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ÖZET 
SARI PAS HASTALIĞINA DAYANIKLI VE DUYARLI 

EKMEKLĠK BUĞDAY (Triticum aestivum L.) ÇEġĠTLERĠNDE 

DNA METĠLASYON POLĠMORFĠZMĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

       Klasik ıslah çalıĢmalarının çok maliyetli olması, uzun zaman alması ve fazla 

iĢgücü gerektirmesi nedeniyle, moleküler ıslah çalıĢmaları son yıllarda hız 

kazanmıĢtır.  Özellikle, tarımsal açıdan önemli yeni moleküler markörlerin 

geliĢtirilmesi, bitki ıslah programlarına uygun genotiplerin seçimi ve genotiplerin 

birbirine yakınlık ve uzaklık matrikslerinin oluĢturulması açısından son derece 

önemlidir.  Bu tez çalıĢmasında; sarı pas hastalığına dayanıklı ve duyarlı anaç 

genotipler (PI178383, Harmankaya99, Ġzgi01, ES14, Sönmez2001, Aytın98) ve F2 

bireyleri, 50 RAPD primeri kullanılarak taranmıĢtır.  Anaçlar arasında polimorfik 

olduğu gözlemlenen 45 adet RAPD primeri kullanılarak PI178383 x Harmankaya99, 

Ġzgi01 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarında Bulk Segregasyon 

Analizleri yapılmıĢtır.  Ayrıca, DNA metilasyon polimorfizmini belirlemek amacıyla 

CRED-RA tekniği yardımıyla, RAPD analizlerinde kullanılan 50 adet primeri ile 

aynı çeĢit genotipler polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmuĢtur.  CRED-RA 

analizleri sonucunda anaçlar arasında polimorfik olarak belirlenen 50 adet primer, 

yine aynı koĢullar altında PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14 ve 

Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarında Bulk Segregasyon Analizleri‟nde de 

kullanılmıĢtır.  Elde edilen sonuçlar, DNA metilasyon polimorfizmi ve epigenetik 

markör olasılığı açısından değerlendirilmiĢtir.  Bu verilere göre, DNA metilasyon 

polimorfizmi oranının en fazla PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda, en az 

ise  Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda olduğu görülmüĢtür.  Epigenetik markör olma 

olasılığının ise Sönmez2001 x Aytın98  kombinasyonunda en fazla, PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonunda ise en az olduğu belirlenmiĢtir.  Her iki 

değerlendirme sonucunda da sarı pas hastalığı dayanıklılık kaynağı ile genetik olarak 

bağlantı gösteren bir markör elde edilememiĢtir.   
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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 (PI178383, 

Harmankaya99, Ġzgi2001, ES14, Sönmez2001, Aytın98) parent genotypes and their 

F2 individuals were screened by 50 RAPD primers.  Bulk Segregation Analyses were 

performed in PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 

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, Ġzgi01 

x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 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 PI178383 x Harmankaya99 

combination, the lowest DNA methylation polymorphism ratio was observed in 

Ġzgi01 x ES14 combination.  The most epigenetic marker are likely to be in 

Sönmez2001 x Aytın98 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.   
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BÖLÜM  I 

     GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

       I.1.  GĠRĠġ  

       Tüm dünyada besin maddesi olarak yaygın bir Ģekilde kullanılan buğday 

ülkemiz ekonomisi açısından da önemli yeri olan bir bitkidir.  Ancak buğday 

hastalıklarından biri olan ve özellikle Puccinia striiformis f.sp. tritici adlı biyotropik 

bir mantarın neden olduğu sarı pas hastalığı, üretiminin yapıldığı alanlara bağlı 

olarak, yurdumuzda hemen hemen bütün bölgelerde, %10 ile %100 arasında 

değiĢmekle beraber önemli derecede ürün kayıplarına ve kalitenin düĢmesine neden 

olmaktadır.  Bu hastalıkla mücadele amacıyla yapılan kimyasal ilaçlama 

uygulamaları biyolojik ortamı etkilemekte, dengeleri bozabilmekte, hatta besin 

zincirine girerek insanlarda da toksik etkiler oluĢturabilmektedir.  Tüm bu 

olumsuzluklar dikkate alındığında hastalıklarla mücadelede tarımı yapılan bitkilerin 

sahip olduğu genetik dayanıklılık; üreticiler tarafından kullanılabilecek uygun, ucuz 

ve pratik bir kontrol metodu olarak tercih edilen alternatif bir yaklaĢımdır.  Bu 

nedenle, sarı pas hastalıklarına karĢı dayanıklı ve duyarlı buğday çeĢitlerinin 

varlığının belirlenip üretimde değerlendirilmesi ıslah  açısından  büyük  önem  

taĢımaktadır.  Bütün bunların yanında, çevresel ve genetik düzensizlik veya stres, 

metilasyonun neden olduğu genetik ve epigenetik değiĢiklikleri teĢvik eder.  Üstelik 

bitki yaĢamında yer alan, metilasyon değiĢikliklerini teĢvik eden çevresel ve genetik 

uyarıcılar yeni epigenetik farklılıklar yaratabilir ve sonraki nesilleri etkileyebilir.  

Bunlara neden olan birçok çevresel ve genetik uyarıcılar, metilasyon farklılığına 

neden olur.  Alüminyum, ağır metaller ve su stresi gibi çevresel uyarıcılar genom 

boyunca ve spesifik lokuslarda sitozin metilasyonunun artmasına veya azalmasına 

sebep olur.  Bu anlamda, bitki genomunun çevresel ve genetik strese cevabı, hem 

yeni genetik polimorfizmi hem de epigenetik metilasyon polimorfizmini meydana 

getirir.  Sitozin metilasyonunun neden olduğu cis veya trans elementlerdeki DNA 

polimorfizmi, metilasyon polimorfizmini oluĢturur.  Buna alternatif olarak, eĢ alleller 
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farklı metilasyon bölgelerinde yer alır.  Stresin etkisini gösterdiği genotiplerde, 

fenotipik çeĢitlilik görülebilir ve bitki geliĢimi etkilenebilir.  Bitkilerin genetik 

uyarılması, bir nesilden gelecek nesle aktarılan özellikler için kiĢisel farklılıklara 

neden olur.  DNA metilasyonu, etkilelenen gen anlatımı nedeniyle yeni ve kalıtımsal 

farklılıklara sebep olur. 

       Yurdumuz kökenli buğday çeĢitlerinin sarı pas hastalığı açısından 

değerlendirildiğinde, anaç bitkiler ile dayanıklı ve duyarlı F2 karıĢımlarında, 

dayanıklı genotipi iĢaret eden polimorfik yapıda DNA dizilerinin elde edilmesi 

durumunda bu farklılığa yol açan dizi markör olarak kullanılabilecek ve yurdumuz 

kökenli çeĢitlerin PZR yöntemiyle kısa sürede taranabilmesinde kullanılacaktır.  

Ayrıca, epigenetik varyasyonların en önemli nedenlerinden biri olan DNA 

metilasyonunu belirlemek için kullandığımız CRED-RA tekniği; metilasyona duyarlı 

kesim enzimleriyle DNA‟nın kesimi sonrasında buğday çeĢitleri arasındaki 

metilasyon değiĢimlerini ve polimorfizmi belirler.  Gözlemlenen bu değiĢiklikler, 

genetik ve epigenetik yapının temelini oluĢturur.  Bu çalıĢmada, RAPD ve CRED-

RA tekniklerini karĢılaĢtırmalı kullanarak metilasyon farklılıkları incelenmiĢ, CRED-

RA yönteminin kullanımına ve buğday çeĢitleri arasında DNA metilasyon 

hatlarındaki polimorfizmi belirlemede etkili olan epi-markörlerin incelenmesine 

dikkat çekilmiĢtir. 

       Bu çalıĢmalar sonucunda, bitki genotiplerinin sarı pas hastalığına dayanıklılık 

açısından doğru ve etkin bir biçimde tanımlanması mümkün olacaktır.  Ayrıca elde 

ettiğimiz sonuçlar, sadece DNA metilasyon farklılıklarının karakteristiğinin ve 

dağılım kuralının anlaĢılmasında yardımcı olmakla kalmayacak, üstelik ıslah 

uygulamaları ve önemi olan farklı araĢtırmalar için teorik bir temel sağlayacaktır.    
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        I.2.   AMAÇ 

       Tüm dünyada buğdayın ana gıda kaynağı olması ve günlük enerji ihtiyacının 

karĢılanmasında ortalama %20 paya sahip olması, bu bitkinin biyotik ve abiyotik 

stres etmenlerine karĢı iyileĢtirilmesi gerekliliğini ortaya koymaktadır.  Dünyada ve 

ülkemizde üzerinde tarım yapılabilecek alanların azalmıĢ olması, araĢtırıcıları daha 

yüksek verim alma konusuna yönlendirmiĢtir.  Klasik ıslah çalıĢmaları zaman alıcı 

ve masraflı olduğundan sürenin kısaltılması ve ekonomik maliyetin en az düzeye 

indirilmesi istenilen amaca en kısa zamanda ulaĢılmasıyla mümkündür.  Buğday 

ıslahında da, belli çevre Ģartlarında en iyi ürünü verebilecek niteliklerde yeni 

çeĢitlerin ortaya çıkarılması için üstün genotiplerin elde edilebilmesi 

hedeflenmektedir. 

       Sarı pas hastalığı, yurdumuzda buğday alanlarında % 100'lere varan ürün 

kayıplarına neden olan, ülkemizdeki ve dünyadaki önemli biyotik stres 

etmenlerinden biridir.  Bu tez çalıĢmasında, buğday bitkisinin üretimini ve verimini 

tehdit eden ve Puccinia striiformis f.  sp.  tritici adlı biyotrofik bir mantarın neden 

olduğu sarı pas hastalığı açısından, dayanıklı ve duyarlı olarak belirlenen yurdumuz 

kökenli bazı kıĢlık ekmeklik buğday çeĢitlerinin kısa sürede ve kolaylıkla 

seçilmesine katkı sağlayabilecek özgün RAPD primerlerinin PZR ve CRED-RA 

analizleri ile taranması amaçlanmıĢtır.  Elde edilen veriler, çalıĢmada kullanılan 

buğday çeĢitlerinin genetik ve epigenetik açıdan değerlendirilmesine sağlayacağı 

katkılar yönünden de önemlidir.  Sonuçta elde edilen veriler ile bu alandaki literatüre 

de önemli katkılar sağlayacaktır. 
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BÖLÜM II 

       GENEL BĠLGĠLER 

       II.1.  BUĞDAYIN ÖNEMĠ 

       Buğday (Triticum aestivum L.), buğdaygiller (Poaceae) ailesinden gelen, karasal 

iklimi tercih eden ve bütün dünyada ıslahı yapılmıĢ, tek yıllık otsu bir bitkidir.  

Ayrıca, un ve yem üretiminde de kullanılan temel bir besin kaynağıdır.  Verim 

açısından kaliteli, tarımı kolay, besin değeri yüksek ve zengin bir alanda üretime 

sahip olduğu için de dünyada 50‟den fazla ülkede yaygın olarak üretilmektedir 

(Milner ve ark., 1978).  Genellikle ılık ve serin iklim Ģartlarında yetiĢen buğdayın 

ortalama geliĢme sıcaklığı 25ºC‟dir ve değiĢik genotipleri birbirinden çok farklı 

toprak ve iklim koĢullarında yaĢayabilir.  Yıllık yağıĢın 500-600 mm olduğu yerlerde 

veya toprakta bu nemi sağlayacak sulamalarda kaliteli ve bol ürün alınabilmektedir 

(www.gap.gov.tr).  BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü (“FAO, Food and 

Agriculture Organization of the United Nations”) tarafından açıklanan verilere göre; 

dünyada 240 milyon hektardan daha fazla bir alanda yetiĢtirilmekte olan buğday, 

dünya ticaretinde önemli bir yere sahiptir.  Buğdayın ekim alanı bakımından dünya 

ülkeleri arasında Türkiye 7.sırada ve ürettiği miktar bakımından ise 8.sırada yer 

almaktadır (Akar ve ark., 2007) (ġekil II.1).   

 

 

 

 

 

 

 

ġekil II.1. 2007 yılında dünyadaki  buğday ekim alanlarına ait oranlar (http://faostat.fao.org). 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Buğdaygiller
http://tr.wikipedia.org/wiki/Un
http://tr.wikipedia.org/wiki/Yem
http://www.gap.gov.tr/
http://faostat.fao.org/
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       Özellikle yurdumuz gibi tahıl ağırlıklı beslenme sistemine sahip ülkelerde 

buğdayın ekim, üretim ve verim açısından önemi daha da öne çıkmaktadır.  Buğday, 

ülkemizde de en çok Ġç Anadolu Bölgesi‟nde yetiĢtirilmektedir.  Bu nedenle, bölge 

"Türkiye‟nin Buğday Ambarı" olarak da anılmaktadır (Zeybek ve Yiğit, 2004; Chen, 

2005).  ġekil II.2‟ de renklendirilen alanlar, Türkiye‟de buğday ekimi yapılan 

bölgelerdir.  Koyu yeĢil ile gösterilen alanlar buğday üretiminin yoğun, açık yeĢil ile 

gösterilen alanlar orta yoğun, açık mavi ile gösterilen alanlar az yoğun olduğu 

bölgelerdir. 

 

ġekil II.2. Yurdumuzda buğday ekiminin yapıldığı bölgeler (http://www.tugem.gov.tr). 

      

      Ülkemizin buğday tarımını sınırlayıcı en önemli etmeni olan pas hastalıkları 

arasında, özellikle Puccinia striiformis f.  sp.  tritici adlı biyotrofik bir mantarın 

neden olduğu sarı pas hastalığı yurdumuzda hemen hemen bütün bölgelerde 

görülmektedir ve verimsiz tohum eldesi sonucunda % 100‟lere varan önemli 

derecede ürün kaybına ve danede kalitenin düĢmesine neden olmaktadır.  Ülkemizde 

bugüne kadar kayıtlara geçen ve değiĢik pas hastalıklarının oluĢturduğu ürün kaybı 

%12-80 arasında değiĢtiği, duyarlı çeĢitlerle sarı pas patojeni kullanılarak yapılan 

tarla denemelerinde % 100‟e varan kayıpların oluĢtuğu gözlenmiĢtir.  FAO‟nun 

istatistikleri değerlendirildiğinde, dünya üretiminin önemli bir paya sahip olan, en 

önemli buğday üretici ve tüketici ülkeleri arasında yer alan Türkiye‟de 9.300.000 ha 

ekim alanı ile 2004 yılındaki buğday üretiminin 21 milyon ton iken, 2008 yılında 

7.582.531 ha ekim alanı ile yaklaĢık 17 milyon 678 bin tona düĢtüğü görülmektedir 

http://tr.wikipedia.org/wiki/İç_Anadolu
http://www.tugem.gov.tr/
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(Tablo II.1) (http://faostat.fao.org).  Bu düĢüĢte, pas hastalıkları önemli bir paya 

sahiptir.   

      

 Tablo II.1.  2000-2008 yılları arasında Türkiye‟deki buğday ekiliĢ-üretim-verim değerleri 

(http://faostat.fao.org). 

 

 

       Bu durum, buğday veriminin sarı pas gibi biyotik stres etmenlerine çok bağımlı 

olduğunu, kararlı ve yüksek bir verim için bu etmenlerin etkisini azaltıcı sistemlerin 

ve hastalığa dayanıklı genotiplerin geliĢtirilmesi gerektiğini göstermektedir. 

 

       II.2.   SARI PAS ETMENĠ Puccinia striiformis f.  sp.  tritici 

       Bitkilerin büyümesine ve geliĢimine olumsuz yönde etki eden stres, iç ve dıĢ 

kaynaklı olmak üzere iki gruba ayrılır.  Ġç kaynaklı stres etmenleri, canlıda olumsuz 

sonuçlar doğuran mutasyonlar ve hastalık kaynaklı kontrolsüz hücre bölünmeleridir.  

DıĢ kaynaklı stres etmenleri ise biyotik ve abiyotik olmak üzere ikiye ayrılır.  

Kuraklık, tuzluluk, yüksek veya düĢük sıcaklık, ıĢık miktarının azlığı veya fazlalığı, 

geliĢim için gerekli olan maddelerin yetersizliği, pestisitler ve ağır metaller abiyotik 

stres etmenleri; virüs, bakteri, mantar gibi patojenler, böcek gibi zararlılar ve diğer 

organizmalar biyotik stres etmenleri olarak sınıflandırılmaktadır (Comai ve Madlung, 

2004).  Buğdayda en önemli stres etmeni,  dıĢ kaynaklı biyotik etmen olarak kabul 

edilen patojenlerdir.  Bunlardan; Fusarium (Küllenme), Puccinia (Pas), Ustilago 

(Rastık), Septoria (Yaprak lekesi-Kara zenk), Rhizoctonia (Kök çürüklüğü), 

Alternaria (Yaprak yanıklığı),  Microdochium (BaĢak küfü) gibi en önemli fungal 

kökenli hastalık etmenleridir (www.ziraatcim.net).  Mantarlar, tahıl bitkilerinde 

hastalık oluĢturan organizmalar içerisinde en fazla ürün kaybına yol açan 

YILLAR EkiliĢ (Hektar) Üretim (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 

http://faostat.fao.org/
http://faostat.fao.org/
http://www.ziraatcim.net/


 7   

 

patojenlerdir.  Puccinia türlerinin sebep olduğu hastalıklar „pas hastalıkları‟ olarak 

bilinmektedir ve önemli biyotik stres etmenleri arasında yer almaktadır (DüĢünceli 

ve ark., 1999).   

       Buğdayda 3 çeĢit pas hastalığı ortaya çıkmaktadır.  Bunlar; kök pası, yaprak pası 

ve sarı pastır.  Bu hastalıkların her birine, Puccinia denen pas mantarının belli bir 

türü neden olmakta ve bitkideki görünümlerine göre isimlendirilmektedir (Marsalis 

ve Goldberg, 2006).  Siyah pas olarak bilinen  kök pasına P.graminis f.sp.tritici 

denen mantar neden olur.  Kök pası, öncelikle köklerde ardından ise tohum, yaprak 

ve yaprak kınında görülebilen, önce oval uzayan kızıl-kahve olan lezyonlar son 

safhada bulanık ve siyah sporlar oluĢturur.  Bu, bitki köklerini zayıflatır ve geçici 

konağa zarar verir.  Genelde yaprakta görülen P.recondita f.sp.tritici (Ģimdi 

P.triticina olarak bilinir) denen mantarın neden olduğu yaprak pası lezyonları, önce 

küçük ve dairesel daha sonraları yuvarlak ve sarı lezyonlar turuncu püstüllere 

dönüĢür.  Bunların oluĢturduğu yüzlerce spor, püstülden kolayca çıkar.  Tohumun 

baĢ kısmında görünen zayıf turuncu lezyonların püstüllere dönüĢmemesi, yaprak 

pasını kök pasından ayırt etmemizi sağlayan en önemli özelliktir. 

Ürün kaybı çeĢitlerin duyarlılıklarına, çevre koĢullarına, etmenlerin ırklarına 

göre değiĢtiği gibi yıldan yıla ve bölgeden bölgeye göre de farklılıklar 

göstermektedir (Zeybek ve Yiğit, 2004; Chen, 2005).  Diğer pas hastalığı olan sarı 

pas hastalığına P.striiformis f.sp.tritici denen mantar neden olur.  Bu patojen arpa, 

çavdar ve diğer bazı türlerde etkisini gösterir.  Sarı pas, diğer pas hastalıkları içinde 

en erken görülen pas türüdür.  Ġlk kez 1777 yılında gözlenmesine rağmen, 1896 

yılında Eriksson ve Henning tarafından sarı pas hastalığına yol açan patojenin diğer 

pas mantarlarından farklı olduğu tanımlanmıĢ ve P.glumarum olarak 

isimlendirilmiĢtir.  1953 yılında ise Hylander ve arkadaĢları tarafından P.striiformis 

adını verilmiĢtir.  Birincil konakları arasında ekmeklik buğday, makarnalık buğday 

ve bazı arpa genotipleri bulunurken alternatif konaklarına rastlanmamıĢtır.  Konak 

aralığı oldukça dar olan buğday sarı pas mantarlarının sınıflandırılması aĢağıdaki 

gibidir (Curtis ve ark., 2002) (ġekil II.3). 
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ġekil II.3. Puccinia striiformis f.sp.tritici‟ in buğdaydaki görünümü. 

         

       Yaprakların üst yüzeyinde ve baĢaklarda makine dikiĢi Ģeklinde ve sarı renkli 

püstüllerin diziliĢinin çizgiye benzer görüntüsünden dolayı “çizgi pası” da denir 

(http://www.ziraatci.com/).  Bitkinin yaprak ve baĢ kısmında çizgi olarak ortaya 

çıkan bu püstüller, hastalığın en önemli ayırt edici özelliğidir.  Hafif sarı bu püstüller 

olgunlaĢtıkça, sarı ve turuncu sporları oluĢturur.  Hastalık geliĢtikçe, püstül etrafında 

bulunan dokular kahverengiye dönüĢür ve yanmıĢ görünümünü alır.   

       Püstüller yazlık sporların üretildiği yerlerdir.  Mevsim sonuna doğru yazlık 

sporların yerini siyah renkli kıĢlık sporlar alır.  Yapraklardaki sararma, hem yaprak 

pası hem de sarı pas arasındaki en önemli farktır.  Bu belirtileri gösteren birçok bitki, 

tarlada uzaktan bile fark edilebilir (Marsalis ve Goldberg, 2006).   

       Hastalığın geliĢimi için Ģartlar uygun hale geldiğinde, enfeksiyon 6–8 saatte 

tamamlanır ve püstüllerden hastalığın yayılmasına neden olacak özellikteki 

ürodosporlar 12–14 günde oluĢur.  KıĢı ılık geçen bölgelerde, ürodosporlar bütün yıl 

hayatta kalabilmektedir.  Bu yüzden, patojenin hayat döngüsünü tamamlaması 

gerekir.  Pas mantarı, farklı spor aĢamalarından oluĢan ve iki farklı konak bitkiye 

ihtiyacı olan bir yaĢam döngüsüne sahiptir (ġekil II.4).  Sarı pasın ara konukçusu 

bilinmemektedir (Marsalis ve Goldberg, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alem  : Fungi 

ġube  : Basidiomycota 

Sınıf  : Urediniomycetes 

Alt Sınıf          : Incertae sedis 

Takım  : Uredinales 

Familya : Pucciniastraceae 

Cins  : Puccinia 

Tür  : P. striiformis var. striiformis 

 

 

http://www.ziraatci.com/
http://en.wikipedia.org/wiki/Fungi
http://en.wikipedia.org/wiki/Basidiomycota
http://en.wikipedia.org/wiki/Urediniomycetes
http://en.wikipedia.org/wiki/Incertae_sedis
http://en.wikipedia.org/wiki/Uredinales
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Pucciniastraceae&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Puccinia
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ġekil II.4. Sarı Pas etmeni Puccinia striiformis‟in yaĢam döngüsü (http://www.hgca.com).   

a) Puccinia enfeksiyonundan sonra öncelikle püstül oluĢumu baĢlar.  Tek bir lezyon 

yaklaĢık 350.000 spor taĢır.  b) Uredosporlar düzgün, yuvarlak Ģekilde bir oluĢum 

gösterirler.  c) Kalın duvarlı kırmızımsı sporlar yırtılmıĢ püstüllerle birlikte bulunur.  d) Ġki 

hücreli teliosporlar, uredosporlarla birlikte bulunabilir. 

 

       Enfeksiyonların oluĢumunda sıcaklık ve nem çok önemlidir.  Hastalık buğday 

tarlalarında ilkbaharda hava sıcaklığının 10°-15 °C (optimum 11 °C) olduğu zaman 

görülmeye baĢlar.   

       Bitkiler içerisinde bulundukları ortamlarda biyotik ve abiyotik etmenler 

tarafından devamlı Ģekilde uyarılırlar.  Bu uyarıların hücre membranındaki 

reseptörler tarafından alınarak sinyal iletiĢimi yoluyla hücre içerisindeki gerekli 

yerlere iletilmesi sonucu bitkide bir tepki oluĢur (Tör, 1998).   

        

 

(a) 

(d) 

(c) 

(b) 

http://www.hgca.com/
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       Bitki ve biyotrof mantar arasındaki etkileĢim, Flor (1971) tarafından keten 

bitkisi ve keten pası hastalığının etkeni olan Melampsora lini ‘de geliĢtirilen “gene-

karĢı-gen” (gene for gene) modeli ile açıklanabilir.  Bu modele göre, bitkide herhangi 

bir patojene karĢı oluĢan dayanıklılık, biri konakta (R geni), biri patojende (avr geni) 

bulunan bir çift dominant genin ürünlerinin etkileĢiminin sonucudur.  Bu etkileĢim 

sonucunda, bitki ile patojen arasında ilk temas kurulduktan sonra patojen ile konukçu 

arasında bir tanıĢma olayı gerçekleĢir ve dayanıklılık mekanizmalarını  baĢlatır.  Bu 

olay ile patojen, karĢılaĢtığı bitkinin kendi konukçusu olup olmadığına karar 

verirken, konukçu bitki de gelen uyarıcının bir patojenden olup olmadığını ve ona 

karĢı nasıl bir reaksiyon verebileceğini tespit eder.  Böylece, bitkide aktif savunma 

sistemi ve tepki mekanizması çalıĢmakta ve sonuçta dayanıklılık olgusu ortaya 

çıkmaktadır (Flor, 1971; Dangl ve ark., 1995). 

       Gene karĢı gen etkileĢiminin tetiklediği dayanıklılık mekanizması “AĢırı Duyarlı 

Yanıt - Hypersensitive Response (HR)” olarak isimlendirilir.  AĢırı duyarlı yanıt, 

komĢu hücreleri patojenin varlığına karĢı uyaracak olan sinyal moleküllerin 

oluĢturulması ve patojenle temas kuran hücrelerin programlı ölümü  gibi 

mekanizmaları kapsar (Yu ve ark., 1998; Pryor, 1987).  Duyarlı denilen konukçu 

bitki ile virulent denilen patojen arasındaki iliĢki uyumlu olarak tarif edilir.  Buna 

karĢılık, patojen bitkide herhangi bir zarar meydana getirmiyor, normal yaĢamını 

devam ettiriyor ve bitkiyi istila ederek çoğalmasını sürdürüyorsa bu bitki o patojene 

dirençlidir.  Ancak, bitki bu patojenin geliĢme ve çoğalmasını çeĢitli nedenlerle 

tamamıyla durduruyor ise bu bitki genel anlamıyla dayanıklı olarak kabul edilmekte 

ve patojen de avirulent olarak adlandırılır.  Dayanıklı bitki ile patojen arasındaki 

iliĢki de uyumsuz olarak kabul edilir (Lindsay ve ark., 1993). 

