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Ozet: Molekiiler markor tekniklerinin temeli, melezleme veya polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) dayamir. Farkli
stratejilerin bir kombinasyonu olarak yeni ve ileri teknikler gelistirilmistir; 6rnegin cDNA’lar, spesifik dizilerin enzim
kesimi veya kullanimi, ifade edilmis dizi etiketleri (EST’ler), mikrosatellitler, retrotranspozonlar olarak siralanabilir.
Retrotranspozonlar bir tiir (Sinif I) transpoze olabilen (genomda farkli yerlere entegre olabilen) elementlerdir. Transpozon
elementleri (TE) bitkilerde fiziksel olarak genomun 6nemli bir kismini olustururlar. Retrotranspozonlar ayni zamanda,
amplifikasyon mekanizmalar1 ve dizilim karakteristikleri nedeniyle molekiiler markor teknikleri gelistirmek icin de oldukca
ideal genetik elementlerdir. Bunlardan bazilari; Retrotranspozon-Arast Cogaltilmis Polimorfizm, Retrotranspozon-
Mikrosatellit Cogaltilmis Polimorfizm, Primer Baglanma Yeri Arasi Cogaltim, Dizilim-Spesifik Cogaltim Polimorfizmi,
Retrotranspozon Temelli Insertion Polimorfizmi, SINE-Aras1 Cogaltilan Polimorfizm, RAPD-Retrotranspozon Cogaltilan
Polimorfizm, Ters Dizilim Etiketli Tekrarlar, MITE-Arasi Polimorfizm ve Transpoze Olabilen Gosterim bulunmaktadir. Bu
metotlar farkli tarimsal 1slah amaglari i¢in yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Bunlardan bazilar1 genetik cesitliligin,
genetik baglantinin belirlenmesi, genom haritalamasi, DNA parmak izi analizi, filogenetik, somaklonal varyasyon
calismalari, transgenik arastirmalari, gelisim biyolojisi ve mutagenesis ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada, farkli
retrotranspozon-temelli markdr tiplerinin  tarimsal biyoteknolojide genel kullanim alanlarindan ve potansiyel
uygulamalarindan bahsedilecektir.

Anahtar Kelimeler: Transpozon, biyo markor, bitki, biyoteknoloji, 1slah

The Use of Mobile Genetic Elements as Molecular Marker in
Agricultural Biotechnology

Abstract: The basis of molecular marker techniques are based on hybridization or Polymerase Chain Reaction (PCR). New
and improved techniques have been developed as a combination of different strategies such as; cDNAs, enzyme digestion or
the utilization of specific sequences; e.g. expressed sequence tags, microsatellites, and retrotransposons. Retrotransposons
are a class (Class 1) of transposable elements. Transposon elements physically form an important part of the genome in
plants. Retrotransposons are also an ideal target for developing molecular marker techniques because of their amplification
mechanism and sequence characteristics. Some of these are; Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism,
Retrotransposon-Microsatellite Amplified Polymorphism, Inter Primer Binding Site Amplification, Sequence-Specific
Amplification Polymorphism, Retrotransposon Based Insertion Polymorphism, Inter Sine Amplified Polymorphism, RAPD-
Retrotransposon Amplified Polymorphism, Inverse Sequence Tagged Repeats, Inter-MITE Polymorphism and Transposable
display. These methods are used widely for different breeding purposes. Some of those are used in determination of genetic
diversity, genetic linkage, genome mapping, DNA fingerprint analysis, phylogenetics, somaclonal variation studies,
transgenic research, developmental biology, and mutagenesis studies. In this article, the common uses and potential
applications of different retrotransposon-based marker types in agricultural biotechnology will be discussed.
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1. Giris

