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Derleme (Review)

Nematod taksonomisinde kullanilan molektiler markorler

Molecular markers used in nematode taxonomy
Ugur GOZEL" Cigdem YURT’ Cigdem GOZEL'

Summary

Morphological characters and morphometric measurements are used for diagnosis and identification of
nematodes. In some cases, reliable results can not be achieved by classic methods. Therefore, molecular markers
have been applied to nematode identification. Molecular markers are methods based on DNA. In this article,
information regarding to the most common molecular marker techniques including Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Microsatellites (SSR, STR, ISSR),
Random Amplified Polymorphic DNA (RADP), Single Nucleotide Polymorphism (SNP) and DNA Sequence Analysis
(mtDNA and rDNA) was given and the studies done by using these methods were reviewed.
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Ozet

Nematodlarin teshis ve tanimlamalarinda morfolojik karakterler ve morfometrik élgtimler kullaniimaktadir. Bazi
durumlarda klasik teshis yéntemleri ile glvenilir sonuglar elde etmek zor olabilmektedir. Bu nedenle nematodlarin
dogru ve hizl tanimlanmasinda molekuler markdrlerden yararlaniimaktadir. Molekiler markdrler; DNA baz alinarak
uygulanan ydntemlerdir. Bu makalede, nematod taksonomisinde yaygin olarak kullanilan molekuler markérlerden
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Cogaltiimis Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), Mikrosatellitler
(SSR, STR, ISSR), Rastgele Gogaltiimig Polimorfik DNA (RADP), Tek Nukleotid Polimorfizmi (SNP) ve DNA dizi
analizi (mtDNA ve rDNA) hakkinda bilgi verilerek bu metodlarin kullanildigi 6rnek ¢alismalar derlenmistir.

Anahtar so6zciikler: DNA, molekiler markorler, teshis, nematod
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Giris

Nematodlar, Dlnya Uzerinde en yaygin bulunan canli gruplarindan birisidir (Boucher &
Lambshead, 1993). Hayvanlar aleminin en genis subelerinden biri olan Nematoda subesi igcerisinde 100
bin ile 1 milyon araliginda turin variidr tahmin edilmektedir (May, 1988; Hammond, 1992; Lambshead,
1993; Coomans, 2000). Ancak bu tirlerin ¢ok blylk bir kismi henliz tanimlanmamistir (Hugot et al.,
2001; Coomans, 2002). Teshisi yapilmigs nematodlarin yaklasik yarisi tuzlu su (deniz/okyanus)
ekosisteminde, diger yarisi ise hayvanlarda parazit olarak, toprak ile tath sularda serbest yasam
formunda ve bitki paraziti olarak yagsamaktadir. Serbest yasayan nematodlarin biyik bir kismi topraktaki
organik maddeler Uzerinde gelisen alg, fungus ve bakteri gibi mikroorganizmalar ile beslenir, bazilari ise
karnivor Ozellik gbsterir. Parazit yasayan nematodlarin ¢odu bitki ve hayvan yetistiriciliginde blyUk
ekonomik kayiplara, insanlarda ise ciddi hastaliklara neden olmaktadir (Manzanilla-Lopes et al., 2004).
Diger parazit nematodlarin konukgulari zararli béceklerdir, entomopatojen nematodlar olarak adlandirilan
bu tlrler biyolojik micadele etmeni olarak zararli béceklerin kontroliinde etkin olarak kullanilirlar.

Farkl habitatlarda ve konukgularda yasayabilme yeteneklerinin anlasilabilmesi i¢in nematodlarin
akrabalik iligkilerinin ve gegirdikleri evrimlerin belirlenebilmesi gerekmektedir. Bununla ilgili galismalarda
1980’lere kadar morfolojik 6zellikler ve morfometrik Olgimler kullaniimistir. Morfolojik olarak dis
gorunaslerindeki farkhliklar, nematodlarin vicut kisimlarinin élgiimlerine dayanan morfometrik veriler,
nematod teshisinde kullaniimaktadir. Fakat morfolojik teshis asamalarinin zorlugu, zaman almasi,
uzmanlik gerektirmesi ve bu konuda yeterli teknik bilgiye sahip kisi sayisinin azlidi, bu teshis yénteminin
giderek kullaniminin azalmasina neden olmaktadir. Buna karsin, morfolojik teshis ile ilgili bu
dezavantajlari ortadan kaldiran molekuler teshis ydntemleri oldukga cazip hale gelmektedir.

