bir markor elde edilebilmek
amactyla Bulk Segregasyon Analizleri’ne tabi tutulmuslardir. Buna gore, en fazla
polimorfizm oran1 S6nmez2001 x Aytin98 kombinasyonunda goriilmiis ancak hicbir
kombinasyonda markér niteligi tasiyan bant profili elde edilememistir.

RAPD analizleri yan1 sira yine ayni ana¢ ve kombinasyonlarda DNA
metilasyonuna ve epigenetik farkliliklara bagli polimorfizmi belirlemek i¢cin CRED-
RA analizleri ve bu verilere dayali markdr eldesi amaciyla da BSA
gerceklestirilmistir.  DNA metilasyonun nasil gergeklestigi hakkindaki bilgiler,
genellikle fenotipik varyasyonlar ile sinirlidir. Ayrica, genetik modifikasyonlarin da
bircok fenotipik varyasyonlara sebep oldugu bilinmektedir. Tiim genotiplere ve
kombinasyonlara ait DNA ornekleri CRED-RA analizleri i¢in farkli duyarliliga sahip
kesim enzimleri (Hpall ve Mspl) ile muamale edilmis ve RAPD ile ayn1 kosullar

altinda PZR’a tabi tutulmuslardir. Anaclara ait DNA’larda goriilen polimorfizme
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gore belirledigimiz kombinasyonlar arasinda en ¢ok PI178383 x Harmankaya99
kombinasyonunun CRED-RA analizlerinde yiiksek oranda polimorfizm gosterdigi
tespit edilmistir.

Calismamizda materyal olarak kullanilan bugday ¢esitleri ile 50 adet RAPD
primeri kullanilarak yapilan CRED-RA analizlerinde, P1178383 x Harmankaya99
kombinasyonu igin 44 adet, izgi2001 x ES14 kombinasyonu icin 38 adet ve
Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonu i¢in 40 adet polimorfik bant profili gésteren
primer oldugu gozlenmistir. CRED-RA analizleri sonucu elde edilen veriler, DNA
metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markdr olarak iki farkli sekilde
degerlendirilmistir. Anag genotipler ile 50 adet RAPD primerinin PZR analizine tabi
tutulmas1 sonucunda, P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda %39, izgi01 x
ES14 kombinasyonuna ait %34 ve Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonuna ait %27
oraninda DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bandin oldugu goriilmistiir.
Buna ek olarak epigenetik markdr degerlendirilmelerinde ise, PI178383 x
Harmankaya99 kombinasyonu igin % 5.2, Izgi01 x ES14 kombinasyonu igin % 4.9
ve Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonu igin % 2.5 oraninda epigenetik markor
olma olasilig1 yiiksek bant oldugu belirlenmistir. Ancak, hi¢cbir kombinasyonda sar1
pas dayanikliligi ile genetik baglant1 gosteren bir markor elde edilememistir.

Her kombinasyona ait anaglar arasinda polimorfik olarak belirlenen primerler,
bu kombinasyonalara ait genetik agilim gosteren fide ve ergin donemlere ait F; DNA
karisimlarinda da incelenerek Bulk Segregasyon Analizleri’ne tabi tutulmuslardir.
Tiim kombinasyonlara ait genetik acilim gosteren fide ve ergin donem F; DNA
karisimlarinda yapilan CRED-RA analizleri sonucunda, DNA metilasyon
polimorfizmi agisindan P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda toplam 481
adet, Izgi01 x ES14 kombinasyonunda toplam 271 ve Sonmez2001 X Aytin98
kombinasyonunda ise toplam 324 adet bant gézlemlenmistir.

Bunun yaninda epigenetik markoér agisindan PI178383 x Harmankaya99
kombinasyonunda toplam 69 adet, izgi01 x ES14 kombinasyonunda toplam 73 ve
Sonmez2001 X Aytin98 kombinasyonunda ise toplam 79 adet bant gézlemlenmistir.
Bu sonuglar degerlendiginde, her {i¢ kombinasyon arasinda en fazla epigenetik
markor olma olasiligi yiikksek bant profili gosteren S6nmez2001 x Aytin98
kombinasyonu, en az epigenetik markdr olma olasilig1 yiiksek bant profili gosteren
P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonudur. Her ii¢ kombinasyon arasinda, en