Transpozon elementleri genom ig¢inde konumlarini
degistirebilen tekrar dizileridir ve etki sekillerine
gore iki ana gruba ayrilirlar. Siuf I (veya
retrotranspozonlar), ara RNA’lar yoluyla ¢ogalarak
ve yeni bolgelere girerek bir kes-yapistir tarzinda
hareket  ederler. Smmf II  (veya DNA
transpozonlari), genom i¢inde orijinal
konumlarindan ¢ikip yeni bir bolgeye kes yapistir
tarzinda girerek hareket ederler. Her bir TE sinifi
daha da alt siniflara, dizilere ve siiper ailelere
ayrilir  (Wicker ve ark., 2007). Transpozon
aktivitesinin genomik g¢esitliligi saglamada ve
tiirlerin evriminde dnemli bir faktdr oldugu ortaya
konmustur (Feschotte ve ark., 2002). Bu nedenle,
akraba tiirler arasinda; korunan kodlayan dizilerin
aksine transpozon diizenlemeleri, akraba canlilar
arasinda bile degiskenlik gostermektedir.

Transpozon elementlerin bollugu  ve
polimorfizmleri bazi molekiiler markér smiflari
gelistirmek i¢in kullanilmistir ve bunlarin ¢cogu TE
insersiyon bolgelerini kullanmaktadirlar (Kalendar

ve ark., 2011). TE insersiyonlart ve iginde
girdikleri lokus dizileri arasindaki siirlardan
olusan essiz birlesme noktalar1 olustururlar

(Bennetzen, 2000). Yakin zamanlarda, You ve ark.
(2010) bes smuf TE-birlesme noktasina dayali
markor sinifinin otomatize tasarimi i¢in RJPrimer
yazilimii geligtirmistir. Bunlar arasinda tekrar
birlesme noktasi-birlesme noktasi markorleri
(RJM’ler), insersiyon-yeri temelli polimorfizm
(ISBP), retrotranspozon arasi ¢ogaltilan
polimorfizm ve retrotranspozon-temelli insersiyon
polimorfizmi bulunmaktadir. Bu markdrlerden
ISBP ve RIM yiksek c¢iktili genotipleme icin
kullamighdir; ¢tlinkii, fazla sayida primer g¢ifti
gretirler (You ve ark., 2010). Ancak ISBP
markorleri sadece TE dizilerine dayali olarak
gelistirilmelerine karsin, RJM’ler hem TE hem de
gen  dizilerini  kapsayabilir =~ ve  genleri
yakalayabilirler. Bu nedenle RIM’ler fonksiyonel
genomik c¢alismalarda ISBP’ye nazaran ekstra bir
avantaja sahiptir. RJIM tasarimi essiz TE birlesme
noktasi dizisini kaplayan bir primer ve herhangi tip
bir diziden baska bir primer belirlemeyi ilgilendirir
(Devos ve ark., 2005).

Bu derlemede, TE -elementlerin bir¢ok
molekiiler fonksiyonlarinin yani sira, énemli bir
markor grubu olduklarindan bahsedilmistir. Ayrica
TE’lerin  bitki  biyoteknolojisindeki  kullanim
alanlart  ve  markér  gorevi  Ustlenerek
gergeklestirdikleri fonksiyonlarin ne denli 6nemli
olduklar1 detayli bir sekilde ele alinmistir. Bu
derleme ile beraber TE’lerin molekiiler markor

2.  Bitkilerde
Yaklasimlar:

Molekiiler Markor

Mutasyonlar ve genetik rekombinasyon gibi
kalitsal materyal degisiklikleri bir populasyon
icindeki genetik cesitlilige katkida bulunmaktadir.
Son yillarda DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
olmadan genlerin ekspresyonundaki degisikliklerin
(epigenetik degisiklikler) de varyasyon {izerinde
onemli faktér oldugu belirlenmistir. Genetik
varyasyonlar genlerde, bireyler arasinda ve bir
populasyonda, meydana gelebilir. Insan genom
projesinin tamamlanmasiin bir sonucu olarak
(diger genom projelerini miiteakiben), tek-
niikleotit polimorfizmleri (SNP’ler), insersiyon-
delesyon polimorfizmleri (INDEL), kopya sayisi
varyasyonlart (CNV) ve gen retrokopya insersiyon
polimorfizmleri (GRIP’ler) tanimlanmistir (Wong

ve ark., 2013). DNA’daki bu tip bireysel
varyasyonlar polimorfizm olarak
tanimlanmaktadir. Biyoenformatik metotlar ve

genom-temelli ¢aligmalarin ilerlemesi ile beraber
kesfedilen varyasyonlarin ¢ok faktorlii kalitimla
iliskili olduklar1 bulunmustur. Ayrica genetik
varyasyon analizi, genom-gapinda kromozomal
yapt degisikleri konu alan analizlerde de yeni
yaklagimlarin olusmasini saglamistir. S6z konusu
bu arastirmalar, mevcut genomik varyasyon
mekanizmalarinin evriminin temelini olusturmakta
ve bu amagla yapilan analiz ve ¢abalara katkida
bulunmaktadir.