       Sarı pasın dünyadaki yayılımına bakıldığında, diğer pas hastalıklarına göre daha 

yüksek alanlarda, kuzey enlemlerinde ve ilkbaharın serin ve yağıĢlı geçtiği yerlerde 

yaygın olarak görülmektedir.  Sarı pas hastalığı özellikle Kuzey-batı Avrupa, Kuzey 

Amerika, Hindistan ve Çin‟i içine alan daha serin bölgelerde görülen önemli bir 

küresel problemdir (Singh ve ark., 2002).  Buna ek olarak, Sarı pas ülkemizde 

özellikle Ġç ve Doğu Anadolu, kahverengi pas sahil bölgeleri, kara pas ise Güney, 

Batı ve Ġç Anadolu bölgelerinde yaygındır (http://www.ipsalatarim.gov.tr), (ġekil 

II.5). 

 

 

 

http://www.ipsalatarim.gov.tr6/
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ġekil II.5. P.  striiformis f.sp.  tritici‟nin dünya üzerindeki dağılımı (CABI, Crop Protection 

Compendium,  http://www.cabicompendium.org., 2005). 

 

       Sarı pas yurdumuzda hemen hemen bütün bölgelerde olduğu gibi dünya çapında 

da önemli derecede ürün kaybına ve tanede kalitenin düĢmesine neden olduğu için 

buğday çeĢitlerinin sarı pas hastalığına dayanıklılık açısından doğru ve etkin bir 

biçimde ve kısa zamanda tanımlanması oldukça önemlidir.  Bitki ıslahında hastalık 

ve zararlılara dayanıklı ve adaptasyon yeteneği yüksek yeni çeĢitlerin seçimi; 

zahmetli, yüksek maliyet gerektiren ve oldukça uzun zaman alan iĢlemlerdir.  Bu 

çalıĢma, buğday ıslahı çalıĢmaları kapsamında genetik materyalin sarı pas hastalığı 

için doğru olarak değerlendirilmesinin yanı sıra bu alanda bundan sonra yapılacak 

araĢtırmalara ve diğer moleküler markör çalıĢmalarına da veri sağlayarak literatüre 

önemli katkıda bulunması açısından son derece önem taĢımaktadır.  Bu anlamda, 

verilerimizi değerlendirmede RAPD markör çalıĢmaları ve DNA metilasyon 

analizleri bize yardımcı olacaktır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Kanada 

Amerika 

Latin Amerika 

Avrupa 

Asya 

Afrika 

OrtaAsya 

Avusturalya 

http://www.cabicompendium.org/
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       II.3.  PAS HASTALIKLARI ĠLE MÜCADELEDE MOLEKÜLER 

MARKÖRE DAYALI SEÇĠLĠMĠN ÖNEMĠ 

       Bitkilerde üstün bireylerin belirlenmesinde, morfolojik özellikleri yansıtan 

agronomik verilerin yanında, daha kesin tanılara dayalı yöntemler son yıllarda hızla 

kullanıma girmiĢtir.  Stres koĢullarından etkilenmeyen ve çeĢit geliĢtirme 

çalıĢmalarına hız kazandıran moleküler markörler birçok bitki türünde tanımlama 

amacıyla kullanılmaktadır.   

       Bitkilerin, sarı pas hastalığının fungusit yardımı ile klasik olarak test edilmesi 

uzun zaman almakta, dayanıklılık çalıĢmaları yavaĢ ilerlemekte, fazla iĢ gücü 

gerekmekte ve inokulasyon sırasında sorunlarla karĢılaĢılmaktadır.  Bütün bu 

olumsuzluklar, sarı pas hastalığına karĢı dayanıklılık sağlayan gene bağlı moleküler 

markör veya markörlerin geliĢtirilmesiyle aĢılabilmektedir.  Moleküler markörler 

kullanarak bitkilerin çok erken döneminde (fide dönemi) dayanıklılık geni taĢıyıp 

taĢımadıkları hızlı ve güvenli Ģekilde test edilebilmektedir.  Moleküler markörler, 

aynı anda çok bitkinin analizine imkân tanımakta ve aynı bitkide birden fazla 

dayanıklılık geni analiz edilebilmektedir.  Ayrıca kullanılacak markörün kodominant 

olması, heterezigot ve homozigot dayanıklı bireyleri birbirlerinden ayırabildiği için 

ıslah çalıĢmasına büyük bir hız vermektedir.  Bununla birlikte dayanıklılık genine 

bağlı moleküler markörlerin geliĢtirilmesi, dayanıklılık geninin belirlenmesi için de 

önemli bir adım oluĢturmaktadır. 

       Bitki ıslahında kullanılan en etkili yöntemlerden biri olan “Marköre Dayalı 

Seçilim (MAS)”, önemli agronomik karakterleri kontrol eden gen(ler) ile sıkı iliĢkili 

olan ve kolaylıkla tanınabilen moleküler markörlerin kullanılması esasına dayanan 

bir tekniktir.  Klasik ıslah metotlarının baĢarısını artırıcı yardımcı bir teknik olan 

MAS, hedef genin oldukça hızlı, etkin, doğru ve ekonomik bir seleksiyon tekniğidir.  

Erken nesilden genç evrede bitki seçimine izin vermesi ve verimsiz olan allellerin 

büyük oranda azaltılıp elimine edilebilmesi bakımından çok büyük avantaj sağlayan 

MAS, bitki biyoçeĢitliliğinin korunması, geri melez ıslahında, somaklonal 

varyasyonların belirlenmesi, genetik haritaların oluĢturulması, yeni çeĢitlerin 

geliĢtirilmesi, filogenetik iliĢkilerin ortaya konması, ıslah çalıĢmaları ve kantitatif 

karakterlerin aktarımı (QTL) gibi durumlarda büyük avantajlar sağlar (Korzun, 2003) 

(fao.org).  Marköre Dayalı Seçilimin amacı, ihtiyaç duyulan zamanı azaltmak ve 

maliyetleri düĢürmektir.  Devam eden çalıĢmalar, MAS tekniğini daha ucuz ve daha 

etkili hale getirecektir. 
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       Son yıllarda bitki yetiĢtirme programlarının baĢlıca araĢtırma konularından biri 

olan sarı pas hastalığına karĢı dayanıklılık genlerinin bulunmasına, patojene 

dayanıklı genotiplerin yetiĢtirilmesine ve genomdaki yerlerinin saptanmasına yönelik 

çalıĢmalar yaygınlık kazanmıĢtır.  Hastalık ile mücadelede sarı pas oluĢumuna 

savunma cevabı oluĢturabilecek dirençli buğday hatlarının belirlenmesi ve bu 

hatların ekimi yoluna gidilerek çevreye en az zarar vererek ürün eldesini en üst 

seviyeye getirmek amaçlanmalıdır.  Bu amaçla “Marköre Dayalı Seçilim (MAS)” 

dediğimiz moleküler yöntemler, pas hastalıkları ile mücadelede yararlanılan en etkin 

araçlardır.    

 

       II.4.  GENETĠK MARKÖRLER 

       Birçok bilim adamının kullandığı dolaylı bir metot olan genetik markörlerin 

kullanımı ile belirli kromozomlar üzerinde yerleĢmiĢ spesifik genlerin tanımlanması 

mümkün olabilmektedir (Semagn ve ark., 2006).  Genetik markörler üç grupta 

incelenmektedir. 

 

       II.4.1.   Morfolojik Markörler  

       Fenotipik özelliklere dayalı,  tek lokus ile idare edilebilen ve çevre koĢullarına 

karĢı değiĢken olan markörlerdir.  Fenotip üzerinde olumsuz etkilere sahip 

olabilmeleri, az sayıda olmaları, çevresel koĢullardan yüksek oranlarda etkilenmeleri 

gibi olumsuz; bazı özgül genlerin takibinin kolaylaĢması, dominant ya da resesif 

olması gibi olumlu yönlere sahiplerdir. 

 

     II.4.2.  Biyokimyasal Markörler 

       Morfolojik karakterlerin çevreden etkilenmelerini ortadan kaldırmak için 

geliĢtirilen ve gen ürünleri olan proteinlere dayalı olan markörlerdir.  Sayıca çok az 

olmaları ve varyasyonlarının düĢük olmasına rağmen en önemli avantajları 

analizlerinin çabuk, güvenilir ve tekrarlanabilir olması, çevreden ve diğer 

lokuslardan etkilenmemeleridir.  Bunlar, enzim (izozimler) ve enzim olmayan 

proteinler (gliadin ve glutenin gibi depo proteinleri) olarak ikiye ayrılmaktadırlar.  

Bir genin farklı allelleri ya da farklı genler tarafından kodlanan protein markörleri 

olan izozimler hızlı ve ucuz olmasının yanısıra lokus sayısının az olması, bazı 

izozimlerin belirli dokularda ve belirli geliĢme dönemlerinde bulunması gibi 

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

depo protein markörleri amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadırlar. 

 

       II.4.3.   Moleküler Markörler (DNA Markörleri) 

       Organizma genomundaki herhangi bir gen bölgesi ya da gen bölgesi ile iliĢkili 

DNA parçasını ifade eden,  biyolojik etkileri olmayan ve nesilden nesile aktarılan 

DNA dizilerine “Moleküler markör” denir (Semagn ve ark., 2006).  Moleküler 

markörler, DNA düzeyindeki analizlerle saptandıklarından dolayı DNA markörleri 

olarak da bilinirler. 

       Günümüzde buğday ıslah programlarında yapılan biyoteknolojik uygulamalar 

arasında yer alan moleküler markör çalıĢmaları bitki ıslahının etkinliğini önemli 

derecede artırmaktadır (Motavei ve ark., 2007).  Bir moleküler markör yüksek 

derecede polimorfik davranıĢ göstermeli, kodominant olmalı, genomda sıkça 

bulunmalı, düzgün dağılım gösterip bütün dokularda gözlenebilme imkanı vermeli, 

yüksek tekrarlanabilirlik özelliğine sahip olmalı, otomasyona uygun ve hızlı 

değerlendirilebilmelidir.  DNA markörleri stabildirler, tüm dokularda ortaya 

çıkabilirler ve ekolojik koĢullardan etkilenmezler.  Epistatik ve pleiotropik etkilere 

duyarlı değildirler,  kalıtımları basit ilkelere sahiptir.  Genetik çeĢitlilik ve 

germplasm karakterizasyonunun değerlendirilmesi, genotiplerin tanımlanması ve 

parmak izi, populasyonlar arasındaki genetik uzaklığın tahmini, marköre dayalı 

seçilim ve yararlı aday genlerin dizilerinin tanımlanması gibi çalıĢmalarda, 

seleksiyonda, genetik bağlantı haritalamalarında, çeĢit tanımlayıp korumakta, 

genotipler arası genetik uzaklığı belirlemede, hastalık dayanıklılığı ve dayanıklı 

çeĢitlerin ıslah programlarında kullanılmasında ve ıslah projelerinin sürelerini 

kısaltarak maliyetlerini düĢürme amacıyla moleküler markör yöntemlerinden 

yararlanılır (Reddy, 2001; Bilgin ve Korkut, 2005).   

       Moleküler markörler, Hibridizasyona Dayalı, Polimeraz Zincir Reaksiyonuna 

(“Polymerase Chain Reaction”) Dayalı ve DNA Sekans ve Çip (mikroarray) 

Teknolojisine Dayalı Markörler olarak üçe ayrılırlar. 

 

       II.4.3.1.   Hibridizasyona Dayanan Moleküler Markörler  

       Restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA parçalarının (prob) araĢtırılan DNA 

örneğindeki benzer veya aynı diziliĢteki DNA hibridizasyonu sonucu kesilen DNA 

parçacıklarının jel elektroforez yöntemi ile ayrıĢtırılmasını ve bu parçacıkların 



 15   

 

membrana emdirilmesi (blotting) sonucunda prob DNA hibridizasyonu olaylarını 

içermektedir.   RFLP (“Restriction Fragment Length Polymorphism” - KesilmiĢ 

Parça Uzunluk Polimorfizmi), hibridizasyona dayalı bir yöntem olup, geliĢtirilen ilk 

moleküler markördür (ġekil.6).   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil II.6. RFLP markör sisteminin Ģematik gösterimi. 

 

       II.4.3.2.  Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kullanımına Dayanan Moleküler 

Markörler 

       PZR, canlı organizma olmaksızın primer denilen sentetik oligonükleotid 

dizilerinin yardımıyla herhangi bir organizmaya ait genomik DNA‟ daki özgül 

bölgelerin çoğaltılmasını sağlayan basit ama çok baĢarılı bir invitro DNA sentezi 

yöntemidir.  DNA molekülünün milyonlarca hatta milyarlarca kopyasını kısa 

zamanda yapan bu teknik, Cetus firmasının insan genetiği departmanında çalıĢan 

araĢtırmacı Kary Mullis tarafından 1985‟de bulunmuĢ ve patenti alınmıĢtır.  PZR; ilk 

defa, aynı yıl Kary Mullis ve arkadaĢları tarafından orak hücre anemisinin tanısının 

konulmasında uygulamaya sokulmuĢtur.  1993 yılında bu çalıĢma Kary Mullis‟e 

Nobel ödülünü kazandırmıĢtır.  PZR‟ ın ilk uygulamasında kullanılan enzimin 

denatürasyon süresince inaktif hale dönüĢmesi nedeniyle karĢılaĢılan sorun, Thermus 

aquaticus‟dan ısıya dayanıklı Taq DNA polimeraz enziminin elde edilmesiyle 

ortadan kaldırılmıĢ ve PZR çalıĢmalarının otomasyonu sağlanmıĢtır (Semagn ve ark., 

2006) (ġekil II.7). 
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ġekil II.7. Polimeraz zincir reaksiyonu aĢamalarının Ģematik gösterimi. 

 

       Çoğaltılacak olan genomik DNA, ısıya dayanıklı DNA polimeraz (veya ısıya 

dayanıklı baĢka bir DNA polimeraz), 9-10 oligonükleotidden oluĢan sentetik primer, 

magnezyum klorür, dNTP (deoksinükleotid trifosfatlar) ve uygun pH ve iyon 

koĢullarını sağlayan, özellikle magnezyum içeren PZR tampon karıĢımı (mastermiks)      

PZR reaksiyonunun bileĢenleridir.  PZR tekniği; DNA dizi analizi ve DNA 

haritalaması, DNA parmakizi çalıĢmaları, genetik haritalama, Ġnsan Genom Projesi 

araĢtırmaları, adli tıp, türler arasındaki polimorfizmin hesaplanması, evrim, bitkilerde 

tohum saflığının belirlenmesi, klonlama, genetik olarak değiĢtirilmiĢ organizmaların 

belirlenmesi, mutagenez çalıĢmaları ve gen ifadelerinin karĢılaĢtırılmasında 

kullanılmaktadır.   
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       RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”-Rasgele ÇoğaltılmıĢ 

Polimorfik DNA), AFLP (“Amplified Fragment Length Polymorphism”-ÇoğaltılmıĢ 

Parça Uzunluk Polimorfizmi), SSR (“Simple Sequence Repeat”-Basit Dizi Tekrarı, 

Mikrosatellit), STS (“Sequence Tagged Site”-Dizisi EtiketlenmiĢ Alan), EST 

(“Expressed Sequence Tag”-Ġfade Edilen Dizi Etiketi)‟ lerden köken alan EST-SSR 

markörleri, SCARs (“Sequence Characterized Amplified Regions”-Dizisi 

Karakterize EdilmiĢ ÇoğaltılmıĢ Bölgeler), CAPS (“Cleaved Amplified Polymorphic 

Sequence”-ÇoğaltılmıĢ KesilmiĢ Polimorfik Dizi), SSR (“Simple Sequence Repeat”-

Basit Dizi Tekrarı, Mikrosatellit) ve ISSR (“Inter Simple Sequence Repeat”-Basit 

Dizi Tekrarları Arası Bölgeler) markörleri en önemli markör çeĢitleridir (Semagn ve 

ark., 2006).   

       Son yıllarda yapılan araĢtırmalar sırasında tercih edilen, hızlı ve pratik sonuç 

elde etmeye yarayan ve polimeraz zincir reaksiyonuna dayalı moleküler 

markörlerden biri olan RAPD markörü, sarı pas hastalığına dayanıklı genotiplerin 

seçimini sağlamak amacıyla bu tez çalıĢmasında kullanılmıĢtır. 

 

       RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”- Rastgele ÇoğaltılmıĢ 

Polimorfik DNA) Tekniği ve Yapılan ÇalıĢmalar 

       RAPD (“Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA, Randomly Amplified 

Polimorphic DNAs”) ilk defa 1990‟da rastgele seçilmiĢ primerlerin kullanıldığı ve 

Polimeraz Zincir Reksiyonu‟ nu (PZR) temel alan bir teknik olarak ortaya çıkmıĢtır 

(Williams ve ark., 1990).  Aynı yıllarda bu teknik, diğer bir çalıĢma grubu tarafından 

uygulanmıĢ ve AP-PZR (“Rastgele DüzenlenmiĢ PZR, Arbitrarily Primed PZR”) 

olarak isimlendirmiĢtir.  1991 tarihinde ise bu metot ile aynı temele dayanan fakat 

farklı olarak 10 nükleotitten daha kısa primerlerle daha kompleks DNA parmak izi 

profili elde edilen DAF (“DNA Parmakizi Çoğaltımı, DNA Amplification 

Fingerprinting”) olarak isimlendirilen diğer benzer bir metot yayınlanmıĢtır (Öz 

Aydın ve ark., 2004).    

       RAPD yönteminde amaç, dizi bilgisi olmayan türlerden DNA parçalarının 

çoğaltılmasıdır.  Rasgele primerler ile nükleik asitlerin çoğaltımında,  primerler arası 

etkileĢim ve enzim ile bağlanma bölgelerinin uygunluğu esas alınır.  Hedeflenen dizi 

bilgisi olmadan istenen DNA ` nın çoğaltımı için genellikle 30°C - 46°C  düĢük 

bağlanma sıcaklığında 10 bp`lik tek bir rasgele oligonükleotid primerin kullanılması 

yeterlidir.  Elde edilen PZR ürünleri %1.5 - 2.0‟lik etidyum bromid ile muamele 
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edilen agaroz jelde yürütülür.  Gerekli görüldüğü durumlarda ürünler, gümüĢ nitratla 

boyanan poliakrilamid jel gibi farklı yöntemlerden yararlanılarak yürütülebilir 

(Hollingsworth ve ark., 1998).  Agaroz jel elektroforezinin kolay ve az maliyetli 

olması RAPD markörlerini daha kullanıĢlı hale getirmiĢtir.  RAPD fragmentleri, tek 

lokusun çoğaltımından meydana gelir.  OluĢan polimorfizm bantın olup olmamasına 

ve bantların parlaklıklarının farklılıklarına göre iki Ģekilde ortaya çıkar (Devos ve 

ark., 1992; Semagn ve ark., 2006) (ġekil.II.8).    
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ġekil II.8. RAPD tekniğinin Ģematik gösterimi. 

 

       Genel olarak RAPD tekniğinin en büyük avantajı, ilgilenilen taksonun genleriyle 

ilgili herhangi bir ön bilgi gerektirmemesidir (BaĢıbüyük ve ark., 2000).  Çoğaltmada 

tüm organizmalar için özgün bölgelere rastgele bağlanarak çoğaltma yapan aynı 

oligonükleotid primer seti kullanılmaktadır (Welsh ve ark., 1991).  Bir primer ile, 

farklı bitkilerin genomik DNA‟ ları farklı olacağından RAPD analizi sonucunda elde 

edilen bant profili farklı olacaktır (Glick ve ark., 1998).  Bu farklılık sayesinde 

72°C‟ de 1dakika 

Zincirin Uzaması 

 
5‟  3‟ 3‟ 

5‟  
5‟  3‟ 

5‟  

72°C‟ de 10 dakika 

Son Uzamalar 

 

Ön Denatürasyon 

DNA 

Ġzolasyonu 94°C‟ de 3 dakika GENOMĠK 

DNA 

Hedef DNA 94°C‟ de 1 dakika 

Denatürasyon 

 

5‟  3‟  

3‟  5‟  

3‟ 
3‟ 

3‟ 

5‟  

3‟ 5‟  

Nükleotidler 

34/47 °C‟ de 1 dakika 

Primerlerin Bağlanması 

 

 

3‟ 

3‟ 

Sadece tek 

primer 

kullanılır 

3‟ 5‟  

3‟ 
5‟  

3‟ 5‟  

3‟ 5‟  

5‟ 

5‟  

3‟ 

3‟ 

40 döngü 



 20   

 

organizmalar karĢılaĢtırılır.  Farklı araĢtırıcılar tarafından kodominant veriler 

gerektirmeyen sistematik problemlerin çözümünde RAPD markörlerin kullanımı, 

güçlü bir Ģekilde savunulmaktadır (Halldén ve ark., 1994).   

       RAPD yönteminin RFLP ve biyokimyasal markörlere (izozimler) göre birçok 

avantajları vardır.  Bu yöntem yoğun laboratuar çalıĢmaları ve Southern transferler, 

filtre hibridizasyonları, otoradyografi gibi pahalı yöntemler gerektirmediğinden ve 

agaroz jelde görüntülenebilmesi nedeniyle ucuz ve basit olduğundan dolayı daha az 

maliyetlidir.  Çok aĢamaya ihtiyaç yoktur.  Herhangi bir genomik kütüphane 

oluĢturulmasına gerek duymaz.  RFLP analizlerinde olduğundan çok daha az 

miktarda genomik DNA‟ya ihtiyaç duyulur.  RAPD yöntemi izozimlerden farklı 

olarak genom boyunca sınırsız sayıda iĢaretleyici elde edilmesini sağlar.  Ayrıca 

türler arası ve tür içinde, RFLP ve izozimlerin sağladığından çok daha fazla 

polimorfizm belirler (Whitkus ve ark., 1994).  DNA‟ya dayalı markörlerin 

geliĢmesiyle metali tolere edebilen fenotiple ilgili DNA bölgesi tespit edilebilmekte 

ve kirliliği gidermede kullanılabilecek türler geliĢtirilebilmektedir (Clemens ve ark., 

2002; Babaoğlu  ve ark., 2004).   

       RAPD markörünün dezavantajları, tekrarlanabilirlik, dominant kalıtım ve 

homoloji olarak sayılabilir.  Birçok faktör RAPD reaksiyonlarında tekrarlanabilirliği 

etkilemektedir.  Bunlar arasında; DNA‟nın nitelik ve niceliği, PZR buffer, MgCl2 

konsantrasyonu, primer ile DNA oranı, bağlanma sıcaklığı, Taq DNA polimerazın 

kaynağı ve PZR cihazının çeĢidi sayılabilir (Wolff ve ark., 1993).  RAPD 

markörünün tekrarlanabilirliği hakkındaki endiĢe ile birlikte uygun parametrelerin 

kullanımı, birçok primerin testi, verimli DNA fragmentlerinin eldesi  (Yang ve ark., 

1993), uygun DNA polimerazın kullanımı  (Skroch ve ark., 1995) ve uygun DNA 

ekstrasyon protokolünün seçimine olanak sağlar (Micheli ve ark., 1994).  Yalancı 

pozitiflik veya negatifliğin tekrarlanması, genetik çeĢitlilik ve haritalama 

çalıĢmalarını içeren birçok önemli çalıĢmada RAPD tekniğinin güvenilirliğini azaltır 

(Rabouam ve ark., 1999).  Örnekler arasındaki RAPD fragmentlerinin 

karĢılaĢtırılması, homolog lokuslara yerleĢmiĢ yürüyen bantların varsayımı ile baĢlar.  

Ayrıca elektroforetik çözüme dayalı çalıĢmalara göre eĢ uzunluktaki homolog bantlar 

özellikle poliploid türlerde yeterli derecede doğru olmayabilir.  Örneğin eĢ uzunlukta 

olan  bazı RAPD bantları homolog olmayabilir (Pillay ve Kenny, 1995).  Bu aĢamada 

gümüĢ boyama ve poliakrilamid jel kullanılarak oluĢan fragmentlerin büyüklüklerine 

tam olarak karar verilir (Huff ve ark., 1993).  RAPD markörünün diğer dezavantajı, 
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dominant karakterlere göre ayrılmıĢ allellerin büyüklüğüdür.  Bu teknik, heterozigot 

bireylerden homozigot dominantların ayırt edilmesini engeller.  RAPD tekniği, 

heterozigot allellerden veya homozigot dominantlardan fragment elde etmeyi sağlar.  

Homozigot resesif allellerden fragment elde edilmez.  Çünkü çoğaltım her iki 

allelede zarar verir (Semagn ve ark., 2006).   

       Bunun yanında, RAPD yönteminin güvenilirliğini ve tekrarlanabilirliğine etki 

eden farklı çoğaltma değiĢkenleri vardır.  En önemli değiĢkenlerden bazıları hedef 

DNA, MgCl2 konsantrasyonu, Taq DNA polimeraz konsantrasyonu, primer 

konsantrasyonu, dNTP  konsantrasyonu, primer karıĢımları olarak sayılabilir (Öz 

Aydın ve ark., 2004).  RAPD markörü, dominant olmasından dolayı 

heterozigotlardan homozigotları ayırt edemez.  Bu da marköre dayalı seçilim (MAS), 

genetik haritalama ve genetik populasyon analizlerinde RAPD markörünün 

kullanılabilirliğini ve güvenilebilirliğini azaltır (Semagn ve ark., 2006). 

       RAPD markör sistemi avantajları nedeniyle prokaryotik ve ökaryotik türler gibi 

pek çok farklı yapının genotipinin belirlenmesi, genom yapısının araĢtırılması, çeĢitli 

taksonomik çalıĢmalar, evrimsel sorunlar, populasyon biyolojisi, ırk ve ebeveyn 

belirlenmesinde, genetik varyasyonun belirlenmesi, bağlantı haritalarının 

oluĢturulması, özgün bir gen lokusunun belirlenmesi, adli tıp, klinikal teĢhis, prenatal 

tanı, salgınlar ve ekoloji alanlarında yoğun bir Ģekilde kullanılmaktadır.   