Nematodlarin teshis calismalarinda morfolojik ydntemlerin yaninda molekller ydntemlerde
kullaniimaktadir (Mayr & Ashlock, 1991). Molekller markérlerin nematod taksonomisinde kullanildigi
bircok calisma yapilmistir (Hussey, 1979; Platzer, 1981; Fox & Atkinson, 1986; Curran, 1991; Hyman &
Powers, 1991; Hyman & Whipple, 1996; Jones et al., 1997; Powers & Fleming, 1998). Molekiler
markorlerde; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), Mikrosatellit, Minisatellit, RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) ve SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) yéntemleri ile DNA dizi analizi gibi yéntemler kullaniimaktadir.

Molekiiler markorler

Morfolojik ve biyokimyasal markdrler yapilarindan kaynaklanan dezavantajlarindan dolayi
ginimizde yerini ya molekller markérlere birakmaktadir ya da molekller markérler ile birlikte
karsilastinimali c¢alismalarda kullaniimaktadir. DNA esas alinarak yapilan teshislerde gdézlemlenen
polimorfizm morfolojik ve biyokimyasal markdr tekniklerinde gdzlemlenenlere oranla daha yuUksektir.
Ayrica molekiler ydntemlerde kuguk bir miktar DNA ydntemin uygulanabilmesi igin yeterli olmaktadir.
izoenzim yéntemi ile karsilastirildiginda, genomun belirli bir bdlgesinde degil tim genom ile calisma
olanagd! sunmaktadirlar.

Bu calismada, nematodlarin tanimlamasinda en sik kullanilan molekiler markérler olarak (Jones et
al., 1997; Powers & Fleming, 1998), RFLP, AFLP, Mikrosatellitter (SSR, STR, ISSR), RAPD, SNP ve
DNA dizi analizi (Mitokondryal DNA, Ribozomal DNA) ydntemleri hakkinda bilgi verilmistir.

RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

RFLP ybntemi ilk ve en eski molekiler markér ydntemidir. Restriksiyon enzimlerinin DNA
zincirindeki 6zel 4-8 baz ciftlik (b¢) nikleotid dizilerini taniyarak restriksiyon bdlgeleri olarak bilinen
yerlerden kesmesi temeline dayanir. Elde edilen DNA parcasi elektroforez ile ayrildiktan sonra etidyum
brom(r ile boyanir ve nitrosellloz bir filireye aktarilir (Souther blotting) (Southern, 1975). Bu filtre
etiketlenmis DNA problarinin hibridizasyonunu saglar. Hibridizasyon sonrasinda radyoaktif etiketli ¢ift
zincirli DNA molekdlleri elde edilir (Southern, 1975; Beckmann & Soller, 1983). Boylece farkli DNA
bantlari gézlemlenebilir.
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Bu ydontemde DNA parcalarinin kesim modellerindeki farkliliklardan yararlanilarak polimorfizm
tespiti yapilir (Botstein et al., 1980). RFLP yoéntemi “Southern blotting (emdirme)” olarak uygulanabildigi
gibi PCR yoéntemi ile birlikte de kullanilabilmektedir. Calisiimak istenen lokus PCR ile ¢cogaltildiktan sonra
kesim enzimleri ile kesilir ve elde edilen Uriinler agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezinde yuritilerek
polimorfizm tespiti yapilir. Restriksiyon enzimlerinin tanidigi bdlgedeki nikleotid degisiklikleri farkli
uzunlukta DNA pargalarinin olusmasina neden olur.