DNA markérleri; genetik degiskenlik ve
cesitlilik analizinde, baglanti haritalari
olusturulmasinda ve bazi baglantili genleri tasiyan
bireylerin veya hatlarin belirlenmesinde temel bir

rol oynarlar. Molekiiller markdér sistemleri
Drosophila pseudoobscura dogal
populasyonlarinda gen heterozigotlugu

konusundaki sonuclarin yayimlanmasindan sonra
son 40 yildir kullanilmaktadirlar (Hubby ve
Lewontin, 1966). Molekiiler markor belli bir
ozellikle iliskili olan ve nesiller boyu aktarilabilen
bir niikleotit dizisidir. Molekiiler = markor
teknikleri; ya melezlemeye (RFLP gibi DNA-DNA
melezlemeleri), ya da PZR teknigine dayanmakta
ve Ornekler arasindaki DNA polimorfizmlerini
kullanmaktadirlar. Cesitli PZR temelli markdrler
farkli amagclar i¢in yaygin sekilde kullanilmaktadir
ve bu markorlerin teknik dzellikleri yaygin sekilde
arastirilmistir.

2.1. Transpozon temelli molekiiler markorler

Transpozonlar, 6zellikle de uzun bitis tekrarlari
“long terminal repeat” (LTR) retrotranspozonlar,

olarak  tarimsal  biyoteknolojideki  kullanim  bitki genomlarinin  yiiksek  bir  yiizdesini
yayginliginin artacagi tahmin edilmektedir. olustururlar.  “Kes-yapistir”  mekanizmasindan
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dolay1 retrotranspozonlar; RNA ara agamasi ile bir
genomda, farkli  yerlere girebilmekte ve
mutasyonlara neden olabilmektedirler.
Transpozonlarin genomdaki sayilarmin fazlaligi

genellikle genom  biiylklagi ile  iliskilidir
(Schulman  ve  Kalendar, 2005). LTR
retrotranspozonlarin bitki genomlarindaki;

yayginligi, bollugu, dagilmasi ve dinamizmi bu
genetik elementleri 6nemli molekiiler markor
kaynaklart haline getirmistir  (Kalendar ve
Schulmann, 2006; Poczai ve ark., 2013).
Retrotranspozon  dizileri tek basma veya
genomdaki ¢esitli diziler ile birlikte primer
baglanma bolgeleri saglarlar. Bir
retrotranspozonun LTR’leri farkli organizmalar
arasinda korunan dizilere sahiptir. Bu nedenle,
spesifik bir organizma i¢in gelistirilen bir primer
¢ifti bir diger organizma i¢in kullanilabilir. Ancak
bir organizmanin farkli retrotranspozonlar1 farkli
LTR dizilerine sahiptir; bu nedenle, spesifik bir
retrotranspozon igin gelistirilmis olan spesifik bir
primer ¢ifti bir digerinin LTR’sine baglanamaz.
Asagida transpozon temelli markor tekniklerinin
bazilarinin benimsedigi yaklasimlar agiklanmis ve
birbirleri ile karsilastirilarak potansiyel avantaj ve
dezavantajlari tartigilmstir.