       Bunlardan baĢka bitki türlerinin genetik akrabalıklarının belirlenmesi, sistematik 

tür problemlerinin çözümlenmesi, hibritlerin belirlenmesi, populasyonlar arası ve 

populasyon içi genetik çeĢitliliğin belirlenmesi gibi durumlarda da kullanılmaktadır.  

DeğiĢik familyalara ait ve farklı özelliklere sahip bir çok bitki türünün genetik 

akrabalığının ve türlerinin belirlenmesi amacıyla yapılan bir çok baĢarılı RAPD 

çalıĢması vardır.  Örneğin Labiatae familyasına ait farklı Mentha türlerinin, türler 

arası farklılıklarını belirlemek için RAPD tekniğinin uygun olduğu ve türlerin bu 

teknikle açıkça belirlenebildiği açıklanmıĢtır (Khanuja ve ark., 2000).   

       Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda türlerin genetik akrabalığını belirlemek ve 

bağlantı haritalarını oluĢturmak için RAPD markörleri ile RFLP markörleri birlikte 

kullanılmıĢtır (Nocelli ve ark., 1999).  Diğer bazı çalıĢmalarda da RAPD, 

Mikrosatellit, CAPS, SCAR ve AFLP teknikleri birlikte kullanılarak amaçlar 

doğrultusunda daha kesin sonuçlara ulaĢılmaya çalıĢılmıĢtır (Laroche ve ark., 2000).  

Bazı çalıĢmalarda RAPD ve diğer PZR temelli çalıĢmalar ile morfolojik ve kimyasal 

karakterlerin analizleri değiĢik amaçlar için birlikte değerlendirilmektedir.   
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       Persson ve arkadaĢları Vaccinium vitisideae L.  türünde yaptıkları çalıĢmada 

RAPD ve yaprak Ģekil analizleriyle türün genetik çeĢitliliği ve klonun büyüklüğü 

ortaya çıkarılmıĢtır (Persson ve ark., 2001).  Siyah Meksika tatlı mısır 

populasyonunda kromozom çalıĢmalarıyla gösterilen B kromozomları, RAPD tekniği 

ile elde edilen polimorfik bantlar sayesinde de belirlenmiĢtir (Gourmet ve ark., 

1996).  Bir diğer çalıĢmada bazı bitkilerinin RAPD analizleri ile uçucu yağlarının 

değiĢkenlikleri karĢılaĢtırılmıĢtır.  RAPD analizi ile bitki türlerinin genetik 

farklılıkları belirlenmiĢtir.  Bu sonuçlarla bir türe ait olduğu düĢünülen iki farklı 

soydan bir tanesinin aslında farklı bir tür olduğuna karar verilmiĢtir (Kohjyouma ve 

ark., 1997).  Allium cepa bitkisinde seksüel ve aseksüel formlar arasındaki genetik 

iliĢkinin belirlenmesinde RAPD markörü ve morfolojik özellikler yine birlikte 

kullanılmıĢtır (D‟Ennequin ve ark., 1997).  Diğer bir çalıĢmada RAPD markörü ile 

Dendroseris (Asteraceae) türleri arasındaki çeĢitlilik belirlenmiĢtir.  Türkiye Satureja 

cinsine (Labiatae) ait bazı türler sistematik problemler içermektedir.  Bu sistematik 

problemlerin çözümünde RAPD tekniği kullanılmıĢtır (Öz Aydın ve ark., 2004). 

       RAPD markörleri birçok tahıl içeren ürünlerde ümit verici sonuçlar 

göstermektedir (Devos ve Gale, 1992).  Bunlar, kültürler, alt kültürler ve türler 

arasındaki filogenetik akrabalıkları belirlemede, popülasyon ve türlerde genetik 

varyasyonun değerlendirilmesinde, kültürlerin tanımlanması ve sınıflandırılmasında, 

gen etiketlendirilmesini ve genetik bağlantı haritalarının yapımını içeren bir çok 

amaçta kullanılmaktadır.  Bu uygulamalar türe spesifik markörlerin geliĢimine, 

buğdayda kromozama spesifik ve genoma spesifik markörlerin geliĢimine imkan 

sağlamaktadır.  Ayrıca RAPD tekniği, bitki geliĢtirme programları sırasında ayrılan  

popülasyonlarda ekonomik önemi olan özelliklerin değiĢimi amacıyla istenen 

genotipin seçimi ve belirlenmesi amacıyla moleküler markörlerin geliĢimini sağlar 

(Göçmen ve ark., 2003). 

       Markör geliĢimi ve ekmeklik buğdayın ekonomik açıdan önem taĢıyan bazı 

özelliklerinin QTL analizleri ile ortaya konması amacıyla yapılan Kunduru 1149 ve 

Cham-1 ekmeklik buğday çaprazlaması çalıĢmasında, 150 bç‟lik bant oluĢmuĢ ve 

RAPD markörleri geliĢtirilmiĢtir.  Bu çaprazlamanın diĢi materyali Kunduru 1149; 

soğuğa karĢı dayanıklı, sarı pasa  karĢı duyarlı, yüksek derecede kaliteli, ürün verme 

açısından düĢük özellikte bir  buğday çeĢididir.  Çaprazlamanın erkek materyali 

Cham-1; soğuğa karĢı duyarlı, sarı pasa karĢı dayanıklı, kalitesi düĢük, yüksek ürün 

verme kapasitesine sahip bir buğday çeĢididir.  Kullanılan 284 RAPD primeri melez 
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DNA‟lar ile taranmıĢtır.  Sonuçta 83 primerin en az bir polimorfik lokusa sahip 

olduğu görülmüĢtür.  Böylece bu çalıĢmada ekmeklik buğday için polimorfik bir 

RAPD primerinin bulunma sıklığı %29.23 tür.  Bu çalıĢmada RAPD markörlerinin, 

ucuz, basit ve hızlı olmasının yanı sıra tahıl türleri için en kullanıĢlı moleküler 

markör çeĢidi olduğu kanıtlanmıĢtır.  Deneyler sırasında RAPD markörlerinin 

verimliliğinin az olması ve DNA hazırlıkları arasındaki RAPD verimsizliği bu 

teknikte karĢılaĢılan en büyük problemdir.  Ekmeklik buğdayın F6 popülâsyonunun  

genotipleri için yüksek bir tekrarlanılabilir özelliğinde ve güvenilir bir yol izlenmiĢtir 

(Göçmen ve ark., 2003).   

       Motavei ve arkadaĢları (2007), 14 adet buğday çeĢidinde RAPD ve ISSR 

markörler ile genetik tanımlama çalıĢmaları yapmıĢladır.   Her iki markör çeĢidinde 

de yüksek polimorfizm görülmüĢ, RAPD analizlerinde 42 adet banttan 31 adedi 

(%71) polimorfik iken; ISSR analizlerinde 28 adet allelden 19 adedi (%67.8) 

polimorfik bulunmuĢtur.  Sonuçta 2 buğday varyetesinin (“Yecora Rojo” ve “West 

Bread”) çaprazlanmasıyla elde edilen buğday hatları (L3, L4, L5, L10, L11 ve L12) 

sıcaklık dayanıklılığı ve duyarlılığına göre iki farklı kümeye ayrılmıĢtır. 

       Kullanımının kolay olması, hızlı, ucuz ve pratik bir yöntem olmasından dolayı 

RAPD tekniği yıllardan beri birçok çalıĢmada kullanılmıĢtır.   

       Genetik çeĢitliliği belirlemek amaçlı pek çok çalıĢmada RAPD analizleri 

kullanılmıĢtır.  Bernard ve arkadaĢlarının (1997) çalıĢmasında; Türkiye, Ġran ve Ġsrail 

orjinli toplam 88 yabani arpa (Hordeum spontaneum) genotipinde genetik çeĢitlilik 

araĢtırmıĢlardır.  Kullanılan 33 RAPD primerinin 22‟sinin skorlanabilir bant 

üretebildiğini, primer baĢına 1 ile 11 arasında polimorfik bant düĢtüğünü ve 

incelenen 88 genotipten sadece 4 adedinin DNA parmak izi bakımından birbirine 

benzediğini, toplam genetik çeĢitliliğin populasyon içinde % 75, populasyonlar 

arasında ise % 25 olarak bulunduğunu rapor etmiĢlerdir.   

       Cao ve ark.  (1998), 10 RAPD primeri kullanılarak 69 T.  spelta ve 32 T.  macha 

buğday türlerinde türler arası ve tür içi genetik çeĢitliliği belirleyip, Jaccard genetik 

benzerlik katsayısını hesapladıklarını, kümeleme analiz yaptıklarını, sonuçta bu iki 

türün coğrafik orjinleri ile uyumlu olarak bulunduğunu, T.  macha‟nın T.  spelta‟dan 

daha fazla genetik çeĢitliliğe sahip olduğunu bildirerek, RAPD DNA markörünün 

buğday germplasmlarının karakterizasyonunda rahatlıkla kullanılabileceğini 

bildirmiĢlerdir.   
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       Stojalowski ve Goral (2002), erkek kısır 5 triticale genotipi ile 3 triticale 

çeĢidinde 34 RAPD ve 10 ISSR primeri kullanarak genetik çeĢitliliği inceledikleri 

çalıĢmada, her iki DNA markörünün de düĢük seviyede polimorfizim gösterdiğini ve 

incelenen genotipler için genetik çeĢitliliğin düĢük olduğunu bildirmiĢlerdir.   

       Budak ve ark.  (2004), SSR, ISSR, SRAP ve RAPD DNA markörlerini 

kullanarak Buchloe dactyloides (manda otu) biyotiplerinde genetik çeĢitliliği 

araĢtırdıkları çalıĢmada; ortalama genetik benzerliğin SSR‟da 0.52, ISSR‟da 0.51, 

SRAP‟da 0.62 ve RAPD‟te 0.57 olarak bulunduğunu, kullanılan 4 farklı DNA 

markörünün karĢılaĢtırılması sonucunda RAPD ile SRAP markörleri arasında en 

yüksek korrelasyon değerinin r = 0.73 olarak saptandığını bildirerek, amaca uygun 

DNA markör seçmede kullanılacak kriterin araĢtırmanın yapılacağı alt yapıya göre 

değiĢeceğini bildirmiĢlerdir.   

       Martins-Lopes ve ark.(2007), ISSR ve RAPD DNA markörleri ile 30 Portekiz ve 

8 yabancı orjinli zeytin (Olea europaea L) çeĢitlerinde genetik çeĢitliliği belirlemek 

için yaptıkları çalıĢmada, 20 RAPD primerinin toplam 301 bant ürettiğini ve bunun 

da 262‟sinin polimorfik olduğunu, 17 ISSR primerinin ise toplam 204 bant ürettiğini 

ve bunun da 180‟inin polimorfik olduğunu, her iki DNA markörü tekniğinde de 

polimorfizm oranının benzer bulunduğunu (RAPD için % 88; ISSR için % 87), 

primer baĢına polimorfik band sayısının RAPD‟de 13.1 adet, ISSR‟da ise 10.6 

olduğunu bildirerek, hem RAPD hem de ISSR markör tekniğinin zeytin çeĢitlerini 

birbirinden ayırmada rahatlıkla kullanılabileceğini bildirmiĢlerdir. 

       Motawei ve ark.  (2007), ISSR ve RAPD DNA markörünü kullanarak 12 

ekmeklik buğday hattı ile 2 ekmeklik buğday çeĢidinde (Yecora Rojo ve West 

Bread) genetik çeĢitliliği araĢtırdıkları çalıĢmada, RAPD analizi sonucunda elde 

edilen 42 bandın 31‟inin polimorfik bulunduğunu (% 71), ISSR analizinde elde 

edilen 28 bandın 19‟unun polimorfik olarak saptandığını (% 67.8), kümeleme analizi 

sonucu ekmeklik buğday hat ve çeĢitlerinin pedigrilerine göre kümelendiğini, bu iki 

DNA markörünün amaca uygun buğday ıslahında kullanılabileceği sonucuna 

varmıĢlardır. 

       Doku kültürü Ģartlarında varyasyonların belirlenmesinde RAPD analizleri 

yaygın olarak kullanılır.  Bu teknik,  Zhao ve ark.,  tarafından mısır hatları arasındaki 

çeĢitliliği belirlemek amacıyla çalıĢılmıĢtır (Zhao ve ark., 2007).  Kuznetsova ve 

arkadaĢları, farklı mısır genotiplerinin uzun zamanlı kallus kültürlerinin 

rejenerantlarını analiz etmiĢlerdir (Kuznetsova ve ark., 2005).  Genetik farklılıkları 
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görüntülemek için, rejenerantlar hem RAPD hem de ISSR yöntemleriyle 

karĢılaĢtırılmıĢtır.   Venkatachalam ve arkadaĢları (2007), mikropropogasyon 

yapılmıĢ muzda sitokininlerin yüksek seviyedeki etkilerini ve RAPD ile ISSR 

markörlerini kullanarak bitkiciklerin genetik stabilitesini belirlenmesini 

araĢtırmıĢlardır.  MS besiyerinde yetiĢtirilen kontrol olarak kullanılan bitkiler ile 

farklı sitokinin uygulanan mikropropogasyon yapılmıĢ bitkicikler RAPD ve ISSR 

profilleri ile karĢılaĢtırılmıĢtır (Temel ve ark., 2008). 

       Mevcut sistematiğin kontrol edilmesi ve morfolojik analiz çalıĢmalarında RAPD 

analizleri kullanılabilir.  Örneğin; Cao ve arkadaĢlarının (1999) çalıĢmasında, RAPD 

tekniği ile yapılan yanlıĢ sınıflandırılmıĢ buğday örneklerinin yeniden 

sınıflandırılması amacıyla morfolojik olarak T.  macha veya T.  vavilovii ismiyle 

sınıflandırılmıĢ olan ve yanlıĢ sınıflandırıldığı Ģüphelenilen 12 genotip ile kontrol 

genotiplerini RAPD markörü 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 olduğunu tespit ettiklerini, RAPD DNA markörünün 

buğday materyalinin sınıflandırılması ve bazı türlerin belirlenmesinde rahatlıkla 

kullanılabileceğini bildirmiĢlerdir. 

       Maric ve ark.  (2004), RAPD markörünün kullanıldığı, morfolojik özellikler ve 

çeĢitlerin pedigri kayıtlarını kullanarak 14 Hırvatistan ekmeklik buğday hattı 

arasındaki genetik farklılığı belirlemek için yaptıkları araĢtırmada, test edilen 36 

RAPD primerden 14‟ünün polimorfik bulunduğunu, bunlardan 341 polimorfik bant 

ürettiğini, morfolojik analiz için 12 özelliğin kullanıldığını, RAPD markörünün 

ekmeklik buğday çeĢit ve hatları arasında yüksek polimorfizm gösterdiğini ve test 

edilen metotlar arasında istatistiki olarak önemli bir farkın olmadığını bildirmiĢlerdir. 

       Akrabalık iliĢkilerinin araĢtırıldığı çalıĢmalarda RAPD analizleri kolaylıkla 

kullanılabilir.  Örnek olarak; Fernandez ve arkadaĢlarının (2002), RAPD ve ISSR 

DNA markörleri ile farklı ülkelerden gelen 16 arpa çeĢidinin filogenetik akrabalık 

iliĢkilerini inceledikleri çalıĢmada, 10 RAPD primerinin 125, 10 ISSR primerinin ise 

228 bant ürettiğini, RAPD ve ISSR verileri kullanılarak yapılan kümeleme analizi 

sonucunda çeĢitlerin yazlık/kıĢlık ve altı sıralı/iki sıralı olarak gruplandığını 

belirterek, RAPD ve ISSR markörlerinin DNA parmak izi analizlerinde 

kullanılabilecek DNA markörleri olduğunu bildirmiĢlerdir.   
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       Akar (2002), RAPD DNA markörünü kullanarak Türkiye‟nin farklı 

bölgelerinden toplanmıĢ 10 tane makarnalık yerel çeĢidi ile 3 tane tescilli makarnalık 

buğday çeĢidi arasında genetik benzerliği araĢtırdığı çalıĢmada, 10 bazlık 15 RAPD 

primeri ile elde edilen 92 adet banttan 12‟sinin monomorfik, 80‟inin ise polimorfik 

olduğunu, yerel çeĢitler içinde genetik çeĢitliliğin tescilli çeĢitlere göre yüksek 

bulunduğunu, genetik benzerlik katsayısının 0.74 ile 0.99 arasında değiĢtiğini, 

morfolojik karakterler bakımından da yerel çeĢitlerde yüksek derecede varyasyon 

olduğunu bildirerek, incelenen yerel çeĢitlerden bazılarının makarnalık buğday 

ıslahında kullanılabileceğini bildirmiĢtir. 

       Tanyolaç (2003), ISSR ve RAPD DNA markörlerini kullanarak, Türkiye'nin 

batısından toplanmıĢ 15 yabani arpa (Hordeum spontaneıım) populasyonu arasındaki 

genetik iliĢkileri araĢtırdığı çalıĢmada, 55 RAPD ve 10 ISSR primeri kullandığını, 

her iki markörün kullanılmasıyla 55 polimorfık bant elde edildiğini, ISSR ve RAPD 

verilerine göre yapılan kümeleme analizi sonucuna göre iki farklı grubun 

saptandığını, en yakın genetik iliĢkinin (GU=0.192) ile PınarbaĢı ve Bornova 

populasyonları arasında, en uzak genetik iliĢkinin ise (GU=0.926) ile Ġçmeler ve 

Aydın populasyonları arasında bulunduğunu bildirerek, her iki dominant DNA 

markörünün Arpa‟da genetik varyasyonu saptamada etkili bir Ģekilde 

kullanılabileceğini bildirmiĢtir. 

       Genetik haritalama ve genetik uzaklık çalıĢmalarında RAPD analizleri yaygın 

olarak kullanılmaktadır.  Örneğin, Bilgin ve Korkut (2005), bazı ekmeklik buğday 

(Triticum aestivum) çeĢit ve hatlarının genetik uzaklıklarının belirlenmesi amacı ile, 

kullanılan 10 baz uzunluğundaki 10 RAPD primerinden iyi sonuç veren 5‟inin 

değerlendirmeye alındığını, primerler genelinde, genotiplerin amplifikasyon bant 

sayılarının 2-11 adet arasında değiĢtiğini, en fazla polimorfik bant sayısının T5 

primerinden elde edildiğini, ekmeklik buğday genotiplerinde en düĢük benzerlik 

oranının 0.365 ile Mv-17 ve ME-2 arasında, en yüksek genetik benzerliği de 

IBWSN-69 ve MV-17 çeĢitleri arasında 0.946 ile bulunduğunu bildirmiĢlerdir.   
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       II.4.3.3.  DNA Dizi ve Çip (Mikroarray) Teknolojisine Dayanan Moleküler  

Markörler 

       DNA Dizi ve Çip (Mikroarray) teknolojisine dayanan moleküler markörler 

arasında SNP (“Single Nucleotide Polymorphism” - Tek Nükleotit Polimorfizmi) ve 

DArT (“Diversity Array Technology” – Diversity Array Teknoloji) en önemlileridir 

(Semagn ve ark., 2006).  DNA mikroarray‟i (gen çipi, DNA çipi ya da biyoçip) cam, 

plastik veya silikon çip gibi katı bir yüzeye tutturularak sıralı bir Ģekilde (array) 

oluĢturulmuĢ, bir mikroarray‟ de onbinlerce bulunabilen mikroskobik DNA 

spotlarıdır.  Yüzeye tutturulan bu DNA segmentleri prob olarak tanımlanmıĢtır ve bu 

probların binlercesi tek bir DNA mikroarray‟inde birlikte kullanılabilmektedir 

(Ġpekdal, 2006).  Bir sıradaki alanlarda bulunan problar, birbirlerinden birer 

nükleotid farklılık göstermektedir.  Böylece belirli bir pozisyondaki nükleotid 

içeriğinin testi için, dörtlü bir alan seti (her birinde bir nükleotid farklı) 

gerekmektedir.  Genetik test için hücrelerden DNA izole edilir ve bir veya daha fazla 

restriksiyon enzimi ile kesilir.  OluĢan parçalar, floresan boya ile iĢaretlenir ve tek 

zincirli hale getirildikten sonra çipin içine pompalanır.  Probların dizileri ile tam bir 

eĢlenik yapı gösteren parçalar problarla birleĢir ve dizileri uymayanlar yıkanarak 

çipten uzaklaĢtırılır.  Bir lazer tarayıcısı çipi okur ve floresan profilini tanımlar.  

Hibridizasyonun floresan profili, çiple bağlantılı olan bilgisayar programı ile analiz 

edilir ve veriler nükleotid dizisi Ģeklinde sunulur.  Tek genlerdeki bu mutasyonların 

test edilmesine ek olarak, DNA çipleri binlerce farklı geni aynı anda taramak için de 

kullanılabilir.   

 

       II.5.  BĠTKĠLERDE EPĠGENETĠK KALITIM 

  

      DNA dizisinde herhangi bir değiĢiklik olmadan ve daha sonra ortaya çıkan, 

epigenetik değiĢiklikler, histon modifikasyonu, kromatin düzenlenmesi ve DNA 

dizilerinin metillenmesi gibi birbirine bağımlı bir dizi olayları içerir.  Bunların hepsi, 

fizyolojik ve geliĢimsel birçok “stres” etmeni tarafından uyarılır (Boyko ve ark., 

2008).   

       Bitkilerde, genetik ve epigenetik değiĢikliklere yol açan strese yanıt esnek ve 

kısa zamanlıdır (Lukens ve ark., 2007).  DNA metilasyonu kalıtımsal ve fenotipik 

varyasyonların teĢvik edilmesine ve tolerans, dayanıklılık ve koruma gibi adaptasyon 
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mekanizmalarının geliĢmesine neden olur (Shoyama ve ark., 1997; Rani ve ark., 

2000; Arnholdt-Shmitt ve ark., 2004; Comai ve ark., 2004; Qin ve ark., 2007).   

       “Epigenetik” kavramı ilk kez 1950‟lerde Conrad Waddington tarafından 

“genotipin fenotipe dönüĢmesi aĢamasındaki iĢlemler” olarak önerilmiĢtir.  

Günümüzde ise, “DNA dizi değiĢikliği olmadan mayotik ve/veya mitotik olarak 

kalıtılabilen gen ekspresyon değiĢiklikleri” olarak tanımlanmaktadır.  Epigenetik, 

özellikle canlıların geliĢim sürecinde gözlemlenen, hücre farklılaĢmaları sırasında 

ortaya çıkan gen ifadesindeki değiĢikliklerde önemli rol oynamaktadır.  Gen 

ifadesinde görülen bu değiĢiklikler, DNA‟nın farklı kromatin yapılarına 

paketlenmesiyle ortaya çıkmaktadır.  Ayrıca, DNA‟ da veya kromatindeki histon 

proteinlerine bağlı nükleotidlerin kimyasal değiĢimine bağlıdır (Gupta ve ark., 2008).  

       Epigenetik bileĢenler, farklı çevre koĢullarında türlerin uzun vadeli 

adaptasyonunda önemli bir rol oynayabilirler. Bu yüzden epigenetik belirteçler, 

yapılacak olan popülasyon çalıĢmalarında göz ardı edilmemelidirler (Lira-Medeiros 

ve ark., 2010). 

       DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları, epigenetik çalıĢmalarında en çok 

değerlendirilen durumlardır.   

       

       II.5.1. Histon Modifikasyonları 

       DNA‟nın paketlenmesinde görevli olan histon proteinlerinin bazik amino-

terminal uçları nükleozomdan çıkıntılar yapar ve bir takım posttranslasyonel 

modifikasyonlara uğrayabilir.  Histonlar üzerinde yapılan bu değiĢiklikler, 

kromatinin yapısının gevĢek ya da sıkı olma durumunu etkileyerek gen ifadesinde 

regulatör rol oynar.  Histonlardaki modifikasyonların ve DNA metilasyonunun 

birlikte çalıĢarak gen ifadesinin durumunu belirlediği ve bu Ģekilde hücrenin 

yazgısının belirlenmesinde önemli rol oynadığı kabul edilmektedir. 
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       II.5.2. DNA Metilasyonu 

       DNA metilasyonu, sitozin bazında meydana geldiği için “sitozin metilasyonu” 

olarak da isimlendirilmesinin yanında, çoğu ökaryotik genomun içinde bulunduğu 

yüksek yapılı bitkiler hakkındaki bilgiyi arttırmayı sağlayan önemli bir epigenetik 

modifikasyondur.   

      DNA metilasyonunun etkilediği gen regülasyonu ökaryotlarda son yıllarda yoğun 

olarak araĢtırılan ve ökaryotik hücrelerde görülen önemli epigenetik 

değiĢikliklerinden biridir.  Ayrıca, DNA metilasyonu insanlarda ve pek çok 

memelide bilinen tek doğal DNA modifikasyonudur ve yalnızca guanin (G) 

tarafından takip edilen sitozin (C) bazını etkiler ve böylelikle, bu organizmalarda, 

yalnızca CpG alanlarında gözlenir (Martienssen ve ark., 2001).  DNA metilasyonu 

tarafından ortaya konulan epigenetik modifikasyonlar, gen regülasyon sürecinin 

anlaĢılması ve transkripsiyonel kontrolün değerlendirilmesinde oldukça önemli hale 

gelmiĢtir. Gen nükleotid dizisinde değiĢiklik olmaksızın, gen ifadesinde kalıtılabilir 

değiĢimlerin gözlemlenmesi ve aynı genotipin nasıl olup da farklı fenotiplere yol 

açtığı epigenetik ile açıklanabilir.    

       Metilasyon aracılığıyla oluĢan DNA dizisindeki değiĢiklikler, bitkilerde 

epigenetik olarak kalıcı bir kalıtım gösterirler.  DNA metilasyonundaki değiĢiklikler, 

geri dönüĢümlü olmasına rağmen genellikle kalıcı modifikasyonlardır, kolay kolay 

tolere edilemezler. Ayrıca epigenetik modifikasyonlar, sadece bitkinin strese maruz 

kalması sırasında ortaya çıkmaz, gen anlatımındaki çok sayıdaki değiĢiklik 

sonucunda da ortaya çıkabilir ve nesiller boyunca aktarılabilir (Boyko ve ark., 2008). 