RFLP yéntemi tir ici popllasyonlarin ve/veya tirlerin belirlenmesinde sik sik basvurulan bir
yéntemdir (Curran et al., 1985, 1986; Powers et al., 1986; Kalinski & Huettel, 1988; Castagnone-Sereno
et al.,, 1991, 1993; Garate et al., 1991; Cenis et al., 1992; Xue et al., 1992; Fargette et al., 1996).
Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi ile Meloidogyne arenaria ve M. javanica tirleri kolayca
birbirinden ayirt edilebilmistir (Curran et al., 1985). RFLP yéntemi ile kist nematodlari; Heterodera filipjevi,
H. avenae, Globodera rostochiensis ve G. pallida tirleri birbirinden ayirt edilmistir (Ferris et al.,1993,
1994; Fleming & Powers, 1998; Subbotin et al., 1999; Yan & Smiley, 2010; Ulutas et al., 2012).
Entomopatojen nematodlarin tdrlerinin belirlenmesinde de bu yéntemden yararlaniimaktadir (Curran &
Webster, 1989; Smits et al., 1991; Reid & Hominick, 1993).

AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

AFLP yodntemi, RFLP ydnteminden farkli olarak restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA pargalarinin
PCR ile ¢cogaltiimasi temeline dayanir (Zabeau & Vos, 1993; Avise, 2004). Bu yéntem iki asamali PCR
uygulamasi ile sonuglandirilir. iki PCR isleminin uygulanma amaci ise DNA'yi etiketliemek ve polimorfizm
seviyesini sinirlamaktir. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu elde edilen DNA parcgalarina ligasyon
islemi ile oligonikleotid adaptérler/primerler baglanir ve daha sonra ilk PCR islemi uygulanir ki bu adima
pre-amplifikasyon adi verilir. DNA pargalarinin ilk seg¢iminin yapildi§i bu asama agaroz jel
elektroforezinde gériintiilenir. ikinci PCR igleminde eklenen primerler daha segici ve daha fazla sayida
parca elde edebilmek ve DNA'’yi etiketlemek icin uygulanir. 60-500 baz ciftinden meydana gelen
¢ogaltiimis DNA parcalar floresan boya ile boyandiklari igin akrilamid jel elektroforez teknigi ile ayrilir.
Ozellikle caligilan tirler arasindaki yakinhgin belirlenmesi ve tiir tespiti calismalarinda tercih edilen bir
yéntemdir.

Birgok calismada Meloidogyne spp., Globodera spp. ve Heterodera spp. populasyonlari arasindaki
genetik iligkilerin belirlenmesinde AFLP yénteminden yararlaniimaktadir (Xue et al., 1993; Folkerstma et
al., 1996a,b; Jones & Harrower, 1998; Semblat et al., 1998; Van der Beek et al., 1998; Subbotin et al.,
1999; Marché et al., 2001; Wang et al., 2001; Dautova et al., 2002). Tirkiye’den elde edilen 29 farkli kék-
ur nematodu izolati arasindaki farkhliklar ve benzerlikler AFLP yéntemi ile ortaya koyulmustur (Devran et
al., 2008). Onemli bitki paraziti nematod tiirlerini iceren Pratylenchus cinslerinin ayrminda da AFLP
yOntemi siklikla ve yaygin olarak kullaniimistir (Waeyenberge et al., 2000; Elbadri et al., 2002).

Mikrosatellitler (SSR, STR, ISSR)