2.1.1. Ters dizilim etiketli tekrar (ISTR)

ISTR metodu segici PZR amplifikasyonuna
dayanan ¢ok lokuslu bir markdr sistemidir. Bu
metotta, primerler genomda dagilmis olan yiiksek
kopyali bir DNA dizisinden dis yone dogru
gelistirilmistir. ISTR primerlerinin amplifikasyon
griinleri poliakrilamid jellerde ¢oziilir ve ¢ok
lokuslu polimorfik bantlar skorlanir. ilk ISTR
primerleri ~ Hindistan  cevizi  copia-benzeri
retrotranspozonundan gelistirilmigtir. Cesitli bitki
tiirlerinin Hindistan cevizi dizilerinden gelistirilen
ayn1 primerler kullanilarak yapilan ISTR analizleri,
bu primerlerin evrensel olarak kullanilabilir
oldugunu gostermistir (Aga ve Bryngelsson,
2006).

2.1.2. Dizilim-spesifik cogaltilmis polimorfizm

(S-SAP)

S-SAP dominant ve miiltipleks bir markor
sistemidir. Ilk retrotranspozon-temelli molekiiler
markordiir ve Cogaltilmis Parca Uzunlugu
Polimorfizm markoriinden (AFLP) modifiye
edilmistir (Waugh ve ark., 1997). AFLP teknigi
secici PZR amplifikasyonuna bir anlamda genomik
DNA toplaminin kesiminden gelen kesim
pargalarina dayanmaktadir (Vos ve ark., 1993). S-
SAP’de, genomik DNA ilk olarak iki restriksiyon
endoniikleaz ile kesilir ve daha sonra kesim
enzimlerine  spesifik  adaptorler  yapistirilir.
Template (ilizerinde c¢ogaltim yapilacak kalip

DNA) adaptorlerde bulunan dizilerden gelistirilen
primerler ile 6n amplifikasyona tabi tutulur ve
sonra da bire bir LTR’nin korunan bélgesinden
gelistirilen, digeri de bir secici adaptoér primeri
olan iki primer ile sec¢ici sekilde ¢ogaltilir. Segici
adaptor primerleri 3° ucunda ilave niikleotitlere
(1-3) sahiptir. PZR {rlinleri formamid igeren jel
yiikleme ¢ozeltisi ile denatiire edilir ve daha sonra
poliakrilamid  jel elektroforezi (PAGE) ile
coziliirler. S-SAP genelde; AFLP’den daha az
sayida bant verse de, polimorfizm yiizdesi S-
SAP’da daha yiiksektir (Waugh ve ark., 1997). S-
SAP transpozon gosterim (TD) metoduna ¢ok
benzerdir (Van Den Broeck ve ark., 1998).

2.1.3. Retrotranspozon-temelli
polimorfizm (RBIP)

RBIP miiltipleks, S-SAP miiltipleksine bir
alternatif ~ olarak  disiiniilmiistiir. ~ Bireysel
transpozon insersiyonlart RBIP ile, konukguya-
spesifik PZR primerleri ve bir transpozona spesifik
primer kullanilarak belirlenir. Transpozonun insert
oldugu hedeften (konukg¢u) iki PZR primeri
gelistirilir ve ilave bir transpozona spesifik primer
gelistirilir. DNA 6rnekleri konukgu primerleri veya
transpozon primeri ile kombine edilen bir konuk¢u
primer ile ¢ogaltilir. Bir transpozonun insersiyon
lokusunun biiyiikligiinii degistirir. Polimorfizm
agaroz jel elektroforezi ile veya dot-blot analizi ile
belirlenebilir. Boylece, belli bir lokusun allelik
durumlart belirlenir. RBIP lokus spesifiktir ve
basit dizi tekrarlart (SSR)’lar gibi es-baskindir.
Hem RBIP ve hem de SSR markdrlerinin en
onemli kisitlamasi her bir markdr etrafindaki
kromozom bolgesinin dizilim bilgisine ihtiyag
duymasidir. SSR markdrleri genomik
kiitiphaneleri ~ basit  dizilim tekrarlart  igin
taramayla gelistirilir. RBIP markorleri ise S-SAP
yaklagimi ile belirlenebilir (Flavell ve ark., 1998).
RBIP’in 6nemli bir avantaji TagMan veya DNA
chip teknolojisi gibi jel kullanmayan islemlerle
calisilan O6rnek miktarmi artirmak igin kolayca
kullanilabilmesidir.