Yüksek yapılı bitki genomunda, „CpNpG‟ trinükleotid veya „CpG‟ 

dinükleotidlerinde, yaklaĢık olarak %90‟ı metillenmiĢ olan bölgedeki sitozinlerin 

%20-50‟si metillenmiĢtir.  Metilasyon farklılığı ve kalıtımsal hatlar, kardeĢler ve 

onların ebeveynleri arasında analiz edilebilir (Yong ve ark., 2008).  Aslında 

hayvanlardan çok bitkilerde gözlemlenen DNA metilasyonundaki değiĢiklikler, 

bitkinin yerleĢik olan yaĢam Ģekline uygundur (Takeda ve Paszkowski, 2006; 

Finnegan ve ark.,1998).  

       CpG bölgelerindeki DNA metilasyon hatları, bitki gametogenezi sırasında 

epigenetik kalıtımın anahtarı olarak görülmektedir.  

       Kısmen de olsa bitki geliĢiminin düzenlenmesinde DNA metilasyonunun rol 

oynadığını ifade eden çalıĢmalar mevcuttur. Bazı türlerde (domates, pirinç gibi) 

farklı organlar arasında sitozin metilasyonunda önemli farklılıklar olduğu tespit 
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edilmiĢtir. Genomik DNA metilasyon seviyeleri geliĢim evresine bağlı olarak fide 

döneminden ergin döneme doğru da artıĢ gösterir (örneğin Arabidopsis) (Downton 

ve Dickinson, 2006).   

        DNA metilasyonun temeli, DNA dizisindeki sitozin ile 5-metilsitozinin ayırt 

edilmesine dayanır (ġekil II.10).  Bu olay, spesifik DNA metil transferaz enzimi 

aracılığıyla S-adinozil methioninden metil grubunun taĢınmasını anlatmaktadır.  Yani 

DNA metillenmesi, genel kural olarak, DNMT (DNA metil transferaz)‟ler tarafından 

CpG adacıklarında ve sitozinin 5. karbonunda meydana gelir (Vanyushin, 2005; 

Hafız  ve ark., 2006) (yunus.hacettepe.edu.tr) (ġekil.II.9).  Bu tez çalıĢmasında, 

sitozin bazında görülen değiĢimler temel alınarak incelenen DNA metilasyonu 

çalıĢılmıĢtır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                ġekil II.9. DNA metilasyonunun Ģematik gösterimi. 

 

 

       Bitkilerde sitozin DNA metilasyonu CpG, CpNpG (N bazı, p ise iki baz 

arasındaki fosfodiester bağını gösterir) CG ve CNG bölgelerinde ve asimetrik 

CpHpH  bölgelerinde (H; adenin, sitozin ve timini gösterir) görülür (Dai ve ark., 

2005).  Enzim çiftiyle kesilen DNA fragmentlerinin primerle çoğaltımı sonucu 

oluĢan elektroforetik hatlardaki farklılıklar, DNA metilasyon oranının 

değerlendirilmesi için bir kriter olarak kullanılmaktadır.  Kesim ve çoğaltımdan 

sonra örneklerin elektroforezdeki farklılıkları, DNA metilasyon seviyesini belirler 

(Armstrong ve ark., 1994).  Bu amaçla, CRED-RA tekniği yardımıyla türler arası 

metilasyon seviyesi ölçülebilir.   
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       DNA metilasyon seviyesinin ölçülmesi amacıyla Arabidopsis (Cervera ve ark., 

2002), pirinç (Wang ve ark., 2004), fıçı yoncası (Medicago truncatula) (Santos ve 

ark., 2002), Pisum (Knox ve ark., 2001), pamuk (Keyte ve ark., 2006), mısır 

(Kaeppler ve ark., 1993), zeytin, hurma (Jaligot ve ark., 2000), muz (Echeverria ve 

ark., 2001), gül (Xu ve ark., 2004), Ģerbetçi otu (Peredo ve ark., 2006), arpa (Li ve 

ark., 2007), Codonopsis lanceolata (Guo ve ark., 2007) ve patates (Sharma ve ark., 

2007) gibi birçok bitki ile çalıĢılmıĢtır (Schellenbaum ve ark., 2008). 

       Metilasyonun iki ana görevi vardır: 

       - Transkripsiyonu baskılamak. 

       - Genomun güvenliğini ve yapısal bütünlüğünü sağlamak. 

       DNA metilasyonu, gen anlatımı kontrolünde, fenotipik ve fonksiyonel 

anormallikler ve evrim araĢtırmalarında önemli rollere sahiptir.  Bunun yanında, 

karsinogenez (mitoz), gen sessizleĢmesi, genomik damgalanma, kromatin 

düzenlenmesi, hastalığa karĢı koruma, DNA replikasyonun düzenlenmesi gibi farklı 

aktivitelerde de rol oynar (Chan ve ark., 2005).  Erken tanı olanağı sağlayabilmesi, 

kanserin sınıflandırılması, prognozu ve tedavisi ile ilgili olarak yol gösterici 

olabilmesi nedeniyle metilasyon, kanser araĢtırmalarında önemli bir yere sahiptir.  

DNA‟nın metilasyonu gen anlatımını kontrol eden  hücresel bir epigenetik 

programdır.  KanserleĢmenin erken evresinde metillenme paterninin değiĢiklik 

gösterdiğinin anlaĢılması kanser araĢtırmalarında önemli bir aĢama olmuĢtur.  Daha 

spesifik olarak yakın gelecekte farklı kanser türlerinde epigenetik markörler 

kullanılabilecek.  Örneğin yaygın bir kanser türü olan meme kanserinde 7 gende 

anormal epigenetik değiĢimler saptanmıĢtır.  Bu genler: SEMA6B, BIN1, VCPIP1, 

LAMC3, KCNH2, CACNG4 ve PSMF1 genleridir.  SEMA6B‟de %38, BIN1‟de 

%18, LAMC3‟de %8 oranlarında metilasyon belirlenmiĢtir.  Bu genler normal meme 

dokusunda metile durumda değildirler.  Bunlar da, DNA “çevreden etkilenir” sözünü 

doğrulamaktadır. 

       DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar tarafından gerçekleĢtirilen enzimatik 

bir modifikasyondur.  EklenmiĢ olan metil grubu baz eĢleĢmesinin kendisini 

etkilemese de metil gruplarının dıĢarı doğru çıkıntı yapması DNA-protein 

etkileĢimlerini etkileyebilir.  Ökaryotlarda DNA metiltransferazların iki farklı tipi 

tanımlanmıĢtır.  de nova metiltransferazlar (Dnmt3a ve Dnma3b), metillenmemiĢ 

DNA‟yı substrat olarak kullanır.  Dnmt1 gibi bakım yapan metiltransferazlar, 

metilasyon alanlarının replikasyonuyla oluĢan yarı metillenmiĢ DNA‟yı metiller.     
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       Dnmt1 gibi bakım yapan metiltransferazların oluĢturduğu metilasyon, kalıp 

DNA iplikçiğinin varolan metilasyon paternini yeniye sentezlenmiĢ olana kopyalar.  

Bu nedenle DNA metilasyonu kalıtlanabilir ve epigenetik bir iĢaret olarak nesiller 

boyunca mitotik ve mayotik hücre bölünmeleriyle transfer edilir. 

       En çok kullanılan izoĢimer çifti olan ve metilasyonda farklı duyarlılık gösteren 

Hpa II ve Msp I enzimlerinin her ikisi de CCGG bölgesini tanır.  Hpa II, mC/mCGG 

iç sitozini metiller ve dıĢ sitozinin yarı metillendiği bölgeleri kesmez.  Msp I, 

mC/CGG dıĢ sitozini metiller ve iç sitozinde metilenmiĢ bölgeleri keser (Magdalena 

ve ark., 2004; Bauren ve ark., 2003).  HpaII, sitozin tamamen metilenmiĢse (double-

strand) kesim yapamaz ama dıĢtaki C tamamen metillenmemiĢse (single-strand) 

kesim yapabilir.  Buna karĢılık; içteki C tamamen metillenmiĢ ya da 

metillenmemiĢse MspI kesim yapar (McClelland ve ark., 1994; Zhao ve ark., 2007; 

Schellenbaum ve ark., 2008, ġekil II.10 ve Tablo II.2).  

 

            ġekil II.10. HpaII ve MspI enzimlerinin kesim özellikleri ve kesim bölgeleri.   

(a) Eğer ikinci sitozin metilli ise (yıldızla gösterilmiĢtir) HpaII kesim yapamaz.           

(b) MspI ise ikinci sitozin metilli olsun ya da olmasın tüm CCGG bölgelerinden 

DNA‟yı keser.  Bu nedenle belirli bir dokuda, belirli bir genin metillenme durumu, o 

dokudan izole edilen DNA‟yı HpaII ve MspI ile keserek saptanabilir.    
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Tablo II.2. CRED-RA analizinde kullanılan HpaII ve MspI enzimlerinin özelliklerinin 

karĢılaĢtırılması. 

 

HpaII MspI 

Ġçteki C metilenmiĢse kesim yapamaz Ġçteki C metilenmiĢse kesim yapar 

DıĢtaki C tamamen metilenmemiĢse kesim yapar DıĢtaki C metilenmiĢse kesim yapar 

Ġç sitozini metiller DıĢ sitozini metiller 

  

       PZR öncesi restriksiyon enzimleriyle DNA‟nın kesimi, bazı bantların 

görünmemesiyle sonuçlanabilir.  Bu bantlar, enzimle kesilen bölgelerde modifiye 

edilmiĢ bant profilleridir.   Bundan sonraki incelemelerde, enzimlerle kesilen 

örneklerden çoğaltım ürünleri elde edilir.  Öncelikle MspI ile kesilen örnekte sonra 

HpaII ile kesilen örnekte bant görülür.  Böylece 5mC5mCGG veya 5mCCGG 

çeĢidindeki örnekte metillenme nedeniyle değiĢikliğe uğramıĢ CCGG bölgesinin 

varlığı kanıtlanmıĢ olur.   

       Metilasyonun varlığı veya yokluğu, HpaII ve MspI izoĢizomerik restriksiyon 

enzimlerine cevap veren metilasyon çifti ile genomik DNA‟nın kesimi sayesinde 

belirlenen polimorfizmin ortaya çıkması ile sonuçlanır (Hafız ve ark., 2006). 

       DNA‟yı oluĢturan dört bazın (A-adenin, T-timin, C-sitozin, G-guanin), 16 olası 

dinükleotid kombinasyonu (AA, AT, AC, AG, TT, TA, TC, TG, CC, CA, CT, CG, 

GG, GA, GT ve GC) bulunmaktadır.  Dinükleotidler bazen NpN olarak gösterilir.  

Burada N bazı, p ise iki baz arasındaki fosfodiester bağını temsil etmektedir 

(örneğin; CpG Sitozin fosfo Guanin anlamındadır).  Yani, bir DNA sekansında 

herhangi bir dinükleotidin bulunma olasılığı 1/16 ya da ~ %6‟dır.  Buna karĢın 

insanlarda CpG dinükleotidi sıklığının ölçüsü çok azdır, buna CG baskılanması 

denmektedir.  CG baskılanması, sitozin metilasyonunun kullanıldığı bütün 

genomlarda karakteristiktir.  Bu olay, insan genomunun baĢından sonuna kadar 300-

3000 bç uzunluğundaki küçük alanlar haricinde, çok belirgindir.  Bu alandaki 

CpG‟lerin sıklığı ya beklenilen değerdedir ya da beklenilenden daha fazladır.  

Genomun %1 kadarında bulunan bu alanlara CpG adacıkları denilir.  CpG adalarının, 

CG baskılanması olayından evrim süresince kaçabilmesinin nedeni; tipik Ģekilde 

metillenmemeleri ve mutasyon baskısına uğramamalarıdır.  CpG adaları, ifade olan 

genlerin 5‟bölgesinde bulunur ve insan promotorlarının % 60‟ından fazlası bu CpG 

adalarını içermektedir.  Buna karĢın, pek çok CpG adaları genlerin promotorlarında 
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bulunmamaktadır ve bunların önemi açıklığa kavuĢturulamamıĢtır.  Burada en 

önemli alanlar, promotorlardaki CpG adalarıdır.  Çünkü metillendikleri zaman gen 

sürekli sessiz hale gelir ve bu sessizlik mitoz bölünmeler boyunca aktarılır.  Bu 

sebeple, epigenetiği CpG adacıklarının metilasyonunun temsil ettiği düĢünülür. 

 

       II.5.3.  DNA Metilasyonunun Değerlendirilmesinde Kullanılan Yöntemler 

       Genlerin metilasyon derecelerinin ölçülmesinde çok çeĢitli yöntemler 

kullanılmaktadır (yunus.hacettepe.edu.tr).  Bunlardan bazıları;  

(1)     Southern Blot Analizi,  

(2) Metilasyona Duyarlı Çoğaltım Polimorfizmi (MSAP),  

(3) DNA‟nın sodyum bisülfat ya da metabisülfat ile kimyasal olarak 

modifikasyonu (COBRA),  

(4) DNA‟nın metilasyona duyarlı bir restriksiyon endonükleaz ile kesilmesi 

(CRED-RA). 

Biz tez çalıĢmamızda, sarı pas hastalığına dayanıklı ve duyarlı anaçlar 

(PI178383, Harmankaya99, Ġzgi01, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98) ile birlikte göz 

önünde tutulan kombinasyonların (PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14, 

Sönmez2001 x Aytın98) metilasyona farklı duyarlılık gösteren (HpaII ve MspI) 

izoĢimer çifti ile muamele edildiği CRED-RA tekniğini kullandık.   

 

1. Southern Blot Analizi:  

       Southern blot, DNA metilasyon analizinde en sık kullanılan yöntemdir.  Bu 

yöntemde; genomik DNA, aynı dizilim için spesifik olan metilasyona duyarlı ve 

duyarsız endonükleazlarla kesilir (HpaII ve MspI).  Kesilen fragmentler agaroz jelde 

ayırıldıktan sonra membrana trasfer edilir ve hedef DNA dizisi için spesifik olan bir 

probla hibridize edilir.  Otoradyografi yöntemi ile  tahmin edilen büyüklükteki 

bantların varlığı belirlenir.  Gereken DNA miktarının örnek baĢına 5-10 µg olması ve 

tamamlanmamıĢ enzim kesiminin sonuçları etkilemesi bu yöntemin 

dezavantajlarıdır. 

 

       2. MSAP (“Methylation-Sensitive Amplified Polymorphism-Metilasyona 

Duyarlı Çoğaltım Polimorfizmi”) 

       MSAP, AFLP tekniği dediğimiz standart çoğaltılmıĢ parça uzunluk 

polimorfizminin değiĢtirilmiĢ versiyonudur.   
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       Bu teknikte, aynı kesim bölgelerini (50-CCGG)  tanımlayan ama sitozin 

metilasyonuna farklı duyarlılık gösteren izoĢimer çifti olan MspI  ve HpaII enzimleri 

kullanılır.  Ayrıca her bir DNA örneğinin,  EcoRI + HpaII ve EcoRI + MspI 

kesimiyle oluĢan spesifik fragmentlerin farklılığı dikkate alınır (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 yöntemlerle fragmentler analiz edilir.  Bu tekniğin en 

büyük sınırlaması, enzim kesiminin tamamlanmak zorunda olması ve hedef bölgede 

pek çok CpG alanının olması durumunda bazıları metilenmiĢ bazıları metillenmemiĢ 

sonuçların yetersiz olmasıdır. 

 

       3. COBRA (“Combined Bisülphite Restriction Analysis- KarıĢık Bisülfit 

Restriksiyon Analizi”) 

       Bisülfüt metodu, 5-metilsitozin içeren DNA dizisinde, genlerin metilasyon 

derecelerini analiz etmek için yeni tekniklerin geliĢtirilmesine olanak sağlar (Clark 

ve ark, 1994).  Bu yöntem, sodyum bisülfit yardımıyla tek iplikli DNA‟ daki bütün 

sitozinlerin urasile deamine edilmesi temeline dayanır.  Bu sırada 5-MC (5-

metilsitozin) değiĢmeden kalır (Hayatsu ve ark., 1970).  Daha sonra bu modifiye 

edilmiĢ DNA, uygun primer seti kullanılarak PZR ile amplifiye edilir.  Bu 

çoğaltımda, değiĢtirilmiĢ sitozin olan urasiller timin olarak çoğaltılır, sadece 5-

MC‟ler sitozin olarak kalır.  ÇoğaltılmıĢ fragmentlere ya direkt ya da her bir 

molekülün klonlanmasından sonra dizi analizi yapılabilir. 

 

       4. CRED-RA (“Coupled Restriction Enzyme Digestion-Random 

Amplification”-Çift Restriksiyon Enzim Kesimi-Rastgele Çoğaltım”) 

       CRED-RA (“Coupled  Restriction Enzyme Digestion-Random Amplification”-

Çift restriksiyon enzim kesimi - rastgele çoğaltım), epigenetik varyasyonların sebep 

olduğu DNA metilasyonunu belirlemede kullanılan bir metottur (Cai ve ark., 1996).  

Bu yöntemde, HpaII ve MspI gibi metilasyona duyarlı enzimler ile DNA kesiminden 

sonrasında genotipler arasındaki metilasyon değiĢimleri belirlenir (Levanic ve ark., 

2004; Prakash ve ark., 1997).   
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       Ayrıca bu teknik, metilasyona farklı hasassiyet gösteren izoĢimer çiftlerinin her 

biri tarafından kesilen DNA fragmentleri arasındaki karĢılaĢtırmaya ve  seçici PZR‟a 

dayalıdır (Lopez ve ark., 1997).   

       Farklı kesim enzimlerinin yarattığı sonuçların değerlendirilmesinde çeĢitli 

ifadeler kullanılmıĢtır.  DNA metilasyonuna bağlı değerlendirmeler; polimorfik, non-

polimorfik ve epigenetik markör olmak üzere üç Ģekilde ele alınabilir (Takata ve 

ark., 2005; Keyte ve ark., 2006).  Genotip bazında ele alındığında MspI enzim kesimi 

sonucunda bir bant profili elde edilip HpaII enzim kesimi sonucunda ise herhangi bir 

bant profilinin elde edilemediği durumlar “metillenmiĢ” olarak ifade edilir.  

Genotipte her iki enzim kesimi sonucunda da bir bant elde edilmesi durumu ise 

“metillenmemiĢ” olarak ifade edilir.  Genotipler arasında (ikili kombinasyonlarda) 

metilasyon bölgelerinden doğan farklılıklar (HpaII ve MspI enzim kesimlerine bağlı 

olarak) polimorfik, non-polimorfik ve epigenetik markör olarak değerlendirilir. 

(ġekil.II.11).    
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ġekil II.11. DNA metilasyon polimorfizminin değerlendirilmesinde yararlanılan ifadeler (Keyte ve 

ark., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

Genotip I Genotip II 

Msp I Hpa II Msp I Hpa II 

MetillenmiĢ 

MetillenmemiĢ 

Epi-markör 

Metilasyon Polimorfizmi 

 

Farklı Metilasyon Polimorfizm ÇeĢitleri 

MetillenmiĢ Bölgeler MetillenmemiĢ Bölgeler 

Polimorfik Non-Polimorfik Epigenetik Markör 
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       DNA metilasyon polimorfizmi, dokulara göre farklılık göstermektedir.  Örneğin; 

Levanic ve arkadaĢları (2004) tarafından yapılan çalıĢmada, CRED-RA tekniği 

kullanılarak 3 embriyonik kabak çeĢidinde doku kültürü yöntemlerinin teĢvik ettiği 

stres gözlemlenmiĢtir.  Sonuçta, DNA metilasyonunun en fazla erken embriyo 

safhasında olduğu, embriyogenezin baĢlamasıyla sitozin metilasyonunun seviyesinin 

arttığı görülmüĢtür. 

       DNA metilasyon polimorfizmi, inhibitörler tarafından baskılanır.  Örnek olarak; 

Prakash ve arkadaĢları (2003) tarafından yapılan çalıĢmada, 5-azacytidine ve 5-aza-

2¢-deoxycytidine gibi DNA metilleme inhibitörleri kullanılarak Petunia yaprak 

explantlarında ve CCGG ve CGCG dizilerinde sitozin metillenmeleri incelenmiĢtir.  

Sonuçta, HpaII ve MspI enzimleri ile kesim sonrası çoğaltım sonucunda MADS-box 

ve CDC48 genlerinde oluĢan sitozin metilasyonunun, inhibitörler sayesinde azaldığı 

görülmüĢtür.   

       DNA metilasyon polimorfizmi, generasyon farklılığını belirlemek amacıyla 

kullanılabilir.  Örneğin; Xiong ve arkadaĢları (1999) tarafından yapılan çalıĢmada, 

pirinç kültürleri ve onların F1 hibritleri arasındaki kalıtsal metillenme farklılıkları 

incelenmiĢtir.  Pirinç kültürleri arasında ve düĢük kopya dizilerinin dördünde 

gözlenen metilasyon, pirinçte kültürler arası genetik varyasyona katkı sağladığı 

görülmüĢtür. 

       Bazı buğday türlerinde düĢük kopyalı ve tekrarlı DNA‟ yı etkileyen değiĢimler 

gözlemlenmiĢtir.  Örneğin; allotetraploidi gösteren buğdaylarda epigenetik açıdan 

yeniden programlama görülmektedir.  Poliploididen sorumlu genetik ve epigenetik  

mekanizmalar incelendiğinde, buğday ve bazı türlerin genom duplikasyonu ile iliĢkili 

benzer ve farklı mekanizmalara sahip olduğu görülmüĢtür. Örnek olarak, buğday gibi 

pamuk da genomik homeostaz göstermekte fakat epigenetik açıdan yeniden 

programlanma görülmemektedir (Adams ve Wendel, 2004).     

Kallusun genetik ve epigenetik stabilitesi, sırasıyla RAPD ve CRED-RA 

teknikleri ile araĢtırılmıĢtır.  Bu amaçla, arpanın (Hordeum vulgare cv. Zafer-160) 

olgun embriyoları, MS besiyerinde 24 hafta kültüre alınmıĢtır.  RAPD analizleri 

yardımıyla test edilen 20 primerin 16 tanesi ile 103 çoğaltım ürünü elde edilmiĢtir.  

Bunlardan 24 adedi olgun embriyoya spesifik, 54 adedi kallusa spesifik ve 25 tanesi 

her iki doku çeĢidinde de görülür.  RAPD analizleri sırasında en iyi çoğaltım ürünü 

veren 3 primer, CRED-RA analizlerinde de kullanılmıĢtır ve 17 çoğaltım ürünü elde 

edilmiĢtir.  Bunlardan 8 tanesi farklı çoğaltım ürünleridir.   
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Buna göre, kültür Ģartları, genetik farklılıklara neden olur ve üstelik sitozin 

metilasyon değiĢikliklerine bir kanıttır.   
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BÖLÜM III 

     TEZ ÇALIġMALARI 

       Bu tez çalıĢmasının deneysel kısmı, TÜBĠTAK, Marmara AraĢtırma Merkezi, 

Gen Mühendisliği ve Biyoteknoloji Enstitüsü, Bitki Biyoteknolojisi laboratuarının 

imkânlarından yararlanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

       III.1.  BĠTKĠ MATERYALĠ 

        Bu çalıĢmada, sarı pas hastalığına karĢı (Puccinia striformis f.  sp.  tritici) 

dayanıklı ve duyarlı buğday çeĢitlerinin araĢtırılması için dayanıklı çeĢit olarak, 

Anadolu Tarımsal AraĢtırma Enstitüsü (ATAE) tarafından geliĢtirilen Ġzgi01, 

Sönmez2001 ve yerel bir çeĢit olan PI178383 ile duyarlı çeĢit olarak Aytın98, ES14 

ve Harmankaya99 olmak üzere 6 adet kıĢlık ekmeklik buğday (Triticum aestivum L.) 

kullanılmıĢtır (Tablo III.1.  ve devamı).  Bu çeĢitler, TÜBĠTAK Gen Mühendisliği ve 

Biyoteknoloji Enstitüsü serasında yetiĢtirilmiĢtir.   

       Triticum aestivum ssp.  aestivum olarak bilinen ekmeklik buğday, tetraploid 

Triticum turgidum (AABB) buğdayının Aegilops tauschii (D) ile hibridizasyonu 

sonucu meydana gelen AABBDD genoma sahip hekzaploid bir türdürdür ve 

sistematikteki yeri aĢağıda olduğu gibidir (ġekil III.1.). 

 

             

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

ġekil III.1. Buğday (Triticum spp.) bitkisi (http://www.apsnet.org). 

 

 

Alem  : Plantae 

ġube  : Angiospermeae 

Sınıf  : Monocotyledoneae 

Takım  : Poales 

Familya : Graminea 

Alt familya : Pooideae 

Cins  : Triticum 

Tür  : Triticum aestivum L. 

 

 

http://www.apsnet.org/
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Tablo III.1.  ÇalıĢmada kullanılan buğday genotipleri. 

 

 

 

 

     
 

                                  ÇEŞİTLER 
 

 

G
E

N
E

L
 

Ö
Z

E
L

L
ĠK

L
E

R
 

 

 
PI178383 

 

 
Harmankaya99 

 

 
     Ġzgi2001 

Kılçık Kılçıklı Kılçıklı 

 

Kılçıklı 

 

BaĢak Rengi Kahverengi Beyaz 

 

Beyaz 

 

Dane rengi Beyaz Kırmızı 

 

Beyaz 

 

Boy (cm) Orta 85-95 

 

95-105 

 

KıĢa 

Dayanıklılığı 
Ġyi Ġyi 

 

Ġyi 

 

KardeĢlenme 

Derecesi 
                    _                   Orta       

             

            Orta –yüksek 

 

Yatma Dayanıklı Dayanıklı 

 

Dayanıklı 

 

Erkencilik Orta Erkenci Orta Erkenci 

 

Erkenci 

 

Ekmeklik 

Kalitesi 
_ Ġyi 

 

Orta 

 

Bintane Ağırlığı 

(g) 
_ 38-44g 

 

34-35g 

 

Hektolitre 

Ağırlığı (kg) 
_ 79-83 

 

79–81 

 

Sedimantasyon 

Değeri (ml) 
_ 13-16 30–40 

Protein Oranı 

(%) 
_ 12-14 

 

Orta 

 

Hastalık ve 

Zararlı 

TMBMV, sarı pas ve kara 

pasa dayanıklı, kahverengi     

pasa ise duyarlı bir çeĢittir. 