Mikrosatellitler, 1-6 b¢ uzunlugundaki tekrar motifleri olup, DNA dizilerinin tekrarlanan en kiglk
birimleridir ve Tautz (1989) tarafindan kesfedilmiglerdir. Basit Dizi Tekrarlari (SSR, Simple Sequence
Repeat) ya da Kisa Bitisik Tekrarlar (STR, Short Tandem Repeats) olarak da ifade edilebilmektedirler.
SSR’ler yaygin olarak kodlayici olmayan bélgelerde bulunurlar. Replikasyon kaymasi ve cross-over gibi
mutasyonlarin sonucunda ortaya cikan yuksek seviyede tekrarlanan uzunluk polimorfizmleri tarafindan
karakterize edilirler (Schilétterer & Tautz, 1992). Mikrosatellitler genetik cesitlilik belirleme ve gen
haritalama ¢alismalarinda siklikla kullanilirlar ve bu ydéntemde iki allel arasindaki tekrar sayisi farki
bireyler arasindaki farkliligi ortaya cikarir. Diger tekniklere gore daha fazla bilgi icermesi, es-baskin
olmasi, az miktarda DNA gerektirmesi, ylksek polimorfizm gdstermesi ve tekrarlanabilir olmasindan
dolayi oldukca kullanigli bir ydntemdir (Powell et al., 1996). Yéntemin eksikligi ise genom bilgisi ve sekans
analizi gerektirmesidir (Morgante & Olivieri, 1993). Bunun yaninda yeni SSR markérlerinin gelistiriimesi
oldukga zor ve maliyetlidir. Ancak giinimizde mikrosatellit kitiphaneleri bu eksikligi tamamen ortadan
kaldiramasa da eksikligin giderilmesinde énemli rol oynamistir.
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SSR ydntemi modifiye edilerek Basit Dizi Tekrarlari Arasi (ISSR, Inter Simple Sequence Repeat)
yOntemi gelistirilmistir. ISSR bir genom bdlgesindeki mikrosatellit lokuslari arasinda kalan bélgeyi ifade
eder ve bu iki mikrosatellit arasinda kalan DNA parcalari primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilabilir
(Zietkiewicz et al., 1994). Amplifike olmus UrGnler ortalama 200-2000 b¢ uzunlugundadir. Bu yéntemde
dizi bilgisine gerek duyulmadan primer dizayni yapilabilmesi bir avantaj saglarken, dominant &zellik
gostermesi, tekrarlanabilirliginin disdk olmasi ve benzer blydklikteki par¢aciklarin homolog olmamasi en
6nemli eksikligidir.

TG ve TC mikrosatellit motifleri kullanilarak G. pallida tiriiniin molekiler olarak teshisi yapilmistir
(Thiéry & Mugniéry, 2000). Kék-ur nematodu Meloidogyne artiellia tirinin GAAA mikrosatellit lokusunun
karakterizasyonu igin Uretilen primerler DNA dizilemede kullanilmistir (De Luca et al., 2002). Brugia
malayi, Caenorhabditis elegans, M. hapla, M. incognita, Pristionchus pacificus nematod tirlerinin tim
genomunda 1-6 b¢ mikrosatellitler belirlenmistir (Castagnone-Sereno et al., 2010). Heterodera schachtii,
sekerpancari kist nematodundan bes mikrosatellit lokusu izole edilerek tanimlanmistir (Plantard & Porte,
2003). Mikrosatellit lokuslari kullanilarak Giiney Kore’deki ¢am odun nematodu Bursaphelenchus
Xxylophilus tarinin genetik varyasyonlari arastinimigtir (Jung et al., 2010).

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)

RAPD, 6-10 bazlik tek primerlerin kullaniimasi ile genom Uzerindeki bélgelerin PCR kullanilarak
rastgele ¢ogaltiimasina dayanan bir yontemdir. Williams et al. (1990) tarafindan gelistirilen teknik DNA
dizisi bilinmeyen tlrler (zerinde calsilabilme imkani sunmustur. Bu yizden bu ydntemde cogaltiimak
istenen herhangi bir hedef DNA bdlgesi yoktur. PCR islemi siresince DNA’nin farkh bélgelerinde bulunan
homolog dizi ile primer c¢ift olusturur ve cogaltim islemi sadece bu bdlgelerde gerceklesir. PCR ile
¢ogaltilan genom elektroforez ile yUrGtGlir ve burada olusan bantlanmalara gére polimorfizm tespiti
yapilir. RAPD ydntemi ayni tirlerin izolatlari arasindaki varyasyonlarin belirlenmesinde kullanilir (Dong et
al., 2001; Cofcewicz et al., 2005; Vieira et al., 2007; Devran et al., 2009).

RAPD ydéntemi ile bircok Globodera spp., Heterodera spp. ve Meloidogyne spp. bitki paraziti
nematod gruplar karakterize edilmistir (Caswell-Chen et al., 1992; Cenis, 1993; Erickson et al., 1993;
Roosien et al., 1993; Chacon et al., 1994; Romero et al., 1996; Blok et al., 1997a,b; Thiery et al., 1996;
Williamson et al., 1997; Yu et al., 1998; Fullaondo et al., 1999; Lecouls et al., 1999; Orui, 1999; Kaplan et
al., 1999; Boiteux et al., 2000; Silva et al., 2000; Zijlstra et al., 2000; Ambrogioni & Irdani, 2001; Randig et
al., 2001; Xu et al., 2001; Waeyenberge & Moens, 2001; Meher et al., 2003; Adam et al., 2007; Karajah et
al., 2010). Entomopatojen nematodlarin tir teshislerinde de RAPD kullanilmis ve Heterorhabditis
bacteriophora, H. megidis, Steinernema glaseri, S. carpocapsae ve S. feltiae izolatlar1 arasindaki genetik
varyasyonlar belirlenmistir (Welsh & McClelland, 1990; Williams et al., 1990).