insersiyonel

2.14. Retrotranspozon-arasi
polimorfizm (IRAP)

IRAP c¢ok lokuslu dominant bir tekniktir. Bu
teknik ilk olarak BARE-1 (arpa Retroelement 1)
dizisi kullanilarak gelistirilmistir (Kalendar ve
ark., 1999). BARE-1 ailesi yaklasik 1.5x10* tam
uzunlukta kopyaya ve 1.7x10° solo LTR’ye
sahiptir (Vicient ve ark., 1999). IRAP korunan
LTR dizilerinden disariya dogru bir yonde
gelistirilen PZR primerleri ile kullanir. iki LTR
arasindaki veya yalniz LTR’ler arasindaki ig
bolgeler ¢ogaltilir. Amplifikasyon {iriinlerinin bant
biiytiklikleri ~ BARE-1 elementinin  yerel

cogaltilms

304
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kiimelenmesini, fakat biiyiik 6l¢ekteki dagilmasini

desteklemektedir (Kalendar ve ark., 1999).
Retrotranspozonlar  tahil genomlarinda  diger
elementlerin i¢ine yuvalanma egilimindedirler

(Vicient ve ark., 2001). Primerlerin hedefleri
(LTR’nin 5* veya 3’ ucu) farkli amplikonlar
iretirler ve bant olusum big¢imlerini degistirirler.
Bir bantin gorindsi  bir diger unsurdan
¢ogaltilabilir bir mesafede olan yeni bir
insersiyonu yansitir. Bu teknikte DNA &rnekleri
tek veya iki primerle ¢ogaltilir. Bu teknigin 6nemli
avantajlart restriksiyon enzimi ile kesim veya
DNA yapistirma agsamalarinin bulunmamasidir ve
PZR firiinleri agaroz jel yardimi ile ayrilir. Yiiksek
bant sayisindan dolayt DNA miktarlart optimize
edilmelidir. Yiiksek kalip DNA konsantrasyonlari
asir1 amplifikasyona yol agabilir (Kalendar ve
ark., 1999; Kalendar ve Schulman, 2006). Yiiksek
kalitedeki agarozlarda yavas elektroforez bantlarin
¢Oziintrligini  artirr.  DNA  drneklerindeki
kirliliklere ve PZR agamalarina miidahale edebilir.

2.1.5. Retrotranspozon-mikrosatellit cogaltilms
polimorfizmi (REMAP)

REMAP da bir dominant ve miiltipleks markor
sistemi olup; IRAP’a benzemektedir, fakat
REMAP bir LTR primeri ve yakimindaki bir
mikrosatellite spesifik bir primer kullanmaktadir.
Bu nedenle sadece iki LTR arasindaki bolgeler
degil, fakat ayni zamanda bir LTR ve bir
mikrosatellit arasindaki bdolgeler de c¢ogaltilir
(Kalendar ve ark., 1999). Basit dizilim tekrarlari
olarak da bilinen mikrosatellitler bitki ve
hayvanlarda bulunan bir tekrarlanan dizi tipidir.
Bu motifler birka¢ kez tekrarlanan tek bir baz ¢ifti
veya az sayida baz (genellikle 1’den 6’ya kadar
degisir) igerebilir (Saha ve ark., 2003). SSR’lar bol
sayidadir, yiiksek diizeyde polimorfiktir ve genom
boyunca dagilmiglardir (Li ve ark., 2002). SSR’lar
aynt zamanda bagimsiz bir molekiiller markor
teknigi saglamaktadirlar (Zietkiewicz ve ark.,
1989). Dahasi, SSR’lar arpada retrotranspozonlarla
iliskilidirler (Ramsay ve ark., 1999). REMAP
metodundaki mikrosatellit primerleri,
mikrosatelliti iki tarafindan ¢evreleyen bolgelere
yapisan orijinal SSR primerlerinden farklidir.
Diger bir ifadeyle, bir LTR primeri SSR’in
kendisini i¢eren bir primer ile kombine olur. PZR
sartlar1 ve PZR firiinlerinin analizi IRAP sartlarina
benzerdir (Kalendar ve ark., 1999; Kalendar ve
Schulman, 2006). Ancak, bazi bantlar sadece SSR
primerlerinden kaynaklanabilir (Leigh ve ark.,
2003).