Sürmeye dayanıklı, rastık 

ve paslara karĢı orta duyarlıdır. 

      Sarı pas, sürme ve rastığa                                                                        

da  dayanıklı. 
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Tablo III.1’in devamı. ÇalıĢmada kullanılan buğday çeĢitleri ve genel özellikleri. 

 

 

 

    

 

ÇEŞİTLER 
 

 

G
E
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E

L
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Z

E
L

L
ĠL

E
R

 

 
ES14 

 
Sönmez2001 

 
Aytın98 

Kılçık 

 

Kılçıklı 

 

Kılçıksız Kılçıklı 

BaĢak Rengi Kahverengi Beyaz 

 

Kahverengi 

 

Dane rengi Beyaz Kırmızı 

 

Beyaz 

 

Boy (cm) 90–95 100-110 

 

100-105 

 

KıĢa 

Dayanıklılığı 
Ġyi Ġyi 

 

Ġyi 

 

KardeĢlenme 

Derecesi 
 Orta 

 

Orta-yüksek 

 

Yatma  Dayanıklı 

 

Dayanıklı 

 

Erkencilik  Erkenci 

 

Orta Erkenci 

 

Ekmeklik 

Kalitesi 
Orta  

 

 
 

Bintane Ağırlığı 

(g) 
32 g 38-44 g 32-34 g 

Hektolitre 

Ağırlığı (kg) 
 80-84 

 

78-79 

 

Sedimantasyon 

Değeri (ml) 
 14-16 

 

35-45 

 

Protein Oranı 

(%) 
12 12-14 13-14 

Hastalık ve 

Zararlı 

          TMBM, rastık, sürme ve 

kahverengi pasa dayanıklı                  

olan çeĢit, sarı pas ve kara 

pasa duyarlıdır. 

Sarı pasa, kahverengi pas, 

S          sürme ve rastığa dayanıklıdır. 

 

Kahverengi pasa 

 ve rastığa dayanıklı. 
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       III.2.  DNA ĠZOLASYONU 

       Bu çalıĢmada genomik DNA izolasyonu için buğday bitkisinin yaprakları 

kullanılarak  Song ve Henry (1995) tarafından modifiye edilen, Weining ve 

Landridge (1991) miniprep DNA izolasyonu metodu kullanılmıĢtır.   PI178383, 

Harmankaya99, Ġzgi2001, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98 anaç genotiplerine ait 

yaprak örnekleri sıvı azotta (-196
o
C) donduruldu ve izolasyon yapılıncaya kadar        

-80
o
C‟de saklamaya alınmıĢtır.   DNA izolasyonu için metal bilyeler eklenen 2 ml‟lik 

steril ependorf tüplere, tartılan 0, 2 g her bir yaprak örneği alınarak homojenizatör 

cihazında (Retsh MM 301) toz haline getirilmiĢtir.  OluĢan homojenatın üzerine 600 

μl ezme tamponu (Tablo III.2) eklenerek parçalamaya devam edilmiĢtir.   

 

Tablo III.2. Genomik DNA izolasyonunda kullanılan stok çözeltiler. 

 

       Ortamdaki proteinleri uzaklaĢtırmak amacıyla üzerine 600 μl soğuk fenol 

eklenen tüpler, birkaç kere tersyüz edildikten sonra 10 dakika buzda bekletilmiĢtir ve 

13.000 rpm‟de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir.  Tüplerde oluĢan üst sıvı dikkatlice 

çökeltiden ayrılmıĢtır.   Üst faz yeni bir tüpe aktarılarak üzerine 600 μl kloroform 

eklenip iyice karıĢtırılıp tekrar 13.000 rpm‟de 10 dakika süreyle santrifüj iĢleminden 

sonra oluĢan üst sıvı yeni bir tüpe aktarılmıĢtır.  Üzerine 3 M 50 μl soğuk sodyum 

asetat  (NaAcO4) ve 1 ml soğuk saf etanol (%95‟lik EtOH) eklenen üst sıvı, yavaĢça 

bir kaç kere karıĢtırılıp DNA pelletleri görüldükten sonra -70
º
C‟de 30 dakika 

bekletilmiĢtir.   Daha sonra 13.000 rpm‟de 1 dakika süreyle santrifüj edildi.   OluĢan 

üst sıvı atılarak dipte kalan çökelti 1 ml %75‟lik soğuk saf etanol ile 2 defa 

yıkanmıĢtır.   DNA pelletinin belirginleĢtiği gözlendikten sonra üst sıvıları atılan 

tüpler filtre kağıdının üzerine ters çevrilerek kurumaya bırakılmĢtır.   Pellet 

Adı Ġçeriği Konsantrasyon Katalog No 

Ezme 

Tamponu 

N-Lauroylsarcosine sodium salt 

Tris-HCl pH 8.0 

EDTA pH 8.0 

% 2 

0.1 M 

10 mM 

Sigma – L-9150 

Sigma – T-5941 

Sigma - SIE6635 

Sodyum 

Asetat 

NaOAc pH 4.8 

(Glasiyel asetik asit ile) 
3 M Sigma – S-58750 
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kuruduktan sonra pelletin miktarına göre yaklaĢık 50 – 100 μl steril soğuk suda 

çözdürülmüĢtür.   RNA‟yı uzaklaĢtırmak amacıyla 2 μl 2U RNaz (RNase ONE 

Ribonuclease Promega - M4261) eklenen tüpler, 37
º
C‟de 40 dakika ve sonra 65

°
C‟de 

10 dakika süreyle inkübe edilmiĢtir.   Ġzole edilen DNA‟nın miktarının belirlenmesi 

ve PZR‟da kullanılacak sulandırım oranlarının hesaplanması için 1/10 oranında 

sulandırılmıĢtır ve daha sonra ND1000 spektrofotometre cihazında 260 nm 

(nanometre) dalga boyunda ölçümleri yapılmıĢtır.   Elde edilen ölçümler sonrasında, 

PZR‟de kullanmak üzere DNA miktarlarının 50 ng/µl olacak Ģekilde sulandırımları 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  Bunun için öncelikle, ND1000 spektrofotometre cihazında  

belirlenen DNA miktarları, ölçüm öncesi 1/10 oranında sulandırıldığı için 10 ile 

çarpıldı ve çıkan sonuç ile PZR‟de kullanılacak 50 ng/µl DNA sulandırımları 

hazırlanmıĢtır.   PZR için sulandırımları yapılanan genomik DNA örnekleri -20 

ºC‟de saklamaya alınmıĢtır (ġekil III.2). 
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ġekil III.2. DNA izolasyonununda izlenen aĢamalar.  

50 μl steril 

 soğuk su 

DNA belirginleĢir. 

Üst sıvı atılıp kurumaya bırakılır. 

GENOMĠK DNA 

Spektrometrede ölçüm 

 PZR için sulandırım 

 

 

370C‟de 1 saat  inkübasyon 

2 μl 2U RNaz 

Çökelti alınır. 1 ml %75‟lik saf EtOH ile yıkanır 

ve kısa santrifüj yapılır. 

 
 

Üst sıvı alınır. 3 M 50 μl NaAcO4 ve                               

1 ml saf EtOH 13.000 rpm‟de 1 dakika 

santrifüj 

 

 

Üst sıvı alınır. 600 μl kloroform   

13.000 rpm‟de 1 dakika santrifüj 

 
 

-196°C‟ de sıvı  

azota kondu 

600 μl ezme tamponu 

13.000 rpm‟de           

1 dakika santrifüj 

 
600 μl soğuk fenol 

Yaprak kesimi 

2 gr halinde 
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       III.3.  “BULK SEGREGASYON ANALĠZLERĠNDE” KULLANILACAK 

GENOMĠK DNA KARIġIMLARININ HAZIRLANMASI 

       Michelmore ve arkadaĢları tarafından 1991 yılında geliĢtirilen BSA (“Bulk 

Segregasyon Analizi”) genetik olarak açılım gösteren bir populasyonun bireylerine 

(F2 ya da F3 generasyonuna ait bitkiler) ait iki farklı DNA karıĢımı (“bulk”) arasında 

polimorfik markörlerin bulunması esasına dayanır.   

       Bulk Segregasyon Analizleri (BSA) için anaç çeĢitlerin melezlenmesi sonucu 

elde edilen F2 populasyonundan pas okuma sonuçlarına göre en dayanıklı ve en 

duyarlı genotipler seçilip ve bu genotiplerden genomik DNA izolasyonları yapılarak, 

DNA‟ların kendi aralarında eĢit olarak karıĢtırılması sonucu duyarlı ve dayanıklı F2 

DNA karıĢımları („bulk‟) oluĢturulmuĢtur ve bu karıĢımlar anaç DNA örnekleriyle 

birlikte PZR analizlerinde kullanılmıĢtır.  Sonraki aĢamalarda, PZR ürünleri agaroz 

jele yüklenip incelendiğinde dayanıklı ve duyarlı anaçlar arasında tespit edilen 

polimorfizmin varlığı yada yokluğuna göre aynı primerler kullanılarak bu anaçların 

„F2 bulk‟larına da PZR uygulanmıĢtır. 

       PI178383, Harmankaya99, Ġzgi2001, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98 anaç 

bitkileri ile PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi2001 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonlarına ait F2 bitkileri bu tez çalıĢmasında kullanılmıĢtır.  TARM‟a ait 

tarla ve seraya ekilen F2 bitkileri, sarı pas populasyonu ile inokule edildikten sonra 

yapılan pas okuma sonuçlarına göre belirlenen en dayanıklı ve en duyarlı F2 bitkileri, 

anaçlar ile beraber “bulk segregasyon” analizlerine tabi tutulmuĢtur.  Fide dönemi 

dayanıklılığı için her kombinasyona ait 30‟ar bitkinin (30 dayanıklı ve 30 duyarlı), 

ergin dönem dayanıklılığı için her kombinasyona ait 24‟er (24 dayanıklı ve 24 

duyarlı) bitki seçilmiĢtir ve bu bitkilerin yaprak dokularından genomik DNA 

izolasyonları yapılmıĢtır.  Ġzole edilen DNA‟lar NanoDrop1000 spektrofotometre 

cihazında 260 nm dalga boyunda ölçüldükten sonra her biri 50 ng/ µl olacak Ģekilde 

sulandırılmıĢtır.  Her 30‟lu ve 24‟lü bitki grubuna ait DNA‟lardan eĢit hacimde ve 

final konsantrasyonu 50 ng/µl olacak Ģekilde hazırlanan DNA karıĢımları -20 ºC‟de 

muhafaza edilmiĢtir.   Bulk segregasyon analizi için DNA karıĢımlarının hazırlanıĢı 

aĢağıdaki Ģekilde özetlenmiĢtir (ġekil III.3). 
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Fide dönemi (30 bitki) ve ergin döneme (24 bitki) ait F2 bitkilerinden genomik 

DNA izolasyonunun yapılması 

 

Ġzole edilen DNA‟ların spektrofotometrede ölçümü 

 

 

Her tüpün 50 ng/µl DNA içerecek Ģekilde sulandırılması 

 

 

                             

Her bir tüpten eĢit hacimde DNA alınarak  karıĢım tüpleri hazırlanması 

 

                                                         

                                                          

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil III.3. “Bulk Segregasyon Analizinde” kullanılacak DNA‟ nın (“bulk”) hazırlanıĢı. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bulk tüpü                    
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III.4.  SARI PAS HASTALIĞINA KARġI DAYANIKLI VE DUYARLI 

BUĞDAY ÇEġĠTLERĠ ĠLE YAPILAN RAPD ANALĠZLERĠ 

  

       III.4.1.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait  

Anaçlar ile Yapılan RAPD Analizleri 

       Sarı pas hastalığına karĢı (Puccinia striformis f.  sp.  tritici) dayanıklı ve duyarlı 

buğday türlerinin  taranması için polimeraz zincir reaksiyonuna dayalı RAPD tekniği 

(“Randomly Amplified Polymorphic DNA – Rasgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA”) 

kullanılmıĢtır.  Bu amaçla, sırasıyla Operon Teknolojileri firması (Alameda, 

California) ve British Columbia Üniversitesi (Vancouver, Canada) tarafından 

geliĢtirilen OP ve UBC serisi 50 adet RAPD primerinden faydalanılmıĢtır.  

Kullanılan primerlere ait diziler ve Ta (“annealing” sıcaklığı, primerlerin kalıp 

DNA‟ya bağlanması için gerekli sıcaklık) değerleri Tablo III.3‟de  yer almaktadır. 

 

Tablo III.3.  ÇalıĢmada kullanılan OP ve UBC Serisi RAPD  primerlerinin dizileri ve Ta değerleri. 

Primerin Adı Primer Dizisi (5‟-3‟) Ta  (
o
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 44.5 

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 GAA CGG ACT C 45 

OPC-07 GTC  CCG  ACG  A 44.5 

OPC-08 TGG  ACC  GGT  G 46 

OPC-09 CTC ACC GTC C 45 

OPC-15 GAC GGA TCA G  47 

OPC-19 GTT GCC AGC C 47 

OPD-16 AGG  GCG  TAA  G 39.5 

OPD-19 CTG  GGG  ACT  T 39.5 

OPE-08 TCA  CCA  CGG  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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       Kullanılan primerlerin kalıp DNA‟ya bağlanması için gerekli sıcaklıklarda (Ta) 

polimeraz zincir reaksiyonu gerçekleĢtirilmiĢtir.  Bu sıcaklıkların belirlenmesi için 

“Gradient-PZR” yönteminden yararlanılmıĢtır.  Gradient-PZR yönteminde, aynı çeĢit 

genomik DNA ve aynı çeĢit primerin içinde bulunduğu farklı sayıdaki tüpler 

polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmuĢtur.  Bu yöntemin en önemli özelliği, her 

tüpe etki edecek bağlanma sıcaklığının farklı olmasıdır.  Reaksiyon sonucu elde 

edilen ürünlerin agaroz jel elektroforezinde yürütülmesi sonucu reaksiyonun çalıĢtığı 

en iyi sıcaklık belirlenmiĢtir.   

 

       III.4.1.1.  PZR KoĢulları 

       PZR uygulamasında her genotip için 0, 2 ml‟lik tüplerdeki 25µl içerisinde son 

konsantrasyon; 1X Taq Buffer (MBI Fermentas, Germany), 2.5mM MgCl2 (MBI 

Fermentas, Germany), 0.2mM dNTP (MBI Fermentas, Germany), 0.625 U/µl Taq 

polimeraz, 800nmol primer ve 100 ng genomik DNA Ģeklindedir.   

       RAPD markörler için kullanılan PZR programı; baĢlangıç denatürasyonu için 

94ºC‟de 3 dakika; genomik DNA‟nın denatürasyonu için 94ºC‟de 1dakika, primerin 

DNA‟ya bağlanması için primer çiftine uygun bir sıcaklıkta (31 - 47 ºC) 1 dakika, 

zincir uzaması için 72 ºC‟de 1 dakika bekletilip 40 döngü tamamlandıktan sonra, son 

uzama için de 72 ºC‟de 10 dakika tutularak tamamlanmıĢtır (ġekil III.4).  Bu iĢlem, 

“Eppendorf Mastercycler Gradient, Biorad  ve Applied”  cihazlarında yapılmıĢtır.   
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ġekil III.4. RAPD markörler için kullanılan PZR programı. 

 

       III.4.1.2.  PZR Ürünlerinin Agaroz Jel Elektroforez Analizleri  

       RAPD primeri ile yapılan PZR sonucunda oluĢan çoğaltım ürünleri %1‟lik veya 

%2‟lik agaroz jelde  yürütülmüĢtür.  Bunun için 0.5X TBE çözeltisi kullanılarak 

hazırlanan %1‟lik veya %2‟lik agaroz, mikrodalga fırında eritilmiĢtir.  Oda 

sıcaklığına gelen jel 5 µl etidyum bromid (10mg/ml) çözeltisi eklenip karıĢtırıldıktan 

sonra yatay elektroforez kasetine dökülmüĢtür.  Elektroforez kaseti jelin polimerize 

olması için oda sıcaklığında 30 dakika bekletilmiĢtir ve 0.5XTBE tamponu içeren 

elektroforez tankına yerleĢtirilmiĢtir (Tablo III.5).  PZR ürünleri 2, 5 µl yükleme 

tamponu ile karıĢtırılarak 14-15 µl hacimde jel kuyularına yüklenmiĢtir.  PZR 

ürünlerinin boyutunu belirleyebilmek için örnekler, 100 bç‟lik (Fermentas) ve 50 

bç‟lik (Fermentas) DNA markörleri ile birlikte jele yüklenmiĢtir.  Jel PZR 

ürünlerinin kuyucuklardan çıkması amacıyla 100 Volt‟ta yaklaĢık 2 saat yürütüp UV 

ıĢık altında (Vilber Lourmat) incelenen PZR ürünlerinin, Sony UPP-110HG Type V 

High Glossy Printing Paper film üzerinde fotoğrafı çekilmiĢtir. 

 

 

72ºC‟ de 10 dakika 

  

Son Uzamalar 

  94ºC‟ de 3 dakika  

 

Taq polimeraz 

aktivasyonu 

94ºC‟ de 1 dakika 

  

Denatürasyon 

31–47ºC‟ de 1 dakika 

 

Primer Bağlanması 

72ºC‟ de 1 dakika 

  

Zincirin Uzaması 

40 Döngü 
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Tablo III.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanılan çözeltiler. 

Adı Ġçeriği Konsantrasyon Katalog No 

TBE Tamponu (10X) 

Trisma Base 

EDTA 

Borik Asit 

890 mM 

20 mM 

890 mM 

Fluka - FL93362 

Sigma - SIE6635 

Reidel - 31146 

Yükleme Tamponu 

(6X) 

Bromofenol Mavisi 

Sukroz 

% 0, 25 (w/v) 

% 40    (w/v) 

Sigma - B-8026 

Sigma – S-0389 

Etidyum Bromür Etidyum Bromür 10 mg/ml Sigma - E7637 

 

       III.4.2.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

F2 KarıĢımları ile Yapılan RAPD Analizleri 

     Kombinasyonlara ait anaçlar arasında polimorfik olarak belirlenen primerler sarı 

pas hastalığı dayanıklılık kaynağı ile genetik olarak bağlantı gösteren bir markör elde 

edilebilmesi amacıyla, bu kombinasyonalara ait genetik açılım gösteren fide ve ergin 

dönem F2 DNA karıĢımlarında da incelenerek Bulk Segregasyon Analizleri‟ne tabi 

tutulmuĢtur.  Bu tez çalıĢmasında kullanılan; Ġzgi01, Sönmez2001 ve P178383I 

dayanıklı çeĢitler ile Aytın98, ES14 ve Harmankaya99 duyarlı çeĢitleri 

geliĢtirilmekte olan haritalama populasyonları göz önüne alınarak ikili 

kombinasyonlar halinde (PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14, Sönmez2001 x 

Aytın98) değerlendirilmiĢtir.  50 adet RAPD primeri ile anaç genotiplerin polimeraz 

zincir reaksiyonuna tabi tutulması sonucunda belirlenen 50 adet polimorfik bant 

yapısı gösteren primerler ile aynı PZR koĢulları altında PI178383 x Harmankaya99, 

Ġzgi01 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarıyla tekrar PZR 

reaksiyonuna tabi tutulmuĢtur.  Kullanılan PZR programı ve PZR koĢulları yukarıda 

belirtildiği Ģekildeki gibidir.  Elde edilen ürünler %1 veya %2‟ lik agaroz jel 

elektrofrezinde yürütüldükten sonra UV ıĢığı altında görüntülenmiĢtir.  Elde edilen 

RAPD sonuçları agaroz jel elektroforezinde değerlendirildikten sonra aynı primerler 

CRED-RA tekniği ile de incelenmiĢtir.   
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III.5.  SARI PAS HASTALIĞINA KARġI DAYANIKLI VE DUYARLI 

BUĞDAY ÇEġĠTLERĠNDE RAPD MARKÖRLERĠ KULLANILARAK 

YAPILAN CRED-RA ANALĠZLERĠ 

 

        III.5.1.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

Anaçlarda Yapılan CRED-RA Analizleri 

       ÇalıĢmada kullanılan buğday genotiplerinin enzimatik reaksiyona tabi tutulması 

sonucu metilasyonun hangi çeĢitlerde ortaya çıktığını ve buna bağlı olarak 

metilasyon görülen çeĢitlerdeki polimorfizmi belirlemek amacıyla anaçlarda CRED-

RA analizleri yapılmıĢtır.  Sarı pas hastalığına karĢı dayanıklı ve duyarlı toplam 6 

adet kıĢlık ekmeklik buğday, 50 adet RAPD primeri ile DNA metilasyon 

polimorfizminin  incelenmesi için CRED-RA analizine tabi tutulmuĢtur.  Elde edilen 

örnekler, %2‟lik agaroz jele yürütülmüĢtür.  Bu amaçla, sarı pasa dayanıklı ve 

duyarlı 6 adet buğday genotipi, DNA metilasyonuna farklı duyarlılık gösteren HpaII 

ve MspI restriksiyon enzimleriyle muamele edilmiĢtir (ġekil III.5).   

ġekil III.5. Farklı 6 çeĢit genotipin restriksiyon enzimleri ile kesimi; (a) Bitki materyali, (b) Bitki 

homojenizasyonu, (c) DNA izolasyonu, (d) Genomik DNA‟ nın elde edilmesi, (e) DNA‟ 

nın 50 ng‟ lık olacak Ģekilde sulandırımı, (f) HpaII ve MspI kesim enzimleri uygulanmıĢ 

DNA‟ nın ısıtıcılı blokta 37ºC‟ de geceboyu inkübe edilmesi ve sonunda 65 ºC‟ de 20 

dakika enzim inaktivasyonu, (g) Isıtıcılı bloktan alınan tüplerin oda sıcaklığında 

bekletilmesi ve kısa santrifüj, (h) Kesimin gerçekleĢip gerçekleĢmediğinin görülmesi için  

örneklerin % 1‟ lik agaroz jele yüklenmesi. 
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        DNA metillenmesini belirlemek için kullanılan CRED-RA tekniğinde, her bir 

genotip için 100 µl hacimde 2.5 µg genomik DNA, 1X Tango Buffer, 10 U/µl HpaII 

ve 10 U/µl MspI  olacak Ģekilde hazırlanan tüpler 37°C‟de geceboyu ve ardından  

enzim inaktivasyonunu sağlamak için 65°C‟de 20 dakika  bekletilmiĢtir (Temel ve 

ark.  2008).   CRED-RA analizlerinin diğer bir aĢamasında, HpaII ve MspI enzimleri 

ile muamele edilen her bir genotipe ait kesim ürünü genomik DNA‟lar, kesimin 

gerçekleĢip gerçekleĢmediğinin görülmesi amacıyla %1‟lik agaroz jele yüklenmiĢtir.  

Bu aĢamadan sonra kesimi gerçekleĢtirilen 6 adet buğday çeĢidine ait genomik 

DNA‟lar, RAPD-PZR analizlerinde kullanılan 50 adet polimorfik RAPD primerleri 

ile  aynı koĢullar altında polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulmuĢtur.  Bu amaçla 

izlenen yöntem aĢağıdaki gibidir: 

 

        III.5.1.1.  PZR KoĢulları 

        CRED-RA analizinde kullanılan PZR programı, RAPD tekniğinde kullanılan 

PZR programı ile aynı Ģekildedir.  Polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutulan 

primerler %2‟lik agaroz jel elektroforezinde yürütülüp UV ıĢığı altında 

görüntülenmiĢtir.  Böylece, 6 çeĢit buğday genotipine ait dayanıklı ve duyarlı türler 

arasında görülen polimorfik bant profillerine bakılarak BSA analizine tabi tutulacak 

genotipler belirlenmiĢtir.   

 

        III.5.2.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

F2 KarıĢımlarında Yapılan CRED-RA Analizleri 

       Anaç genotipler arasında görülen polimorfizmin F2 döllerine aktarılıp 

aktarılmadığını gözlemlemek için PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi2001 x ES14 ve 

Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı ve duyarlı F2 DNA karıĢımları arasında oluĢan 

enzim kesimine bağlı farklılıklar, hem epigenetik markör hem de metilasyon 

polimorfizmi açısından incelenmiĢtir.  Bu amaçla, her iki değerlendirmede 

kullanılacak veriler, excel formatına yerleĢtirilmiĢtir.  Daha sonra dikkat alınacak 0-1 

Ģeklinde bantlar incelendi ve gerekli istatiksel hesaplamalar yapılmıĢtır (ġekil III.6).   
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ġekil III.6. CRED-RA analizinde kullanılan verilerin excel formatına yerleĢtirilmesi. 
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BÖLÜM IV 

       SONUÇLAR ve TARTIġMA 

       IV.1.  DNA ĠZOLASYONU 

       PI178383, Harmankaya99, Ġzgi2001, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98 anaç 

bitkilerinden izole edilen DNA‟ların miktarları ve sulandırım oranları Tablo IV.1‟de  

verilmiĢtir.   

 

Tablo IV.1.  ÇalıĢmada kullanılan çeĢitlerin DNA‟larının miktarları ve sulandırım oranları. 