SNP (Single nucleotide polymorphism)

Tek nikleotid polimorfizmi (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), genis bir popilasyonun ¢ok
kiguk bir kisminda ortaya ¢ikan DNA dizisindeki tek bir nikleotid ¢iftinin degisikligini ifade eder. SNP’ler
DNA’nin ¢ogunlukla kodlanmayan bdlgelerinde bulunurlar ve genomda sik ortaya ¢ikarlar. Tek nikleotid
polimorfizmi ne kadar ylksek ise bireyler arasindaki varyasyonlari belirlemek bir o kadar kolay olur.
DNA’da tek nikleotid polimorfizmi bir ya da birka¢ bazin eklenmesi ya da silinmesinden kaynaklanabilir.
SNP’ler genlerde, genler arasi kodlanmayan ve genin kodlanmayan bdlgelerinde (intron) meydana
gelebilirler. Kodlanmayan bdlgedeki SNP’ler gen degisikliklerine ya da kalitimi etkilemezken, kodlanan
bolgedeki SNP’ler aminoasit dizilerinin degismesine neden olurlar. SNP teknigi nicel 6zellik lokusu (QTL)
ile birlikte haritalama ve dayaniklilik caligmalarinda ¢okca kullanilir. Soya fasulyesinin M. incognita tiriine
dayanikhhgdinin gelistiriimesinde tek nikleotid polimorfizminden yararlaniimistir (Ha et al., 2007).

Dizi analizleri; DNA'nin protein kodlamayan “intron” bdélgelerinden, maternal 6zelligi nedeni ile
soyagaci calismalarinda tercih edilen “mitokondriyal DNA (mtDNA)"dan, mesajci RNA’lar proteinlere
doénusturen “ribozomal RNA (rRNA)”dan ve tekrarli dizilerin yer aldigi “satellit DNA” bélgelerinden yapilir.
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Mitokondriyal DNA

Mitokondri ve kloroplastlar kendi DNA’larina sahip organellerdir. Sitoplazmik DNA olarak bilinen bu
ekstraniklear DNA’larda, ¢ekirdek DNA’sindan bagimsiz olarak mutasyonlar meydana gelebilir. Sirkller
yapidaki cift zincirli mtDNA (zerindeki mutasyon, bireyler arasindaki farkliliklar belirleme olanagi saglar
ve bu sekilde soyagaci olusturulalabilir. Bu nedenle mitokondriyal DNA nematod sistematigi
¢alismalarinda oldukga ilgi géren bir ydntemdir (Blouin et al., 1992; Powers et al., 1993; Hugall et al.,
1994; Joyce et al., 1994; Nadler, 1995; Hyman & Whipple, 1996; Anderson & Jaenike, 1997).

Mitokondriyal DNA dizi analizleri, ribozomal RNA dizi analizlerinden daha fazla varyasyonun daha
kisa slrede elde edilmesine olanak saglar. Mitokondriyal DNA hizli evrim gecirmesi, maternal olmasi ve
hiicrede cok fazla kopyasinin bulunmasi gibi ézellikleri sayesinde taksonomik ve filogenetik ¢alismalarda
tercih edilmektedir (Lazarova et al., 2006). Bu nedenle 6zellikle birbirine yakin nematod tirleri ve tir ici
varyasyonlarin duzeylerinin ortaya cikarilabilmesi icin tercih edilmektedir. Xiphinema americanum
popullasyonlari arasindaki farkhliklar mtDNA ile belirlenebilmistir (Lazarova et al., 2006, Gdzel et al.,
2006a). M. arenaria, M. incognita, M. javanica (Devran et al., 2002), M. hispanica, M. hapla, M. chitwoodi
ve M. mayaguensis (Blok et al., 2002) populasyonlarinin mtDNA haplotipleri sekans analizi ile tespit
edilmistir (Stanton et al., 1997). Sitokrom oksidaz altbirim Il (COIl) ve 16S mtDNA bélgeleri nematodlarin
tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilir (Vrain et al., 1992; Powers & Harris, 1993; Curran & Driver,
1994; Joyce et al., 1994, Reid, 1994).