2.1.6. MITE-arasi polimorfizm (IMP)

Her ne kadar minyatiir ters-tekrar transpozable
elementler (MITE’ler) terminal ters tekrarlara

(TIR’lar) sahipse de, onlar diger bitki TE’den
kiiciik olmalariyla (<500 bp) ve TAA veya TA
tercihli bir hedef-yerine sahip olmalartyla farklilik
gosterirler. Dahast MITE’lerin genlerin yakininda
veya i¢inde ki insersiyonu tercih  ettigi
goriinmektedir ve birgok bitki genomunda orta-
yiiksek sayida bulunmaktadirlar. Bu 6zellikler
MITE’lerden markérlerin — gelistirilmesine  yol
agmistir. IMP iki komsu MITE arasinda
amplifikasyonla ilgilidirler. Birka¢ TIR dizisine
uygun olan dejenere primerler gelistirilir.
Amplifikasyon iiriinleri poliakrilamid jellerde
¢oziiliirler (Chang ve ark., 2001).

2.1.7. Terminal tekrar transpozon minyatiir
gosterimi (TRIM)

TRIM  elementleri  (bir grup  LTR
retrotranspozonu) 100-300 bp uzunlukta bir i¢
bolgeyi kusatan 100-150 bp uzunlukta terminal
dogrudan tekrar (TDR) dizilerine sahiptir. I¢ bolge
primer baglanma bolgelerini ve bir¢oklu piirin iz
motiflerini icerir, fakat hareketlilik i¢in gerekli
olan kodlayan bdlgelerden yoksundur. Otonom
olmayan o6zelliklerine ragmen, bitki genomlarinin
yeniden yapilandirilmas: ile ilgili olduklari
belirtilmistir (Witte  ve ark.,, 2001). TRIM
gosterimi AFLP tekniginin bir modifikasyonuna
dayanir (Vos ve ark., 1993). DNA ornekleri
restriksiyon enzimi Bfal ile kesilir ve Bfal

adaptorleri  yapistirilir.  Yapistirmadan — sonra
ornekler ilk  olarak adaptorlerden  birine
tamamlayict olan bir primer ile ve TRIM

elementinin terminal tekrar dizilerinde korunan bir
diziden gelistirilen bir primer ile ¢ogaltilir. Bir 6n-
secici amplifikasyon iiriinii, TRIM primeri ve (3’
ucunda segici bir niikleotit bulunan) bir Bfal+1
primeri kullanilarak secici amplifikasyon igin
kullanilir. Segici amplifikasyon igin touch-down
PZR  gergeklestirilir. Amplifikasyon {irlinleri
poliakrilamit jellerde ¢oziilir. TRIM gosterimi
genomik DNA kullanilarak Brassicae tiirlerinde
100-700 bp wuzunlugunda degisen 50-70 bant
iretmistir (Kwon ve ark., 2007).

2.1.8. Primer arasi baglanma yeri (iPBS)

LTR-retrotranspozonlart 5> LTR yakininda
primer baglanma bdlgelerine (PBS) sahiptir.
Hiicresel tRNA’nin 3 ucu PBS’ye baglanir ve
retrotranspozonun mRNA’sinin sentezini baslatir
(Kumar ve Bennetzen, 1999). iPBS metodunda iki
LTR retrotranspozon arasindaki amplifikasyon
olacak kadar yakin bdolgeler zit yonde ¢ogaltilir.
PBS’nin  korunan  bdlgelerinden  primerler
gelistirilir. iPBS 100-5000 bp uzunlugunda 15-50
bant iiretmektedir. PBS dizilerinin incelenen
genomlardaki yiiksek kopya sayilart nedeniyle,
iPBS c¢ok sayida net bant iiretmektedir ve bunlari
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etidyum bromid ile boyanan standart agaroz
jellerde skorlamak kolaydir. iPBS metosu
dominant markor olarak davranan polimorfik
parmak izleri vermektedir (Kalendar ve ark.,
2010).