ÇeĢitler       DNA miktarı (ng/µl) 
Sulandırım Oranı           

(50 ng/µl) 

PI178383       3320.1        66.42 

Harmankaya99       2190.4        43.80 

Ġzgi2001       1454.5        29.09 

ES14       1435.9        28.71 

Sönmez2001       4072.5        81.45 

Aytın98       2097.6        41.95 

 

       IV.2.  “BULK SEGREGASYON ANALĠZĠNDE” KULLANILAN F2 

KARIġIM (BULK) DNA’LARI VE SULANDIRIM ORANLARI 

       Bulk Segregasyon Analizinde kullanılan, en dayanıklı ve en duyarlı F2 

karıĢımlarını oluĢturan bireylere ait DNA‟lar NanoDrop1000 spektrofotometre 

cihazında 260 nm.  dalga boyunda ölçülmüĢtür.   Her biri µl‟de 50 ng DNA olacak 

Ģekilde sulandırılan fide dönemi dayanıklılığı için en dayanıklı ve en duyarlı,  ergin 

dönem dayanıklılığı için en dayanıklı ve en duyarlı olarak belirlenmiĢtir. 
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IV.3.  SARI PAS HASTALIĞINA DAYANIKLI VE DUYARLI BUĞDAY 

ÇEġĠTLERĠ ĠLE YAPILAN RAPD ANALĠZ SONUÇLARI 

       IV.3.1.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait  

Anaçlar ile Yapılan RAPD Analiz Sonuçları 

       Sarı pas hastalığına dayanıklı ve duyarlı çeĢitlerin, 50 adet RAPD primerleri ile 

taranması sonucunda, 5 adet RAPD primeri (OPA-13, OPB-8, OPD-16, OPE-17, 

OPT-16) tüm anaçlar arasında monomorfik bant profili göstermiĢtir.   Diğer 45 

RAPD primeri ile ise polimorfik bant profili elde edilmiĢtir.  Monomorfik bant 

profiline örnek olarak OPD16 primeri verilebilir (ġekil IV.1).  Bu primerle elde 

edilen çoğaltım ürünlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi sonucunda aynı bant profili 

göstermiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.1. OPD16 primeri kullanılarak buğday çeĢitlerinde elde edilen monomorfik bant profili.       

1: PI178383, 2: Harmankaya99, 3: Ġzgi2001, 4: ES14, 5: Sönmez2001,  6: Aytın98,    

NK: Negatif Kontrol, M: 50 bç DNA Ladder. 

 

 

       Polimorfik bant profiline örnek olarak OPF13 primeri verilebilir (ġekil IV.2).  

Bu primerle elde edilen çoğaltım ürünlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi 

sonucunda polimorfik bant profili göstermiĢtir.   

 

 

 

   1        2        3       4        5       6      NK    M 
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ġekil IV.2. OPF13 primeri kullanılarak buğday çeĢitlerinde elde edilen polimorfik bant profili.  Beyaz 

oklar ile gösterilen bantlar kombinasyonlar arasındaki polimorfizmi iĢaret etmektedir.  

Dayanıklı ve duyarlı çeĢitler arasındaki bu farklı bant profillerine dayanarak,  OPF13 

primeri polimorfik olarak kabul edilebilir.  M: 50 bç DNA Ladder, 1: PI178383,              

2: Harmankaya99, 3: Ġzgi2001, 4: ES14, 5: Sönmez2001,  6: Aytın98,  NK: Negatif 

Kontrol.   

 

       Tüm primerler ile elde edilen agaroz jel görüntüleri incelendiğinde 6 anaç için 

belirlenen toplam monomorfik ve polimorfik primerler ġekil IV.3‟ de gösterilmiĢtir. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.3. ÇalıĢmada kullanılan monomorfik ve polimorfik primer sayıları. 

 

       Ayrıca, anaçlara ait DNA‟lar ile yapılan PZR analizleri sonucunda 

polimorfik görülen toplam 45 adet primerin PI178383 x Harmankaya99,  Ġzgi2001 x 

  M      1        2       3       4      5      6      NK     
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ES14  ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarındaki dağılımları da incelenmiĢtir. 

Bazı primerlerin kombinasyonlar arasında ortak olmakla beraber, PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonu için 25 adet monomorfik ve 25 adet polimorfik bant 

profili gösteren primer,  Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonu için yine 25 adet 

monomorfik ve 25 adet polimorfik bant profili gösteren primer ve Sönmez2001 x 

Aytın98 kombinasyonu için 11 adet monomorfik ve 39 adet polimorfik bant profili 

gösteren primer olduğu gözlenmiĢtir (Tablo IV.2 ve ġekil IV.4).   

 

Tablo IV.2. Farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve polimorfik bant yapısı gösteren RAPD 

primerlerinin listesi. 

 

Kombinasyonlar Monomorfik Bant Yapısı Gösteren 

Primerler 

Polimorfik Bant Yapısı Gösteren 

Primerler 

PI178383 x 

Harmankaya99 

OPA-05, OPA-09, OPA-10, OPA-13, 

OPA-14, OPA-19, OPB-08, OPB-11, 

OPB-14, OPC-04, OPC-06, OPC-07, 

OPC-08, OPC-15, OPC-19, OPD-16, 

OPD-19, OPE-17, OPF-14, OPH-11,  

OPJ-10, OPM-09, OPM-10, OPT-16, 

UBC-359. 

OPA-02, OPA-03, OPA-12, OPA-15,    

OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPB-02,    

OPB-03, OPB-05, OPB-06, OPB-10,    

OPB-13, OPC-05, OPC-09, OPE-08,     

OPF-12, OPF-13, OPH-04, OPJ-20,      

OPK-04, OPT-17, UBC-199, UBC-212, 

UBC-551.   

Ġzgi2001 x ES14 

OPA-02, OPA-03, OPA-13, OPA-19, 

OPB-03, OPB-06, OPB-08, OPB-10, 

OPB-11, OPB-13, OPC-04, OPC-08, 

OPC-15, OPC-19, OPD-16, OPD-19, 

OPE-08, OPE-17, OPF-12, OPF-14, 

OPM-10, OPT-16, OPT-17, UBC-199, 

UBC-551.   

OPA-05, OPA-09, OPA-10, OPA-12,   

OPA-14, OPA-15, OPA-16, OPA-17,   

OPA-18, OPB-02, OPB-05, OPB-14,    

OPC-05, OPC-06, OPC-07, OPC-09,    

OPF-13, OPH-04, OPH-11, OPJ-10,      

OPJ-20, OPM-09, OPK-04, UBC-212, 

UBC-359. 

Sönmez x 

Aytın98 

 

 

OPA-13, OPA-14, OPA-15, OPB-08, 

OPD-16, OPE-17, OPF-12, OPH-11, 

OPK-04,    OPT-16,    UBC-551.   

OPA-02, OPA-03, OPA-05, OPA-09,    

OPA-10, OPA-12, OPA-16, OPA-17,    

OPA-18, OPA-19, OPB-02, OPB-03,    

OPB-05, OPB-06, OPB-10, OPB-11,    

OPB-13, OPB-14, OPC-04, OPC-05,    

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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ġekil IV.4. ÇalıĢmada kullanılan primerlerle kombinasyonlara ait elde edilen monomorfik 

ve polimorfik primer sayıları. 

 

       Bu çalıĢmada anaçlar arasında kullanılan RAPD primerlerinin %90‟ının 

polimorfik olduğu belirlenmiĢ ve bu primerlerin elimizdeki buğday çeĢitlerinin 

ayrımında etkin olarak kullanılabileceği sonucuna varılmıĢtır.   

       Ayrıca, sarı pas hastalığına dayanıklı ve duyarlı kıĢlık ekmeklik buğday 

çeĢitlerinde en polimorfik RAPD primerlerini saptamak için, test edilen 50 adet 

primerin her birine düĢen toplam bant sayısı, polimorfik ve monomorfik bant sayısı 

ve polimorfizm oranları da hesaplanmıĢtır (Tablo IV.3).   
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Tablo IV.3. RAPD primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant sayıları, polimorfik 

bant sayıları ve polimorfizm oranları. 

 

       AraĢtırmada kullanılan 10 baz uzunluğundaki 50 farklı primerin hepsinde de 

bantlar değerlendirilebilir olarak gözlenmiĢtir.  Analizler sonucunda değerlendirmeye 

alınan 50 RAPD primeri, toplam 2563 adet bant vermiĢtir.  Bu bantlardan 357 adedi 

polimorfik, 2206 adedi monomorfik bantlardır.  Ortalamalar alınarak 

değerlendirildiğinde; birey baĢına düĢen bant sayısı 51.26; ortalama polimorfik bant 

sayısı 7.14; ortalama monomorfik bant sayısı 44.12 olarak hesaplanmıĢtır.  Primerler 

değerlendirildiğinde; en fazla polimorfik bant veren primerin %39.13 oranı ile OPD-

Primerin 

Adı 

Toplam 

Bant 

Sayısı 

Polimorfik 

Bant Sayısı 

Polimorfizm 

Yüzdesi 

Primerin 

Adı 

Toplam 

Bant 

Sayısı 

Polimorfik 

Bant Sayısı 

Polimorfizm 

Yüzdesi 

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 

OPA9 54 6 %11.11 OPC15 8 2 %25.0 

OPA10 66 6 %9.09 OPC19 28 4 %14.28 

OPA12 32 8 %25 OPD16 45 0 - 

OPA13 57 0 - OPD19 46 18 %39.13 

OPA14 34 3 %8.82 OPE8 30 7 %23.3 

OPA15 43 4 %9.30 OPE17 27 0 - 

OPA16 63 18 %28.5 OPF12 52 5 %9.61 

OPA17 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 %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 
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19 (18 adet bant); en fazla monomorfik bant veren primerin %86.28 oranı ile OPA-

17 (88 bant) olduğu gözlenmiĢtir.  Primerlerin reaksiyon sonucunda oluĢturduğu 

çoğaltım ürünlerinin sayısı 8-102 arasında değiĢmektedir.  Bu veriler esas 

alındığında, elde edilen bantların % 13.93‟ünün polimorfik olduğu (ġekil IV.5) ve % 

86.07‟sinin monomorfik olduğu belirlenmiĢtir.  Buna göre, çalıĢmalarımızda 

kullanılan buğday çeĢitleri arasında varyasyonun olduğunu ve ıslah çalıĢmalarında 

kullanılacak çeĢit seçiminde bu verilerin değerlendirilebileceği söylenebilir.   

 

ġekil IV.5.   ÇalıĢmada kullanılan RAPD primerlerinin polimorfizm yüzdeleri. 

 

 

       Benzer Ģekilde, Iqbal ve arkadaĢları (1997), 23 elit seviyedeki ticari pamuk 

çeĢidi arasındaki genetik farklılıkları RAPD tekniği ile araĢtırdıkları çalıĢmalarında, 

50 RAPD primeri kullandıklarını, 49 RAPD primerinin polimorfik bant 

oluĢturduğunu, toplam 349 bant amplifikasyonundan % 89.1‟ini polimorfik olarak 

gözlemlediklerini bildirerek RAPD tekniğinin melezleme ıslahında kullanılacak 

anaçların seçiminde yardımcı olabileceğini rapor etmiĢlerdir. 

       Dakir ve arkadaĢları (2002), RAPD markörü kullanarak Fas‟tan toplanmıĢ bazı 

arpa genotiplerinde genetik çeĢitliliği değerlendirmek amacıyla yaptıkları çalıĢmada; 

6 yerel arpa populasyonu ile 21 RAPD primerinden 100 polimorfik RAPD bandı elde 

edildiğini, RAPD‟in genetik çeĢitliliği belirlemede etkili bir yöntem olduğunu 

belirtmiĢlerdir. 
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        IV.3.2. Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait  

F2 karıĢımları ile Yapılan RAPD Analiz Sonuçları  

       Kombinasyonlara ait anaçlar arasında polimorfik olarak belirlenen primerler 

(bakınız: Tablo IV.2), sarı pas hastalığı dayanıklılık kaynağı ile genetik olarak 

bağlantı gösteren bir markör elde edilebilmesi amacıyla, bu kombinasyonalara ait 

genetik açılım gösteren fide ve ergin dönem F2 DNA karıĢımlarında da incelenerek 

Bulk Segregasyon Analizleri‟ne tabi tutulmuĢtur.   

       Yapılan Bulk Segregasyon Analizleri sonucunda, kombinasyonlara ait anaçlara 

arasında polimorfik bant profili veren primerlerin aynı kombinasyona ait F2 DNA 

karıĢımlarında gözlenmediği ortaya çıkmıĢtır.  Bu durum için PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonunda OPF12 primeri ve Ġzgi2001 x ES14 

kombinasyonunda OPA12 primeri ve Sönmez x Aytın98 kombinasyonunda           

OPM9 primeri ile elde edilen agaroz jel görüntüleri örnek olarak verilebilir (ġekil 

IV.6, ġekil IV.7 ve ġekil IV.8).  Bu primerle elde edilen çoğaltım ürünlerinin hepsi 

agaroz jel elektroforezi sonucunda benzer bant profili göstermiĢtir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.6. OPF12 primeri kullanılarak PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonuna ait fide ve ergin 

dönem için gerçekleĢtirilen “Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bant, 

anaçlar arasındaki polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1- Ergin dönem 

dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı 

“bulk”), 2- Ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 duyarlı F2 DNA 

karıĢımı (duyarlı “bulk”), 3- Harmankaya99, 4- PI178383, 5- Fide dönemi dayanıklılığı 

için PI178383 x Harmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 6- Fide 

dönemi dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”), NK- Negatif Kontrol. 

   M      1      2      3      4      5      6     NK    

560 bç 
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        ġekil IV.6‟da 3 numaralı örnek olan duyarlı anaç Harmankaya99‟da yaklaĢık 560 

bç‟den büyük bir bant gözlemlenirken; bu bant, 4 numaralı örnek olan dayanıklı anaç 

PI178383‟de gözlemlenmemiĢtir.  Anaçlar arasında gözlenen bu polimorfizme 

karĢılık, fide dönemi dayanıklı F2 karıĢımında (5 numaralı örnek), fide dönemi 

duyarlı F2 karıĢımında (6 numaralı örnek), ergin dönem dayanıklı F2 karıĢımında (1 

numaralı örnek) ve ergin dönem duyarlı F2 karıĢımında (2 numaralı örnek) da bu 

bantın gözlemlenmesi nedeniyle anaçlar arasında polimorfik olan bu bant profili 

markör niteliği taĢımamaktadır.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.7. OPA12 primeri kullanılarak Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonuna ait fide ve ergin dönem 

için gerçekleĢtirilen “Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bant, anaçlar 

arasındaki polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1- Ergin dönem 

dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2- 

Ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”), 3- ES14, 4- Ġzgi2001, 5- Fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 6- Fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 

x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK- Negatif Kontrol. 

 

       ġekil IV.7‟de 3 numaralı örnek olan duyarlı anaç ES14‟de yaklaĢık 680 bç 

civarında bir bant gözlemlenirken; bu bant, 4 numaralı örnek olan dayanıklı anaç 

Ġzgi01‟de gözlemlenmemiĢtir.  Anaçlar arasında gözlenen bu polimorfizme karĢılık, 

fide dönemi dayanıklı F2 karıĢımında (5 numaralı örnek), fide dönemi duyarlı F2 

karıĢımında (6 numaralı örnek), ergin dönem dayanıklı F2 karıĢımında (1 numaralı 

örnek) ve ergin dönem duyarlı F2 karıĢımında (2 numaralı örnek) da bu bantın 

 M        1       2       3      4       5      6     NK    

680 bç 
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gözlemlenmesi nedeniyle anaçlar arasında polimorfik olan bu bant profili markör 

niteliği taĢımamaktadır.  Bu veriler sayesinde, çeĢitler arasında polimorfik olan 

markörler, bu çeĢitlere ait haritalama populasyonlarında taranarak, bağlantı 

haritalarının oluĢturulması, sarı pas hastalığı ile genetik olarak bağlantı gösterip 

göstermediğinin belirlenmesi amacıyla kullanılabilir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.8. OPM9 primeri kullanılarak Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait fide ve ergin 

dönem için gerçekleĢtirilen “Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen 

bantlar polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1- Ergin dönem dayanıklılığı 

için Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2- Ergin 

dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”), 3- Aytın98, 4- Sönmez2001, 5- Fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x 

Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 6- Fide dönemi dayanıklılığı için 

Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK- Negatif Kontrol. 

 

 

ġekil IV.8‟ de görüldüğü gibi, 3 numaralı örnek olan duyarlı anaç Aytın98‟ de 

görülen bant, 4 numaralı örnek olan dayanıklı anaç Sönmez2001‟ de görülmemiĢtir.  

Anaçlar arasında gözlemlenen bu polimorfizm, fide dönemine ait dayanıklı ve 

duyarlı olan F2 DNA karıĢımlarına ve ergin döneme ait duyarlı olan F2 DNA 

karıĢımlarına da aktarıldığı için markör niteliği taĢıyan bir bant söz konusu değilidir.  

PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu arasında 25, Ġzgi2001 x ES14 

kombinasyonu arasında 25 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonu arasında 39 

primerle yapılan çoğaltım sonucunda polimorfik bant yapıları görülse de bu 

polimorfik bantların hepsi markör niteliği taĢımamaktadır.    

  1       2       3      4      5      6     NK   M 

580 bç 
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       Divaret ve arkadaĢlarının (1999) çeĢitler arasındaki genetik uzaklık ve benzerliği 

incelemek amacıyla yaptıkları çalıĢmada, 7 farklı B. oleracea L. çeĢidi ile 8 adet 

RAPD primeri polimeraz zincir reaksiyonuna tabi tutularak dendogramlar 

oluĢturulmuĢtur.  

       Akar ve arkadaĢlarının (2007) Türkiye‟nin bazı bölgelerinden toplanan bazı 

makarnalık buğday çeĢitlerinin genetik farklılığını belirlemek amacıyla yaptıkları 

çalıĢmada, 100 farklı T.durum L. çeĢidi ile 300 adet RAPD primeri polimeraz zincir 

reaksiyonuna tabi tutulmuĢ ve aralarındaki genetik benzerlik incelenmiĢtir.   

       Benzer Ģekilde bu çalıĢmada, sarı pas hastalığı dayanıklılık kaynağı ile genetik 

olarak bağlantı gösteren bir markör elde edilememiĢtir.   

 

IV.4.  SARI PAS HASTALIĞINA KARġI DAYANIKLI VE DUYARLI 

BUĞDAY ÇEġĠTLERĠNDE RAPD MARKÖRLERĠ KULLANILARAK 

YAPILAN CRED-RA ANALĠZ SONUÇLARI 

 

        IV.4.1.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

Anaçlar ile Yapılan CRED-RA Analiz Sonuçları 

       Bu Ģekilde CRED-RA analizlerinde kullanılan sarı pas hastalığına dayanıklı ve 

duyarlı olan buğday çeĢitlerinde epigenetik farklılıkların belirlenmesi amacıyla 

CRED-RA tekniği kullanılmıĢtır.  50 adet RAPD primerleri ile yapılan CRED-RA 

analizleri sonucunda çoğaltım ürünleri agaroz jel elektroforezinde görüntülenmiĢtir.  

ÇeĢitler arasındaki MspI ve HpaII enzim kesimlerine bağlı bant profilindeki 

farklılıklar, polimorfik olarak değerlendirilmiĢ ve bu analizler sonucunda 50 adet 

primer ile de polimorfik bant profili elde edilmiĢtir.  Polimorfik bant profiline örnek 

olarak OPA14 primeri verilebilir (ġekil IV.9).  Bu primerle elde edilen çoğaltım 

ürünlerinin hepsi agaroz jel elektroforezi sonucunda polimorfik bant profili 

göstermiĢtir.   
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ġekil IV.9. OPA14 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen PZR sonucu.  Beyaz oklar ile gösterilen 

bantlar anaçlar arasındaki polimorfizmi, kırmızı oklar ile iĢaret edilenler HpaII 

kesiminden sonra oluĢan polimorfizmi ve yeĢil oklar ile gösterilenler MspI kesiminden 

sonra oluĢan polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  PI178383, 2.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ PI178383, 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ PI178383, 4.  Harmankaya99, 

5.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99, 6.  MspI enzimi uygulanmıĢ 

Harmankaya99, 7.  Ġzgi2001, 8.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 9.  MspI enzimi 

uygulanmıĢ Ġzgi2001, 10.  ES14, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ES14, 12.  MspI enzimi 

uygulanmıĢ ES14, 13.  Sönmez2001, 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001, 15.  

MspI enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001, 16.  Aytın98,  17.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

Aytın98, 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ Aytın98, NK.  Negatif Kontrol.   

 

 

        ġekil IV.9‟ da, 1 numaralı örnek olan dayanıklı anaç PI178383‟de yaklaĢık 320 

bç büyüklüğündeki bant, 4 numaralı örnek olan duyarlı anaç Harmankaya99‟de 

gözlemlenmemektedir.  Aynı Ģekilde, 12 numaralı örnek olan MspI enzimi 

uygulanmıĢ ES14‟de 850 bç büyüklüğündeki bant 9 numaralı örnek olan MspI 

enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001‟de bulunmamaktadır.  Bu, MspI enzimi ile kesim 

somrasında oluĢan farklılığı göstermektedir.  Yine, 14 numaralı örnek olan HpaII 

enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001‟de 410 bç büyüklüğündeki bant 17 numaralı örnek 

olan HpaII enzimi uygulanmıĢ Aytın98‟ de görülmemektedir.  Bu, HpaII enzimi ile 

kesim somrasında oluĢan farklılığı göstermektedir.  Enzim kesimleri sonrası oluĢan 

bu farklılıklar değerlendirilerek, aralarında polimorfizm görülen kombinasyonlar 

belirlenmiĢ ve Bulk Segregasyon Analizi‟ne tabi tutulmuĢtur.   

 

   

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

320 bç 

560 bç 

850 bç 

410 bç 
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      Polimorfik olarak belirlenen bu primerlerin kombinasyonlara ait anaçlar 

arasındaki dağılımları incelendiğinde ise, Tablo IV.4 ve ġekil.IV.10‟da PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonuna ait 44 adet, Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonuna ait 

38 adet ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait 40 adet RAPD primeri ile 

Bulk Segregasyon Analizleri gerçekleĢtirildiği gösterilmiĢtir.   

 

Tablo IV.4. CRED-RA analizlerinde kullanılan farklı kombinasyonlara göre monomorfik ve 

polimorfik  bant yapısı gösteren RAPD primerlerinin listesi. 

 

Kombinasyonlar 

Monomorfik Bant 

Yapısı Gösteren 

Primerler 

Polimorfik Bant Yapısı Gösteren Primerler 

PI178383 x 

Harmankaya99 

OPA-02, OPA-09, 

OPA-10, OPB-08, 

OPC-07, UBC-359,   

UBC-551. 

OPA-03, OPA-05, OPA-12, OPA-13, OPA-14, OPA-15, 

OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-02, OPB-03, 

OPB-05, OPB-06, OPB-10, OPB-11, OPB-13, OPB-14, 

OPC-04, OPC-05, OPC 06, OPC-08, OPC-09, OPC-15, 

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. 

Ġzgi2001 x ES14 

OPA-05, OPA-13, 

OPB-03, OPB-11, 

OPC-06, OPC-08, 

OPD-16,  OPF-12, 

OPJ-10, OPM-10,   

OPT-16. 

OPA-02, OPA-03, OPA-09, OPA-10, OPA-12, OPA-14, 

OPA-15, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-02, 

OPB-05, OPB-06, OPB-08, OPB-10, OPB-13, OPB-14, 

OPC-04, OPC-05, OPC-07, OPC-09, OPC-15, OPC-19, 

OPD-19, OPE-08, OPE-17, OPF-13, OPF-14, OPH-04, 

OPH-11, OPJ-20, OPK-04, OPM-09, OPT-17, UBC-

199, UBC-212, UBC-359, UBC-551. 

Sönmez x 

Aytın98 

OPA-10, OPA-13, 

OPA-14, OPB-08, 

OPC-05, OPC-08, 

OPD-16, OPF-12, 

OPM-10.   

OPA-02, OPA-03, OPA-05, OPA-09, OPA-12, OPA-15, 

OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPB-02, OPB-03, 

OPB-05, OPB-06, OPB-10, OPB-11, OPB-13, OPB-14, 

OPC-04, OPC 06, OPC-07, OPC-09, OPC-15, OPC-19, 

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. 
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ġekil IV.10. ÇalıĢmada kullanılan primerlerle kombinasyonlara ait elde edilen monomorfik ve 

polimorfik primer sayıları. 

 

IV.4.2.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

Anaçlar ile Yapılan CRED-RA Analiz Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

        ÇalıĢmada kullanılan 6 farklı buğday genotipinin HpaII ve MspI enzimleri ile 

kesimi sonucu elde edilen farklı bant profilleri 2 Ģekilde değerlendirilmiĢtir.  Bunlar; 

MspI enzim kesimi farklılığının dikkate alındığı “DNA metilasyon polimorfizmi” ve 

HpaII enzim kesimi farklılığının dikkate alındığı “Epigenetik Markör” çalıĢmalarıdır. 

 

A) Sarı Pas Hastalığına Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait Anaçlar ile 

Yapılan DNA Metilasyon Polimorfizmi Sonuçları 

       Anaçlar arasındaki DNA metilasyon polimorfizminin belirlenmesi için MspI 

enzim kesiminden oluĢan farklılıkları göz önünde bulundurulmuĢtur.  ġekil IV.11‟ da 

görülen beyaz renkli oklar, kombinasyonlar halinde incelenen anaçların MspI enzimi 

uygulanmıĢ bantlarındaki farklılığı ifade etmektedir. Kırmızı renkli oklar ise 

metillenmenin olmadığı ve her iki genotipte de MspI enzimi kesimi sonucu oluĢan 

bantların varlığını göstermektedir. Örnek olarak, OPA12 primeriyle elde edilen bant 

profilleri ġekil IV.11‟ daki gibidir.   
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ġekil IV.11.  OPA12 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen PZR sonucu.  Beyaz oklar ile gösterilen 

bantlar anaçlar arasındaki metilenmiĢ bantları, kırmızı oklar ile iĢaret edilenler 

metillenmemiĢ bantları iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  PI178383, 2.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ PI178383, 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ PI178383, 4.  

Harmankaya99, 5.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99, 6.  MspI enzimi 

uygulanmıĢ Harmankaya99, 7.  Ġzgi2001, 8.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 9.  

MspI enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 10.  ES14, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ES14, 

12.  MspI enzimi uygulanmıĢ ES14, 13.  Sönmez2001, 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

Sönmez2001, 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001, 16.  Aytın98,  17.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ Aytın98, 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ Aytın98, NK.  Negatif 

Kontrol. 

 

       Sadece MspI enzim kesimi ile oluĢan ve genotipler arasında farklılık gösteren 

bant sayıları dikkate alınarak yapılan değerlendirmelerde, PI178383 ve 

Harmankaya99 genotipleri arasında 124 adet polimorfik ve 518 adet monomorfik 

bant görülürken, Ġzgi01 ve ES14 genotipleri arasında 110 adet polimorfik ve 532 adet 

monomorfik bant görülmüĢtür.  Sönmez2001 ve Aytın98 genotipleri arasında ise 86 

adet polimorfik ve 556 adet monomorfik bant gözlemlenmiĢtir (ġekil IV.12).   