Ribozomal DNA

Hucre icerisinde ribozomal RNA ve proteinlerden olusan ribozomlar, blyik ve kiglk alt birimlere
ayrilir. Okaryot hiicrelerdeki biyiik alt birim (LSU) 5S, 5.8S ve 28S’den, kiicik alt birim (SSU) 18S’'den
meydana gelir. Ribozomal DNA igerisindeki ITS (Internal Transcribed Spacers) bolgeleri tekrarlanan
bolgedir ve burada 5" ETS (External Transcribed Sequence), 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2, 28S
rRNA ve 3" ETS bdlgeleri bulunur. Ribozomal RNA tekrar biriminin ITS bdlgesi ile sitokrom oksidaz Il ve
16S genlerini ayiran mitokondriyal bdlge taksonomik 6neme sahip bélgelerdir ve her iki bdlgede
nematodlarin tanimlanmasinda kullanilir (Vrain et al., 1992; Powers & Harris, 1993; Curran & Driver,
1994; Reid, 1994; Hominick et al., 1996). 18S ve 5.8S arasinda yer alan ITS1 ve 5.8S ile 28S arasinda
yer alan ITS2 ribozomal RNA (rRNA) genleri dizi analizlerinde siklikla kullanilan hedef DNA bélgeleridir.
ITS bolgeleri baslangigta cinsler arasi ayrimlarda kullanilirken simdilerde tirici ayrimlarda dahi
kullanilabilmektedir, 28S ve 18S rRNA arasinda yer alan IGS (Inter-Genetic Spacer) bdlgeleri ise daha
¢ok koék-ur nematodlarinin tir teshisinde kullaniimaktadir (Petersen & Vrain, 1996). ITS ve IGS bdlgeleri
diger rBRNA bélgelerinden daha degisken olduklari igin 6zellikle tir ve alttiir galismalarinda tercih edilir.

Caenorhabditis elegans tiriine ait 18S ve 26S ribozomal gen dizileri 1992 yilinda bitki paraziti
nematod calismalarinda ilk kez kullaniimistir (Vrain et al., 1992). ITS bdlgelerinin dizileri kullanilarak
bircok bitki paraziti nematod tirinin tanimlanmasi yapiimistir (Subbotin et al., 2001; Floyd et al., 2002;
Reid et al., 2003; Goézel et al., 2006a; Inserra et al., 2007). 18S rRNA geninin dizi analizleri (Floyd et al.,
2002) ve 28S rDNA’'nin D2-D3 bélgeleri Tylenchidae (Subbotin et al., 2006) ve Longidoridae (Rubtsova et
al., 2005; He et al., 2005) familyalarina ait tarlerin tespitinde kullaniimistir. ITS-rRNA, 18S rRNA ve 28S
rRNA'nin D2-D3 bdlgeleri nematodlarin filogenetik agaclarinin olusturulmasinda sik sik basvurulan
dizilerdir (Al-Banna et al., 1997; Courtright et al., 2000; De Ley & Bert, 2002; Floyd et al., 2002; Gézel et
al., 2006a,b).

Sonu¢

Morfolojik karakterlerin kullanimi ile yapilan ¢alismalarin nematod taksonomisinde ¢ogu zaman
yeterli olmamasi ginimuizde molekiler markérlerin nematod taksonomisinde hizli ve kesin sonuglarin
alinabilmesi icin siklikla bagvurulan ydéntemler olmustur. Ozellikle hizi ve kesin teshis sonuglarinin
alinmas! gereken durumlarda bu yéntemler daha hizli sonug vermesi nedeni ile tercih edilmektedir.
Bununla birlikte molekiler markér kullaniminin maliyetinin dusmesi, daha hizli ve pratik yéntemlerin
devreye girmesi bu tekniklerin daha yaygin kullaniimasina olanak saglayacaktir.
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