fazla epigenetik markor olma olasilig1 yliksek bant profili gosteren hem PI178383 x
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Harmankaya99 hem de izgi01 x ES14 kombinasyonunda fide dénemine ait duyarli
F, karisimi, en az epigenetik markdr olma olasiligi yiiksek bant profili gosteren
Izgi01 x ES14 kombinasyonunda ergin déneme ait dayanikli F, karisimidar.
P1178383 x Harmankaya99 kombinasyonuna ait ergin doneme ait dayanikli F,
karistminda %12.1 orani ile OPK4 primeri en fazla DNA metilasyon polimorfizmi
gosterirken, bu primerle yapilan analizlerde epigenetik markor profili elde
edilememistir.  Ergin doneme ait duyarli F, karisiminda ise, DNA metilasyon
polimorfizmi agisindan yine %9.64 orani ile OPK4 primeri 6rnek verilebilir. Fakat
epigenetik markor acisindan en fazla olan % 40 orani ile OPB2 primeri 6rnek
verilebilir. Bunlarin yaninda fide dénemine ait dayanikli F, karisiminda ise DNA
metilasyon polimorfizmi agisindan %12.04 ile OPA15 primeri ve epigenetik markor
acisindan %21.05 ile OPK4 primeri 6rnek verilebilir. Bu kombinasyona ait fide
donemine ait duyarli F, karisiminda ise DNA metilasyon polimorfizmi agisindan
%8.70 ile OPAS ve OPC9 primerleri; epigenetik markor agisindan %16 ile OPBI11
primeri goriilebilir. izgi01 x ES14 kombinasyonuna ait ergin déneme ait dayanikli
F, karistminda %7.32 orani ile OPC9 ve OPF13 primerleri en fazla DNA metilasyon
polimorfizmi gosterirken, bu primerle yapilan analizlerde %33.33 ile OPE8 primeri
epigenetik markor goriilmistir. Ergin déneme ait duyarli F, karisiminda ise, DNA
metilasyon polimorfizmi agisindan yine %12.73 orami ile OPA14 primeri 6rnek
verilebilir. Fakat epigenetik markor acisindan en fazla olan % 20.83 oram ile
UBC199 primeri 6rnek verilebilir. Bunlarin yaninda fide donemine ait dayanikli F,
karisiminda ise DNA metilasyon polimorfizmi agisindan %8.70 ile OPE8 primeri ve
epigenetik markor agisindan %20 ile OPM9 primeri 6rnek verilebilir.  Bu
kombinasyona ait fide donemine ait duyarli F, karisiminda ise DNA metilasyon
polimorfizmi ac¢isindan %12.3 ile OPM9; epigenetik markdr agisindan %20 ile
UBC199 primeri goriilebilir. Sonmez2001 x Aytin98 kombinasyonuna ait ergin
doneme ait dayanikli F; karisiminda %12.5 orami ile OPE8 primeri en fazla DNA
metilasyon polimorfizmi gosterirken, yapilan analizlerde %25 ile OPB11 primeri,
epigenetik markor profili gostermistir.  Ayni sekilde, ergin doneme ait duyarl F;
karisiminda ise, DNA metilasyon polimorfizmi agisindan yine %14.49 orani ile
OPES8 primeri 6rnek verilirken, epigenetik markdr acisindan % 30.77 orani ile
OPB11 primeri 6rnek verilebilir. Bunlarin yaninda fide donemine ait dayanikli F;
karistminda, DNA metilasyon polimorfizmi agisindan %21.43 ile OPES8 primeri ve

epigenetik markor agisindan %20.83 ile OPB11 primeri 6rnek verilebilir. Bu
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kombinasyona ait fide donemine ait duyarli F, karisiminda ise yine DNA metilasyon
polimorfizmi acisindan %11.24 ile OPES; epigenetik markor agisindan %27.27 ile
OPBI1 primeri goriilebilir.

Bu wveriler incelendiginde, DNA metilasyon polimorfizmi agisindan tiim
kombinasyonlar géz oniinde bulunduruldugunda, hem fide dénemi hem de ergin
donemde dayanikli ve duyarli F, karigimlarinda OPES8 primeri 6ne ¢ikmaktadir.
Ayrica, epigenetik markor degerlendirmeleri agisindan tiim kombinasyonlar goz
oniinde bulunduruldugunda, ergin déneme ait dayamikli F, karistgminda OPES
primeri, ergin doneme ait duyarli F, karisiminda OPB2 primeri, fide donemine ait
dayanikli F, karistminda OPK4 primeri, fide donemine ait duyarli F, karisiminda
OPB11 primeri 6ne ¢ikmaktadir.

Bu tez galismasi sonucunda ayrica, Tiirkiye’de yetistirilen baz1 bugday cesitleri
arasindaki molekiiler olarak genetik polimorfizm saptamak icin her bir primerde
gorillen polimorfik bant sayis1 hesaplanmis ve bugday genotiplerini DNA
seviyesinde birbirinden ayirmamiza yarayan en uygun RAPD primerinin OPD-19
oldugu belirlenmistir.

Bitkilerdeki epigenetik ve genetik sistemler arasindaki etkilesimin nasil oldugu
yoniindeki bilgiler olduk¢a smirhidir. Bu c¢alismada kombinasyonlar arasinda
belirlenen epi-markorlerin bireye 6zgii veya hibrite 6zgii farkli gen anlatimlarini
agtklamada bir ipucu olabilecegi ve epigenetik varyantlarin se¢iminde bundan sonra
yapilacak arastirmalara veri saglayacagi diistiniilmektedir.

Tim bunlar géz oniinde bulundurularak; genetik ve epigenetik polimorfizm
oranlarinin ¢esitlere 6zgli oldugu ve molekiiler markorler yardimiyla epigenetik

polimorfizmin belirlenebilecegi sdylenebilir.
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