 

 

 

 

 

 

 

 

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

950 bç 

600 bç 
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ġekil IV.12. DNA metilasyon polimorfizmi incelemeleri sonucunda kombinasyonlara göre anaç 

genotipler arasında belirlenen polimorfik (a) ve monomorfik (b) bantların 

karĢılaĢtırılması. 

 

B) Sarı Pas Hastalığına Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait Anaçlar ile 

Yapılan Epigenetik Markör Sonuçları 

       Dayanıklı ve duyarlı olan ekmeklik buğday genotiplerinin CRED-RA tekniği ile 

analizleri sonucunda, kombinasyonlara ait anaçlar arasında HpaII enzim kesimi 

farklılığı dikkate alınarak epigenetik markör olma olasılığı yüksek bant profilleri 

belirlenmiĢtir.  PI178383-Harmankaya99 genotiplerinin arasında 24 adet, Ġzgi01-

ES14 genotiplerinin arasında 16 adet ve Sönmez2001-Aytın98 genotipleri arasında 

ise 11 adet epigenetik markör olma olasılığı bulunan polimorfik bant profili 

gözlemlenmiĢtir.   Bunlar, her iki genotipte de MspI enzimi ile kesim sonrası oluĢan 

ve sadece bir genotipteki HpaII enzimi ile kesim farklılığı gözlemlenen bantlardır.  

Bu duruma, Ġzgi01-ES14 anaçları arasında OPB8 primeriyle elde edilen HpaII enzim 

kesimi açısından polimorfik olan bant profili örnek olarak verilebilir (ġekil.IV.13).   

 

 

 

 

 

 

a b 
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ġekil IV.13. OPB8 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen PZR sonucu.  Beyaz oklar ile gösterilen 

bantlar anaçlar arasındaki MspI enzimi ile oluĢan, kırmızı oklar ile iĢaret edilenler HpaII 

enzim kesiminden oluĢan bantları iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  PI178383, 

2.  HpaII enzimi uygulanmıĢ PI178383, 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ PI178383, 4.  

Harmankaya99, 5.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99, 6.  MspI enzimi 

uygulanmıĢ Harmankaya99, 7.  Ġzgi2001, 8.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 9.  

MspI enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 10.  ES14, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ES14, 12.  

MspI enzimi uygulanmıĢ ES14, 13.  Sönmez2001, 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

Sönmez2001, 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001, 16.  Aytın98,  17.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ Aytın98, 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ Aytın98, NK.  Negatif 

Kontrol. 

       ġekil IV.13‟  de gösterilen agaroz jel fotoğrafı incelendiğinde, PI178383, 

Harmankaya99, Ġzgi01, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98 genotipleri arasında varolan 

epigenetik markör olma olasılığı fazla olan bir bant profili dikkat çekmiĢtir. Bu 

amaçla, PI178383 ve Harmankaya99 genotipleri arasında 3 numaralı örnek olan 

MspI enzimi uygulanmıĢ PI178383 ve 6 numaralı örnek olan MspI enzimi 

uygulanmıĢ Harmankaya99 genotiplerinde kesim sonrası oluĢan bant, 5 numaralı 

örnek olan  HpaII enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99 geotipinde görülürken, 2 

numaralı örnek olan HpaII enzimi uygulanmıĢ PI178383 genotipinde görülmemiĢtir.  

Aslında, HpaII enzim kesimi ile oluĢan bantlardaki farklılıklar, epigenetik markör 

olma olasılığı fazla olan bant profilini iĢaret etmektedir.          

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

880 bç 
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      Yapılan incelemeler sonucunda, kombinasyonlara ait anaçlar arasında epigenetik 

markör olma olasılığı açısından polimorfik olarak bulunan primerler ile elde edilen 

sonuçlar ġekil.IV.14‟de grafik halinde sunulmuĢtur.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil.IV.14. Epigenetik markör incelemeleri sonucunda, kombinasyonlara göre anaç genotipler 

arasında belirlenen epigenetik markör olasılığı. 

 

       RAPD ve CRED-RA analizlerinden elde ettiğimiz sonuçlara göre (Tablo IV.5), 

anaçlar arasında gözlenen polimorfizm, restriksiyon enzimlerinin farklı bölgeleri 

tanıması ve bu bölgelerin PZR ile çoğaltılması ile değiĢmektedir.  RAPD analizleri 

sonucu OPA19 primerinin sadece Sönmez2001 ve Aytın98 genotipleri arasında 

polimorfizm göstermesine karĢın, CRED-RA analizleri sonucu PI178383 ve 

Harmankaya99, Ġzgi2001 ve ES14 ve Sönmez2001 ve Aytın98 genotipleri arasında 

polimorfizm göstermiĢtir.  RAPD analizleri sonucu OPA5 primerinin Ġzgi2001 ve 

ES14 genotipleri arasında gösterdiği polimorfizm, CRED-RA analizleri sonucu 

gözlemlenememiĢtir.  Buna ilaveten, RAPD analizleri sonucu tüm genotipler 

arasında monomorfizm gözlenen OPE17 primerinin, CRED-RA analizleri sonucu 

tüm genotipler arasında polimorfizm görülmüĢtür.   
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Tablo IV.5. RAPD ve CRED-RA analizleri sonucuna göre elde edilen polimorfik ve monomorfik 

kombinasyon listesi. 

 

Primer 

Adı 

RAPD CRED-RA 

Genotipler Genotipler 

PI178383- 

Harmankaya99 
Ġzgi01- ES14 

Sönmez2001-

Aytın98 

PI178383-

Harmankaya99 
Ġzgi01- ES14 

Sönmez2001-

Aytın98 

OPA-02 + - + - + + 

OPA-03 + - + + + + 

OPA-05 - + + + - + 

OPA-09 - + + - + + 

OPA-10 - + + - + - 

OPA-12 + + + + + + 

OPA-13 - - - + - - 

OPA-14 - + - + + - 

OPA-15 + + - + + + 

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.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

F2 KarıĢımları ile Yapılan CRED-RA Analiz Sonuçları 

       Kombinasyonlara ait anaçlar arasında hem MspI hem de HpaII enzim kesimleri 

açısından ayrı ayrı polimorfik olarak belirlenen primerler, sarı pas hastalığı 

dayanıklılık kaynağı ile genetik olarak bağlantı gösteren bir markör elde edilebilmesi 

amacıyla, bu kombinasyonlara ait genetik açılım gösteren fide ve ergin dönem F2 

DNA karıĢımlarında da incelenerek Bulk Segregasyon Analizleri‟ne tabi tutulmuĢtur.   

 

       IV.4.4.  Sarı Pas Hastalığına KarĢı Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait 

F2 KarıĢımları ile Yapılan CRED-RA Analizleri Sonuçlarının 

Değerlendirilmesi 

       ÇalıĢmada kullanılan 6 farklı buğday genotipinin HpaII ve MspI enzimleri ile 

kesimi sonucu elde edilen farklı bant profilleri 2 Ģekilde değerlendirilmiĢtir.  Bunlar; 

MspI enzim kesimi farklılığının dikkate alındığı “DNA metilasyon polimorfizmi” ve 

HpaII enzim kesimi farklılığının dikkate alındığı “Epigenetik Markör” çalıĢmalarıdır.   

 

A) Sarı Pas Hastalığına Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait F2 

KarıĢımları ile Yapılan DNA Metilasyon Polimorfizmi Sonuçları 

       Kombinasyonlar arasında MspI enzim kesimi sonucu oluĢan bantların 

farklılığından yararlanılarak yapılan değerlendirmelere göre PI178383 x 

Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonları için 

DNA metilasyon polimorfizmi belirlenmiĢtir.  Örnek olarak, PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonu için OPB3 primerindeki DNA metilasyon 

polimorfizmini ifade eden bant profilini ġekil IV.15‟de, Ġzgi01 x ES14 

kombinasyonu için OPA9 primerindeki DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden 

bant profilini ġekil IV.16‟da, Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonu için OPE8 

primerindeki DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bant profilini ġekil 

IV.17‟de görebiliriz.   
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ġekil IV.15. PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda OPB3 primeri kullanılarak 

gerçekleĢtirilen “Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bantlar 

polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  Ergin dönem dayanıklılığı için 

PI178383 x Harmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin 

dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı 

(duyarlı “bulk”), 4.  Ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 

duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 5.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin dönem 

dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”), 6.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x 

Harmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 7.  Harmankaya99, 8.  

HpaII enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99, 9. MspI enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99, 

10.  PI178383, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ PI178383, 12.  MspI enzimi uygulanmıĢ 

PI178383, 13.  Fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 dayanıklı F2 

DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ fide dönemi 

dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı 

“bulk”), 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 

xHarmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 16.  Fide dönemi 

dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”),  17.  HpaII enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 

xHarmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 18.  MspI enzimi 

uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 duyarlı F2 DNA 

karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK.  Negatif Kontrol. 

 

       ġekil IV.15‟ de OPB3 primerine ait PI178383 x Harmankaya99 

kombinasyonunda, 880 bç büyüklüğündeki, 6 numaralı örnek olan MspI enzimi 

uygulanmıĢ ergin döneme ait duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”)‟ nda görülen 

bant, 3 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ ergin döneme ait dayanıklı F2 

DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”)‟ nda görülmeyerek DNA metilasyon polimorfizmini 

ifade eden bant profilini göstermektedir.  Aynı Ģekilde, 720 bç büyüklüğündeki, 6 

numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ ergin döneme ait duyarlı F2 DNA 

880 bç 
720 bç 
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karıĢımı (duyarlı “bulk”)‟ nda görülen bant, 3 numaralı örnek olan MspI enzimi 

uygulanmıĢ ergin döneme ait dayanıklı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”)‟ nda 

görülmemektedir.   

 

 ġekil IV.16.  Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonunda OPA9 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen “Bulk 

Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bantlar metilasyon polimorfizmini 

iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  Ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x 

ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin 

dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı 

“bulk”), 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 4.  Ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 

x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 5.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin 

dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 6.  

MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 

DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 7.  ES14, 8.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ES14, 9.  MspI 

enzimi uygulanmıĢ ES14, 10.  Ġzgi2001, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 12.  

MspI enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 13.  Fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ fide 

dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı 

“bulk”), 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 16.  Fide dönemi dayanıklılığı için 

Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”),  17.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı 

(duyarlı “bulk”), 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x 

ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK.  Negatif Kontrol. 

 

 

       ġekil IV.19‟ de OPA9 primerine ait Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonunda, 550 bç 

büyüklüğündeki 9 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ ES14‟ de görülen 

bant, 12 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001‟ de görülmeyerek 

DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bant profilini göstermektedir.   
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550 bç 



 79   

 

 
ġekil IV.17.  Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda OPE8 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen 

“Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bantlar polimorfizmi iĢaret 

etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  Ergin dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x 

Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

ergin dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı 

(dayanıklı “bulk”), 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için 

Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 4.  Ergin dönem 

dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 5.  

HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 

duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 6.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem 

dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 7.  

Aytın98, 8.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Aytın98, 9.  MspI enzimi uygulanmıĢ Aytın98, 

10.  Sönmez2001, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001, 12.  MspI enzimi 

uygulanmıĢ Sönmez2001, 13.  Fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ fide 

dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı 

“bulk”), 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x 

Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 16.  Fide dönemi dayanıklılığı 

için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”),  17.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 

DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı 

için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK.  Negatif 

Kontrol.   

 

 

       ġekil IV.17‟ de OPE8 primerine ait Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda 

görülen, 680 bç büyüklüğünde 9 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ 

Aytın98‟ de görülen bant, 12 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ 

Sönmez2001‟ de görülmeyerek DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bant 

profilini göstermektedir.  Buna benzer olarak,  820 bç büyüklüğündeki yine 9 

numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ Aytın98‟ de görülmeyen bant, 12 
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numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001‟ de görülerek DNA 

metilasyon polimorfizmini ifade eden bant profili teĢkil etmektedir.   

       DNA metilasyon polimorfizmi değerlendirmeleri, her üç kombinasyonda da 

anaçlar ile fide ve ergin döneme ait dönemlerine ait dayanıklı ve duyarlı F2 

karıĢımlarındaki toplam polimorfik bant sayıları hesaplanarak yapılmıĢtır.  Buna 

göre, DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden PI178383 x Harmankaya99 

kombinasyonunda 481 adet, Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda 271 adet ve 

Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda 324 adet bant profili belirlenmiĢtir.  Elde 

edilen sonuçlara göre, en fazla DNA metilasyon polimorfizmi PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonuna aittir (ġekil IV.18).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.18. CRED-RA yöntemi ile analiz edilen bulklar arasındaki DNA metilasyon polimorfizmi 

yüzdeleri.   

 

       Her üç kombinasyonda fide ve ergin döneme ait dayanıklı ve duyarlı F2 

karıĢımlarından elde edilen sonuçlar ayrı ayrı olarak değerlendirilmiĢtir.   

       PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonuna ait fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımlarında 108 adet, fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımlarında 92 adet, ergin 

döneme ait dayanıklı F2 karıĢımlarında 115 adet ve ergin döneme ait duyarlı F2 

karıĢımlarında 166 adet metilasyon polimorfizmi gösteren bant bulunmuĢtur.   

       Ġzgi01 x ES14 kombinasyonuna ait fide dönemine ait dayanıklı F2 karıĢımlarında 

69 adet, fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımlarında 65 adet, ergin döneme ait 

dayanıklı F2 karıĢımlarında 82 adet ve ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımlarında 55 

adet metilasyon polimorfizmi gösteren bant bulunmuĢtur. 
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       Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımlarında 70 adet, fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımlarında 89 adet, ergin 

döneme ait dayanıklı F2 karıĢımlarında 96 adet ve ergin döneme ait duyarlı F2 

karıĢımlarında 69 adet metilasyon polimorfizmi gösteren bant bulunmuĢtur. 

       Tüm elde edilen sonuçlar incelendiğinde, her üç kombinasyon arasında, en fazla 

DNA metilasyon polimorfizmi gösteren PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu, 

en az DNA metilasyon polimorfizmi gösteren Ġzgi01x ES14 kombinasyonudur.   

       Fide ve ergin döneme ait F2 DNA karıĢımları incelendiğinde ise, en fazla DNA 

metilasyon polimorfizmi gösteren PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonda ergin 

döneme ait duyarlı F2 karıĢımı, en az DNA metilasyon polimorfizmi gösteren 

Ġzgi01x ES14 kombinasyonunda ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımıdır.    

 

B) Sarı Pas Hastalığına Dayanıklı ve Duyarlı Buğday ÇeĢitlerine Ait F2 

KarıĢımları ile Yapılan Epigenetik Markör Sonuçları 

       Kombinasyonlar arasında MspI enzim kesimi sonucu oluĢan bandın varlığında 

HpaII enzim kesimi sonucu oluĢan bandın farklılığından yararlanılarak yapılan 

değerlendirmelere göre PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14 ve Sönmez2001 x 

Aytın98 kombinasyonları için epigenetik markör olma olasılığı bulunan bant 

profilleri belirlenmiĢtir.   

       Örnek olarak, PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu için OPB11 

primerindeki epigenetik markör olma olasılığını ifade eden bant profilini ġekil 

IV.19‟da, Ġzgi01 x ES14 kombinasyonu için OPE8 primerindeki epigenetik markör 

olma olasılığını ifade eden bant profilini ġekil IV.20‟de, Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonu için OPE8 primerindeki epigenetik markör olma olasılığını ifade eden 

bant profilini ġekil IV.21‟de görebiliriz.   
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ġekil IV.19. PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda OPB11 primeri kullanılarak 

gerçekleĢtirilen “Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bantlar 

polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  Ergin dönem dayanıklılığı için 

PI178383 x Harmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2.  HpaII 

enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin 

dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı 

(duyarlı “bulk”), 4.  Ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 

duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 5.  HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin dönem 

dayanıklılığı için PI178383 x Harmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”), 6.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için PI178383 x 

Harmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 7.  Harmankaya99, 8.  

HpaII enzimi uygulanmıĢ Harmankaya99, 9.  MspI enzimi uygulanmıĢ 

Harmankaya99, 10.  PI178383, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ PI178383, 12.  MspI 

enzimi uygulanmıĢ PI178383, 13.  Fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 

xHarmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 14.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 dayanıklı F2 

DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi 

dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı 

“bulk”), 16.  Fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 duyarlı F2 

DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”),  17.  HpaII enzimi uygulanmıĢ fide dönemi 

dayanıklılığı için PI178383 xHarmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı 

“bulk”), 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için PI178383 

xHarmankaya99 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK.  Negatif Kontrol. 

 

       ġekil IV.19‟ da görüldüğü gibi, PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda, 6 

numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem e ait duyarlı F2 (duyarlı 

“bulk”) DNA karıĢımında ve 9 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ duyarlı 

anaç Harmankaya99‟ de görülen 680 bç büyüklüğündeki bant  beyaz oklar ile 

gösterilmiĢtir.  Diğer taraftan kırmızı ile belirtilen aynı bant, 8 numaralı örnek olan 

HpaII enzimi uygulanmıĢ duyarlı anaç Harmankaya99‟ de görülürken, 5 numaralı 

örnek olan HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin döneme ait duyarlı F2 (duyarlı “bulk”) 

680 bç 
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DNA karıĢımında görülmemiĢtir.  Bu nedenle bu, epigenetik markör olma olasılığı 

yüksek bir bant olarak nitelendirilebilir.   

 

ġekil IV.20.  Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonunda OPE8 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen “Bulk 

Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bantlar MspI enziminin kesimi sonucu 

oluĢan bantları, kırmızı ile gösterilen bantlar ise HpaII enzim kesiminden sonra oluĢan 

polimorfizmi iĢaret etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  Ergin dönem dayanıklılığı için 

Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı 

(dayanıklı “bulk”), 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 

x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 4.  Ergin dönem dayanıklılığı için 

Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 5.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı 

(duyarlı “bulk”), 6.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Ġzgi2001 x 

ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 7.  ES14, 8.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

ES14, 9.  MspI enzimi uygulanmıĢ ES14, 10.  Ġzgi2001, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

Ġzgi2001, 12.  MspI enzimi uygulanmıĢ Ġzgi2001, 13.  Fide dönemi dayanıklılığı için 

Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 14.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı 

(dayanıklı “bulk”), 15.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 

x ES14 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 16.  Fide dönemi dayanıklılığı 

için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”),  17.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı 

(duyarlı “bulk”), 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Ġzgi2001 x 

ES14 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK.  Negatif Kontrol. 

 

       ġekil IV.20‟ de görüldüğü gibi, Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonunda, 6 numaralı 

örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ ergin döneme ait duyarlı F2 (duyarlı “bulk”) 

DNA karıĢımında ve 9 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ duyarlı anaç 

ES14‟ de görülen 1000 bç‟ den büyük bant  beyaz oklar ile gösterilmiĢtir.  Diğer 

taraftan kırmızı ile belirtilen aynı bant, 5 numaralı örnek olan HpaII enzimi 

uygulanmıĢ ergin döneme ait duyarlı F2 (duyarlı “bulk”) DNA karıĢımında 
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görülürken, 8 numaralı örnek olan HpaII enzimi uygulanmıĢ duyarlı anaç ES14‟ de 

görülmemiĢtir.  Bu nedenle bu, epigenetik markör olma olasılığı yüksek bir bant 

olarak nitelendirilebilir.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.21. Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda OPE8 primeri kullanılarak gerçekleĢtirilen 

“Bulk Segregasyon Analizi”.  Beyaz oklar ile gösterilen bantlar polimorfizmi iĢaret 

etmektedir.  M: Markör (50bç), 1.  Ergin dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x 

Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 2.  HpaII enzimi uygulanmıĢ 

ergin dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı 

(dayanıklı “bulk”), 3.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için 

Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 4.  Ergin dönem 

dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 5.  

HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı 

F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 6.  MspI enzimi uygulanmıĢ ergin dönem dayanıklılığı 

için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), 7.  Aytın98, 8.  

HpaII enzimi uygulanmıĢ Aytın98, 9.  MspI enzimi uygulanmıĢ Aytın98, 10.  

Sönmez2001, 11.  HpaII enzimi uygulanmıĢ Sönmez2001, 12.  MspI enzimi uygulanmıĢ 

Sönmez2001, 13.  Fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 

DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 14.  HpaII enzimi uygulanmıĢ fide dönemi 

dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 

15.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 

dayanıklı F2 DNA karıĢımı (dayanıklı “bulk”), 16.  Fide dönemi dayanıklılığı için 

Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”),  17.  HpaII enzimi 

uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA 

karıĢımı (duyarlı “bulk”), 18.  MspI enzimi uygulanmıĢ fide dönemi dayanıklılığı için 

Sönmez2001 x Aytın98 duyarlı F2 DNA karıĢımı (duyarlı “bulk”), NK.  Negatif Kontrol. 

 

       ġekil IV.21‟ de görüldüğü gibi, Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda, 3 

numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ ergin döneme ait dayanıklı F2 (duyarlı 

“bulk”) DNA karıĢımında, 12 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ 

dayanıklı anaç Sönmez2001‟de ve  15 numaralı örnek olan MspI enzimi uygulanmıĢ 

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

 

250 bç 
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fide dönemine ait dayanıklı F2 (dayanıklı “bulk”) DNA karıĢımında da ortak olarak 

görülen 250 bç büyüklüğündeki bant  beyaz oklar ile gösterilmiĢtir.  Diğer taraftan 

kırmızı ile belirtilen aynı bant, 2 numaralı örnek olan HpaII enzimi uygulanmıĢ ergin 

döneme ait dayanıklı F2 (dayanıklı “bulk”) DNA karıĢımında ve 14 numaralı örnek 

olan HpaII enzimi uygulanmıĢ fide dönemine ait dayanıklı F2 (dayanıklı “bulk”) 

DNA karıĢımında da görülürken, 11 numaralı örnek olan HpaII enzimi uygulanmıĢ 

dayanıklı anaç Sönmez2001‟de görülmemiĢtir.  Bu nedenle bu, epigenetik markör 

olma olasılığı yüksek bir bant olarak nitelendirilebilir.   

       Epigenetik markör değerlendirmeleri, her üç kombinasyonda da anaçlar ile fide 

ve ergin döneme ait dönemlerine ait dayanıklı ve duyarlı F2 karıĢımlarındaki toplam 

polimorfik bant sayıları hesaplanarak yapılmıĢtır.  Buna göre, epigenetik markör 

olma olasılığını ifade eden PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda 69 adet, 

Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda 73 adet ve Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonunda 79 adet bant profili belirlenmiĢtir.  Elde edilen sonuçlara göre, en 

fazla epigenetik markör olma olasılığına sahip bant profili Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonuna aittir (ġekil IV.22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil IV.22. CRED-RA yöntemi ile analiz edilen bulklar arasındaki epigenetik markör yüzdeleri. 

 

       Her üç kombinasyonda fide ve ergin döneme ait dayanıklı ve duyarlı F2 

karıĢımlarından elde edilen sonuçlar ayrı ayrı olarak değerlendirilmiĢtir.          
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       PI178383xHarmankaya99 kombinasyonuna ait ergin döneme ait dayanıklı F2 

karıĢımında 15 adet, ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında 10 adet, fide dönemine 

ait dayanıklı F2 karıĢımında 19 adet ve fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında 25 

adet metilasyon polimorfizmi gösteren bant bulunmuĢtur.   

       Ġzgi01xES14 kombinasyonuna ait ergin döneme ait dayanıklı F2 karıĢımında 9 

adet, ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında 24 adet, fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımında 15 adet ve fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında 25 adet metilasyon 

polimorfizmi gösteren bant bulunmuĢtur. 

       Sönmez2001xAytın98 kombinasyonuna ait ergin döneme ait dayanıklı F2 

karıĢımında 20 adet, ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında 13 adet, fide dönemine 

ait dayanıklı F2 karıĢımında 24 adet ve fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında 22 

adet metilasyon polimorfizmi gösteren bant bulunmuĢtur.   

       Tüm elde edilen sonuçlar incelendiğinde, her üç kombinasyon arasında en fazla 

epigenetik markör olma olasılığı yüksek bant profili gösteren Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonu, en az epigenetik markör olma olasılığı yüksek bant profili gösteren 

PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonudur.   

       Her üç kombinasyon arasında, en fazla epigenetik markör olma olasılığı yüksek 

bant profili gösteren hem PI178383 x Harmankaya99 hem de Ġzgi01 x ES14 

kombinasyonunda fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımı, en az epigenetik markör 

olma olasılığı yüksek bant profili gösteren Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda ergin 

döneme ait dayanıklı F2 karıĢımıdır.     

       PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonlarının CRED-RA analiz sonuçlarına ait DNA metilasyon polimorfizmi 

ve epigenetik markör değerlendirmelerinden elde edilen sonuçlar Tablo IV.6‟ da 

verilmiĢtir.   
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Tablo IV.6. CRED-RA yöntemi ile yapılan bulklarda metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markör 

oranlarının karĢılaĢtırılması.    

Genotipler 

DNA METĠLASYON POLĠMORFĠZMĠ 

BANT SAYISI VE ORANLARI 

EPĠGENETĠK MARKÖR BANT SAYISI 

VE ORANLARI 

PI178383x 

Harmankaya99 

Ġzgi01x 

ES14 

Sönmez2001x 

Aytın98 

PI178383x 

Harmankaya99 

Ġzgi01x 

ES14 

Sönmez2001x 

Aytın98 

Ergin 

Döneme Ait 

Dayanıklı 

F2 KarıĢımı 

115 (%41) 82 (%60) 96 (%58) 15 (%60) 9 (%27) 20 (%60.60) 

Ergin 

Döneme Ait 

Duyarlı F2 

KarıĢımı 

166 (%59) 55 (%40) 69 (%42) 10 (%40) 24 (%73) 13 (%39.40) 

Fide 

Dönemine 

Ait 

Dayanıklı 

F2 KarıĢımı 

108 (%54) 69 (%52) 70 (%44) 19 (%43) 15 (%37) 24 (%52.17) 

Fide 

Dönemine 

Ait Duyarlı 

F2 KarıĢımı 

92 (%46) 65 (%48) 89 (%56) 25 (%57) 25 (%63) 22 (%47.83) 

 

       CRED-RA analizleri yardımıyla yapılan sarı pas hastalığına dayanıklı ve duyarlı 

buğday çeĢitlerine ait F2 karıĢımlarında elde edilen veriler karĢılaĢtırıldığında bazı 

primerlerin metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markör değerlendirilmelerinde 

dikkat çekici sonuçlar verdiği görülmüĢtür.   

       Örneğin; PI178383xHarmankaya99 kombinasyonuna ait ergin döneme ait 

dayanıklı F2 karıĢımında %12.1 oranı ile OPK4 primeri en fazla DNA metilasyon 

polimorfizmi gösterirken, bu primerle yapılan analizlerde epigenetik markör olasılığı 

gösteren bant profili görülmemiĢtir.  Ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında ise, 

DNA metilasyon polimrfizmi açısından yine %9.64 oranı ile OPK4 primeri örnek 

verilebilir.  Fakat epigenetik markör olasılığı açısından en fazla olan %40 oranı ile 

OPB2 primeri örnek verilebilir.  Bunların yanında fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımında ise DNA metilasyon polimorfizmi açısından %12.04 ile OPA15 primeri 

ve epigenetik markör olasılığı açısından %21.05 ile OPK4 primeri örnek verilebilir.  

Bu kombinasyona ait fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında ise DNA metilasyon 
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polimorfizmi açısından %8.70 ile OPA5 ve OPC9 primerleri; epigenetik markör 

olasılığı açısından %16 ile OPB11 primeri görülebilir (TabloIV.7).    

       Örneğin; Ġzgi01xES14 kombinasyonunda ergin döneme ait dayanıklı F2 

karıĢımında %7.32 oranı ile OPC9 ve OPF13 primerleri en fazla DNA metilasyon 

polimorfizmi gösterirken, epigenetik markör değerlendirmelerinde ise %33.33 ile 

OPE8 primeri en yüksek oranda sonuç vermiĢtir.  Ergin döneme ait duyarlı F2 

karıĢımında ise, DNA metilasyon polimorfizmi açısından yine %12.73 oranı ile 

OPA14 primeri örnek verilebilir.  Fakat epigenetik markör açısından en fazla olan 

%20.83 oranı ile UBC199 primeri örnek verilebilir.  Bunların yanında fide dönemine 

ait dayanıklı F2 karıĢımında ise DNA metilasyon polimorfizmi açısından %8.70 ile 

OPE8 primeri ve epigenetik markör açısından %20 ile OPM9 primeri örnek 

verilebilir.  Bu kombinasyona ait fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında ise DNA 

metilasyon polimorfizmi açısından %12.3 ile OPM9; epigenetik markör açısından 

%20 ile UBC199 primeri görülebilir (TabloIV.8).    

       Ayrıca, Sönmez2001xAytın98 kombinasyonuna ait ergin döneme ait dayanıklı 

F2 karıĢımında %12.5 oranı ile OPE8 primeri en fazla DNA metilasyon polimorfizmi 

gösterirken, yapılan analizlerde %25 ile OPB11 primeri, epigenetik markör profili 

göstermiĢtir.  Aynı Ģekilde, ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında ise, DNA 

metilasyon polimorfizmi açısından yine %14.49 oranı ile OPE8 primeri örnek 

verilirken, epigenetik markör açısından % 30.77 oranı ile OPB11 primeri örnek 

verilebilir.  Bunların yanında fide dönemine ait dayanıklı F2 karıĢımında, DNA 

metilasyon polimorfizmi açısından %21.43 ile OPE8 primeri ve epigenetik markör 

açısından %20.83 ile OPB11 primeri örnek verilebilir.  Bu kombinasyona ait fide 

dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında ise yine DNA metilasyon polimorfizmi 

açısından %11.24 ile OPE8; epigenetik markör açısından %27.27 ile OPB11 primeri 

görülebilir (TabloIV.9).  

       DNA metilasyon polimorfizmi açısından tüm kombinasyonlar göz önünde 

bulundurulduğunda, ergin döneme ait dayanıklı F2 karıĢımında OPE8 primeri, ergin 

döneme ait duyarlı F2 karıĢımında yine OPE8 primeri, fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımında yine OPE8 primeri, fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında yine OPE8 

primeri öne çıkmaktadır.   

       Epigenetik markör değerlendirmeleri açısından tüm kombinasyonlar göz önünde 

bulundurulduğunda, ergin döneme ait dayanıklı F2 karıĢımında OPE8 primeri, ergin 

döneme ait duyarlı F2 karıĢımında OPB2 primeri, fide dönemine ait dayanıklı F2 
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karıĢımında OPK4 primeri, fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında OPB11 primeri 

öne çıkmaktadır.   

       Tüm bu değerlendirmeler sonucunda, metilasyon çalıĢmalarında, yüksek 

polimorfizm elde etmek amacıyla OPK4, OPM9, OPB2, UBC199, OPE8 ve OPB11 

primerlerinden yararlanmak yapacağımız çalıĢmanın önemi açısından faydalı 

olacaktır.     
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TabloIV.7. PI178383xHarmankaya99 kombinasyonuna ait metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markör değerlerinin primerler açısından incelenmesi. 

 

DAYANIKLI VE DUYARLI BULKLARDA YAPILAN CRED-RA ANALĠZLERĠ 

 PI178383xHarmankaya99 

 FĠDE DÖNEMĠNE AĠT DENEMELER  ERGĠN DÖNEME AĠT DENEMELER 

 Dayanıklı F2 KarıĢımı Duyarlı F2 KarıĢımı Dayanıklı F2 KarıĢımı Duyarlı F2 KarıĢımı 

Primerin 

Adı 

DNA 

Met.  

Pol. 

% 

oran 
Epimarkör 

% 

oran 

DNA 

Met.  

Pol. 

% 

oran 
Epimarkör 

% 

oran 

DNA 

Met.  

Pol. 

%    

oran 
Epimarkör 

% 

oran 

DNA 

Met.  

Pol. 

% 

oran 
Epimarkör % oran 

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 - - 
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OPC-09 7 6, 48 - - 8 8, 70 - - 2 1, 74 - - - - 1 10, 00 

OPC-15 1 0, 93 - - - - - - 1 0, 87 - - 1 0, 60 - - 

OPC-19 3 2, 78 - - 3 3, 26 - - 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 3, 26 - - 2 1, 74 - - 4 2, 41 - - 

OPE-08 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 - - 

OPF-13 1 0, 93 - - 3 3, 26 - - 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 - - 

OPH-04 1 0, 93 - - - - 1 4, 00 - - - - - - - - 

OPH-11 - - 1 5, 26 3 3, 26 2 8, 00 1 0, 87 1 6, 67 4 2, 41 - - 

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 3, 61 - - 

OPK-04 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 - - - - - - - - - - - - - - - - 

UBC-199 1 0, 93 2 10, 53 4 4, 35 - - 5 4, 35 1 6, 67 8 4, 82 - - 

UBC-212 6 5, 56 - - - - - - 6 5, 22 - - 2 1, 20 - - 

UBC-359 - - - - - - - - - - - - - - - - 

UBC-551 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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TabloIV.8. Ġzgi01xES14 kombinasyonuna ait metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markör değerlerinin primerler açısından incelenmesi. 

 

DAYANIKLI VE DUYARLI BULKLARDA YAPILAN CRED-RA ANALĠZLERĠ 

 ĠZGĠ01xES14 

 FĠDE DÖNEMĠNE AĠT DENEMELER  ERGĠN DÖNEME AĠT DENEMELER 

 Dayanıklı F2 KarıĢımı Duyarlı F2 KarıĢımı Dayanıklı F2 KarıĢımı 

Primerin 

Adı 

DNA 

Met.  

Pol. 

% 

oran 
Epimarkör 

% 

oran 

DNA Met.  

Pol. 

% 

oran 
Epimarkör 

% 

oran 

DNA Met.  

Pol. 

% 

oran 
Epimarkör 

% 

oran 

DNA 

Met.  

Pol. 

% oran 
Epimar

kör 

% 

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 - - 3 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 - - 1 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  9  55  24  
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TabloIV.9. Sönmez2001xAytın98 kombinasyonuna ait metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markör değerlerinin primerler açısından incelenmesi. 

 

DAYANIKLI VE DUYARLI BULKLARDA YAPILAN CRED-RA ANALĠZLERĠ 

 Sönmez2001xAytın98 

 FĠDE DÖNEMĠNE AĠT DENEMELER  ERGĠN DÖNEME AĠT DENEMELER 

 Dayanıklı F2 KarıĢımı Duyarlı F2 KarıĢımı Dayanıklı F2 KarıĢımı Duyarlı F2 KarıĢımı 

Primerin 

Adı 

DNA 

Met.  

Pol. 

 Epimarkör  

DNA 

Met.  

Pol. 

 Epimarkör  

DNA 

Met.  

Pol. 

 Epimarkör  
DNA 

Met.  Pol. 
 Epimarkör  

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 1 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 - - - - - - - - - - - - - - - - 
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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 kapsamında yapılan DNA metilasyon polimorfizmi ve 

epigenetik markör değerlendirmeleri sonucunda, kombinasyonlara ait anaçlar 

arasında polimorfizm belirlenmesine rağmen yine bu kombinasyonlara ait genetik 

açılım gösteren F2 populasyonlarında aynı polimorfizm belirlenememiĢ, dolayısıyla 

sarı pas hastalığı dayanıklılık kaynağı ile genetik olarak bağlantı gösteren bir markör 

elde edilememiĢtir.   

       DNA metilasyon polimorfizminden kaynaklanan polimorfizmi belirlemek 

amacıyla yapılan çalıĢmalara bakıldığında, bulk segregasyon analizleri kapsamında 

herhangi bir literatüre ulaĢılamamıĢtır.  Ancak, DNA metilasyon polimorfizmini, 

genetik ve epigenetik farklılıkları belirlemek amacıyla birçok bitkide çeĢitli teknikler 

yardımıyla birçok çalıĢma yapılmıĢtır.  Örneğin, MSAP tekniği yardımıyla, bazı 

pirinç hibritlerinde görülen DNA metilasyon polimorfizmini açıklayan Xiong ve 

arkadaĢlarının (1999) yaptığı çalıĢmada, toplamda görülen 1,076 fragmentin içinde 

46 tane farklı metilasyon bölgesi (epi-markör) olduğunu belirlemiĢtir.  

AraĢtırmacılar, bu epi-markörlerin bireye özgü veya hibrite özgü farklı gen 

anlatımlarını açıklamada bir ipucu olduğunu gözlemlemiĢlerdir.  Ashikawa ve 

arkadaĢları (2001), birkaç tekrarlı pirinç kültüründe MSAP tekniği yardımıyla, 

genomda rastgele yerleĢmiĢ farklı metilasyon bölgelerini taĢıyan fragmentleri 

göstermiĢlerdir.  Ayrıca, Cervera ve arkadaĢları (2002) tarafından yapılan çalıĢmada, 

ekotipler arası karĢılaĢtırmasında toplam fragmentlerin yaklaĢık % 35‟inin ve bir 

ekotip içinde yapılan karĢılaĢtırmada toplam fragmentlerin yaklaĢık %1‟inden daha 

azının epi-markörü temsil ettiği bildirilmiĢtir.  Marfil ve arkadaĢları (2009) 

tarafından yapılan çalıĢmada, patates bitkisinde MSAP ve Southern blot teknikleri 

kullanılarak geniĢ bitki genomundaki metilasyon bölgeleri ve metilenme seviyesi 

incelenmiĢtir.  Sonuçta bitkinin mitokondrial ve nüklear DNA‟sında görülen 

metilasyon farklılıkları belirlenmiĢtir.  Bu sonuçlar ile birlikte bizim sonuçlarımız 

göz önüne alındığında, patates, pirinç ve diğer tahıllarda fenotipi etkileyen epigenetik 

varyasyonların her zaman olabileceği ve epigenetik varyasyonların türlere göre farklı 

Ģekilde ortaya çıktığı görülmüĢtür.   
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BÖLÜM V 

       SON DEĞERLENDĠRMELER ve ÖNERĠLER 

       Türkiye, Yakın ve Orta Doğu‟nun en önemli ekmeklik buğday üreticilerindendir.  

Ancak buğday tarımını olumsuz yönde etkileyen sarı pas hastalığı özellikle epidemi 

yıllarında tüm dünyanın ve ülkemizin karĢı karĢıya kaldığı önemli bir sorundur.  Bu 

hastalık sonucunda oluĢan zararı azaltmak için izlenecek en etkili yaklaĢım, dayanıklı 

çeĢitlerin ıslahının yapılmasıdır.   

       Genetik dayanıklılık, sarı pas hastalığına karĢı mücadelede kullanılan çevre 

açısından risk taĢımayan güvenilir bir yöntemdir.  Bitkilerin, Puccinia mantarı ile 

klasik olarak test edilmesi uzun zaman almakta, fazla iĢ gücü gerekmekte ve 

inokulasyon sırasında sorunlarla karĢılaĢılmaktadır.  Bu problemler dayanıklılık 

çalıĢmalarının yavaĢ ilerlemesine neden olmaktadır.  Bütün bu olumsuzluklar, sarı 

pasa karĢı dayanıklılık sağlayan gene bağlı moleküler markör veya markörlerin 

geliĢtirilmesiyle aĢılabilmektedir.  Moleküler markörler kullanarak bitkilerin çok 

erken döneminde (fide dönemi) dayanıklılık geni taĢıyıp/taĢımadıkları hızlı ve 

güvenli Ģekilde test edilmektedir.  Moleküler markörler, aynı anda çok bitkinin 

analizine imkân tanımakta ve aynı bitkide birden fazla dayanıklılık geni analiz 

edilebilmektedir.  Bununla birlikte dayanıklılık genine bağlı moleküler markörlerin 

belirlenmesi, dayanıklılık geninin klonlanması için önemli bir adım oluĢturmaktadır.  

Bitki ıslahında moleküler markörlerin kullanımı büyük avantajlar sağlamaktadır.  

Sarı pas dayanıklılığı, buğday ıslah programlarının baĢlıca araĢtırma konularından 

biridir.  Son yıllarda sarı pasa dayanıklılık genlerinin bulunmasına ve genomdaki 

yerlerinin saptanmasına yönelik çalıĢmalar yaygınlık kazanmıĢtır (Christiansen ve 

ark., 2006). 

       Bu çalıĢmada, 6 farklı kıĢlık ekmeklik buğday çeĢidinde (PI178383, 

Harmankaya99, Ġzgi01, ES14, Sönmez2001 ve Aytın98) ve kombinasyonlarına 

(PI178383 x Harmankaya99, Ġzgi01 x ES14, Sönmez2001 x Aytın98) ait genetik 

açılım gösteren F2 populasyonlarında DNA metilasyonuna ve epigenetik farklılıklara 
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bağlı polimorfizm RAPD ve CRED-RA analizleri kullanılarak belirlenmeye 

çalıĢılmıĢtır.  Tüm anaç ve kombinasyonlar, moleküler karakterizasyon ve sarı pas 

dayanıklılık geni ile iliĢkili markörlerin belirlenmesi amacıyla 50 adet RAPD primeri 

kulanılarak PZR analizlerine tabi tutulmuĢlardır.  Bu tarama sonucunda, çeĢitler 

arasında 5 adet primer ile monomorfik bant profili elde edilirken, 45 adet primer ile 

polimorfik bant profili elde edilmiĢtir.  Elde edilen 2563 bandın %14‟ü polimorfik, 

%86‟sı monomorfik bantlardır.  Tüm kombinasyonlarda elde edilen sonuçlar 

değerlendirildiğinde, en fazla polimorfik bant veren primerin %39.13 oranı ile OPD-

19 ve en fazla monomorfik bant veren primerin %86.28 oranı ile OPA-17 olduğu 

gözlenmiĢtir.  Ortalamalar alınarak değerlendirildiğinde, ortalama polimorfik bant 

sayısı 7.14 olarak hesaplanmıĢtır.  Ayrıca, anaçlara ait DNA‟lar ile yapılan PZR 

analizleri sonucunda polimorfik görülen toplam 45 adet primerin PI178383 x 

Harmankaya99,  Ġzgi2001 x ES14 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonlarındaki 

dağılımları da incelenmiĢtir. Bazı primerler kombinasyonlar arasında ortak olmakla 

beraber, PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonu için 25 adet monomorfik ve 25 

adet polimorfik bant profili gösteren primer,  Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonu için 

yine 25 adet monomorfik ve 25 adet polimorfik bant profili gösteren primer ve 

Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonu için 11 adet monomorfik ve 39 adet 

polimorfik bant profili gösteren primer olduğu gözlenmiĢtir.  Her kombinasyona ait 

anaçlar arasında polimorfik olarak belirlenen primerler, bu kombinasyonalara ait 

genetik açılım gösteren fide ve ergin dönem F2 DNA karıĢımlarında da incelenerek 

sarı pas dayanıklılığı ile genetik bağlantı gösteren bir markör elde edilebilmek 

amacıyla Bulk Segregasyon Analizleri‟ne tabi tutulmuĢlardır.  Buna göre, en fazla 

polimorfizm oranı Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda görülmüĢ ancak hiçbir 

kombinasyonda markör niteliği taĢıyan bant profili elde edilememiĢtir.   

       RAPD analizleri yanı sıra yine aynı anaç ve kombinasyonlarda DNA 

metilasyonuna ve epigenetik farklılıklara bağlı polimorfizmi belirlemek için CRED-

RA analizleri ve bu verilere dayalı markör eldesi amacıyla da BSA 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  DNA metilasyonun nasıl gerçekleĢtiği hakkındaki bilgiler, 

genellikle fenotipik varyasyonlar ile sınırlıdır.  Ayrıca, genetik modifikasyonların da 

birçok fenotipik varyasyonlara sebep olduğu bilinmektedir.  Tüm genotiplere ve 

kombinasyonlara ait DNA örnekleri CRED-RA analizleri için farklı duyarlılığa sahip 

kesim enzimleri (HpaII ve MspI) ile muamale edilmiĢ ve RAPD ile aynı koĢullar 

altında PZR‟a tabi tutulmuĢlardır. Anaçlara ait DNA‟larda görülen polimorfizme 
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göre belirlediğimiz kombinasyonlar arasında en çok PI178383 x Harmankaya99 

kombinasyonunun CRED-RA analizlerinde yüksek oranda polimorfizm gösterdiği 

tespit edilmiĢtir.   

       ÇalıĢmamızda materyal olarak kullanılan buğday çeĢitleri ile 50 adet RAPD 

primeri kullanılarak yapılan CRED-RA analizlerinde, PI178383 x Harmankaya99 

kombinasyonu için 44 adet, Ġzgi2001 x ES14 kombinasyonu için 38 adet ve 

Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonu için 40 adet polimorfik bant profili gösteren 

primer olduğu gözlenmiĢtir.  CRED-RA analizleri sonucu elde edilen veriler, DNA 

metilasyon polimorfizmi ve epigenetik markör olarak iki farklı Ģekilde 

değerlendirilmiĢtir.  Anaç genotipler ile 50 adet RAPD primerinin PZR analizine tabi 

tutulması sonucunda, PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda %39, Ġzgi01 x 

ES14 kombinasyonuna ait %34 ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait %27 

oranında DNA metilasyon polimorfizmini ifade eden bandın olduğu görülmüĢtür.  

Buna ek olarak epigenetik markör değerlendirilmelerinde ise, PI178383 x 

Harmankaya99 kombinasyonu için % 5.2, Ġzgi01 x ES14 kombinasyonu için % 4.9 

ve Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonu için % 2.5 oranında epigenetik markör 

olma olasılığı yüksek bant olduğu belirlenmiĢtir.  Ancak, hiçbir kombinasyonda sarı 

pas dayanıklılığı ile genetik bağlantı gösteren bir markör elde edilememiĢtir.   

       Her kombinasyona ait anaçlar arasında polimorfik olarak belirlenen primerler, 

bu kombinasyonalara ait genetik açılım gösteren fide ve ergin dönemlere ait F2 DNA 

karıĢımlarında da incelenerek Bulk Segregasyon Analizleri‟ne tabi tutulmuĢlardır.  

Tüm kombinasyonlara ait genetik açılım gösteren fide ve ergin dönem F2 DNA 

karıĢımlarında yapılan CRED-RA analizleri sonucunda, DNA metilasyon 

polimorfizmi açısından PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonunda toplam 481 

adet, Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda toplam 271 ve Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonunda ise toplam 324 adet bant gözlemlenmiĢtir.   

       Bunun yanında epigenetik markör açısından PI178383 x Harmankaya99 

kombinasyonunda toplam 69 adet, Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda toplam 73 ve 

Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonunda ise toplam 79 adet bant gözlemlenmiĢtir.  

Bu sonuçlar değerlendiğinde, her üç kombinasyon arasında en fazla epigenetik 

markör olma olasılığı yüksek bant profili gösteren Sönmez2001 x Aytın98 

kombinasyonu, en az epigenetik markör olma olasılığı yüksek bant profili gösteren 

PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonudur.  Her üç kombinasyon arasında, en 

fazla epigenetik markör olma olasılığı yüksek bant profili gösteren hem PI178383 x 
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Harmankaya99 hem de Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda fide dönemine ait duyarlı 

F2 karıĢımı, en az epigenetik markör olma olasılığı yüksek bant profili gösteren 

Ġzgi01 x ES14 kombinasyonunda ergin döneme ait dayanıklı F2 karıĢımıdır. 

       PI178383 x Harmankaya99 kombinasyonuna ait ergin döneme ait dayanıklı F2 

karıĢımında %12.1 oranı ile OPK4 primeri en fazla DNA metilasyon polimorfizmi 

gösterirken, bu primerle yapılan analizlerde epigenetik markör profili elde 

edilememiĢtir.  Ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında ise, DNA metilasyon 

polimorfizmi açısından yine %9.64 oranı ile OPK4 primeri örnek verilebilir.  Fakat 

epigenetik markör açısından en fazla olan % 40 oranı ile OPB2 primeri örnek 

verilebilir.  Bunların yanında fide dönemine ait dayanıklı F2 karıĢımında ise DNA 

metilasyon polimorfizmi açısından %12.04 ile OPA15 primeri ve epigenetik markör 

açısından %21.05 ile OPK4 primeri örnek verilebilir.  Bu kombinasyona ait fide 

dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında ise DNA metilasyon polimorfizmi açısından 

%8.70 ile OPA5 ve OPC9 primerleri; epigenetik markör açısından %16 ile OPB11 

primeri görülebilir.  Ġzgi01 x ES14 kombinasyonuna ait ergin döneme ait dayanıklı 

F2 karıĢımında %7.32 oranı ile OPC9 ve OPF13 primerleri en fazla DNA metilasyon 

polimorfizmi gösterirken, bu primerle yapılan analizlerde %33.33 ile OPE8 primeri 

epigenetik markör görülmüĢtür.  Ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında ise, DNA 

metilasyon polimorfizmi açısından yine %12.73 oranı ile OPA14 primeri örnek 

verilebilir.  Fakat epigenetik markör açısından en fazla olan % 20.83 oranı ile 

UBC199 primeri örnek verilebilir.  Bunların yanında fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımında ise DNA metilasyon polimorfizmi açısından %8.70 ile OPE8 primeri ve 

epigenetik markör açısından %20 ile OPM9 primeri örnek verilebilir.  Bu 

kombinasyona ait fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında ise DNA metilasyon 

polimorfizmi açısından %12.3 ile OPM9; epigenetik markör açısından %20 ile 

UBC199 primeri görülebilir.  Sönmez2001 x Aytın98 kombinasyonuna ait ergin 

döneme ait dayanıklı F2 karıĢımında %12.5 oranı ile OPE8 primeri en fazla DNA 

metilasyon polimorfizmi gösterirken, yapılan analizlerde %25 ile OPB11 primeri, 

epigenetik markör profili göstermiĢtir.  Aynı Ģekilde, ergin döneme ait duyarlı F2 

karıĢımında ise, DNA metilasyon polimorfizmi açısından yine %14.49 oranı ile 

OPE8 primeri örnek verilirken, epigenetik markör açısından % 30.77 oranı ile 

OPB11 primeri örnek verilebilir.  Bunların yanında fide dönemine ait dayanıklı F2 

karıĢımında, DNA metilasyon polimorfizmi açısından %21.43 ile OPE8 primeri ve 

epigenetik markör açısından %20.83 ile OPB11 primeri örnek verilebilir.  Bu 
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kombinasyona ait fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında ise yine DNA metilasyon 

polimorfizmi açısından %11.24 ile OPE8; epigenetik markör açısından %27.27 ile 

OPB11 primeri görülebilir.   

       Bu veriler incelendiğinde, DNA metilasyon polimorfizmi açısından tüm 

kombinasyonlar göz önünde bulundurulduğunda, hem fide dönemi hem de ergin 

dönemde dayanıklı ve duyarlı F2 karıĢımlarında OPE8 primeri öne çıkmaktadır.  

Ayrıca, epigenetik markör değerlendirmeleri açısından tüm kombinasyonlar göz 

önünde bulundurulduğunda, ergin döneme ait dayanıklı F2 karıĢımında OPE8 

primeri, ergin döneme ait duyarlı F2 karıĢımında OPB2 primeri, fide dönemine ait 

dayanıklı F2 karıĢımında OPK4 primeri, fide dönemine ait duyarlı F2 karıĢımında 

OPB11 primeri öne çıkmaktadır.   

       Bu tez çalıĢması sonucunda ayrıca, Türkiye‟de yetiĢtirilen bazı buğday çeĢitleri 

arasındaki moleküler olarak genetik polimorfizm saptamak için her bir primerde 

görülen polimorfik bant sayısı hesaplanmıĢ ve buğday genotiplerini DNA 

seviyesinde birbirinden ayırmamıza yarayan en uygun RAPD primerinin OPD-19 

olduğu  belirlenmiĢtir.   

       Bitkilerdeki epigenetik ve genetik sistemler arasındaki etkileĢimin nasıl olduğu 

yönündeki bilgiler oldukça sınırlıdır. Bu çalıĢmada kombinasyonlar arasında 

belirlenen epi-markörlerin bireye özgü veya hibrite özgü farklı gen anlatımlarını 

açıklamada bir ipucu olabileceği ve epigenetik varyantların seçiminde bundan sonra 

yapılacak araĢtırmalara veri sağlayacağı düĢünülmektedir.   

       Tüm bunlar göz önünde bulundurularak; genetik ve epigenetik polimorfizm 

oranlarının çeĢitlere özgü olduğu ve moleküler markörler yardımıyla epigenetik 

polimorfizmin belirlenebileceği söylenebilir.   
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