2.1.9. SINE-arasi
(ISAP)

ISAP komsu SINE kopyalari arasinda PZR ile
genomik DNA ¢ogaltimina ve ortaya c¢ikan
amplikonlarin ~ sonrasinda  elektroforez  ile
ayrilmasina dayanir. ileri primer elementin 3’
ucuna dogrudur, geri primer ise 5’ ucuna
bakmaktadir. PZR iirtinleri agaroz jel elektroforezi
ile ayrilmaktadir (Seibt ve ark., 2012). Alu tekrar
dizileri insanlarda parmak izi analizi igin
kullanilmaktadir (McKie ve ark., 1997).

cogaltilmis  polimorfizm

2.1.10. RAPD-retrotranspozon  cogaltilmis
polimorpfizm (R-RAP)
R-RAP bazi smirlamalari  olan rasgele

¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve IRAP
tekniklerinin bir kombinasyonu olarak
tasarlanmistir. RAPD’de disiik tekrarlanabilirlik
bir problem iken, IRAP’ta primer baglanma
bolgeleri amplikon iiriiniinii iiretemeyecek kadar
uzak olabilir. DNA o6rnekleri 10 bazlik rastgele bir
primer ile bir LTR primeri kullanilarak ¢ogaltilir.
RAPD ve IRAP primerlerinin erime sicakliklar
biiyiik dl¢iide farklilik gosterir, bu nedenle optimal
yapigsma  sicakliklarinin  gradient PZR ile
belirlenmesi gereklidir. Cogaltim {irlinleri agaroz
jellerde ¢oziiliir. R-RAP lokuslarinin sayisi 10 ile
17 arasinda degisir ve yiksek ¢Oziinirlige ve
tekrarlanabilirlige sahiptir (Aalami ve ark., 2012).

2.1.11. Gen retrokopya insersiyon

polimorphizmi (GRIP)

Bir veya daha fazla bireyde bir retrotranspoze
olmus insersiyon olarak mevcut olan, fakat
referans genomda bulunmayan islenmis bir gen
transkripti GRIP olarak adlandirilir (Ewing ve ark.,
2013). insanlarda, pseudogenler asil olarak L-1
ORF?2 proteini ile gergeklestirilir (Mathias ve ark.,
1991; Feng ve ark., 1996; Esnault ve ark., 2000).
Islenmis  mRNA’larin genomda  dagilmis
insersiyonu olan insanlar, fareler ve sempanzelerde
devam eden bir mutasyon mekanizmasidir ve
tiimorlerde bulunabilirler (Ewing ve ark., 2013).

3. Yiiksek Ciktih Teknolojiler ile Mobil
Genetik Markorinin Tespit Edilmesi

pMEI (mobil element insersiyonlar1) profilleme
tim genom seviyesinde iki gruba ayrilabilir:
hedefli  metotlar ve sekanslama  sonrasi
biyoenformatik  metotlar.  Sekanslama veya

genotiplemeden o6nce, MEI ile iliskili DNA
pargalart hedeflenen metotlarda deneysel olarak
zenginlestirilir.  Ayrica, pMED’ler sekanslama
sonrasi biyoenformatik metotlar halinde tiim
genom sekanslama verisini kullanarak tanimlanir
(Xing ve ark., 2013).

Transpozon gosterim (TD) MEI seleksiyon
tekniklerinden biridir. Bu jel temelli metot
pMErl’leri Petunya tiirlerinde goriintilemek igin
Van Den Broeck ve ark. (1998) tarafindan
gelistirilmistir. TD  insan genomunda Alu
elementlerde de (Roy ve ark., 1999; Mamedov ve
ark., 2005), LI’lerde (Sheen ve ark., 2000;
Ovchinnikov ve ark., 2001; Badge ve ark., 2003)
ve insan endojen retroviriislerde de (HERVs)
(Buzdin ve ark., 2003) insan genomunda
caligilmigtir. Son zamanlarda bazi teknikler TD
metodunu yiiksek c¢iktili sekanslamaya entegre
etmistir (Iskow ve ark., 2010; Witherspoon ve ark.,
2010; Ewing ve ark., 2013). Metodun temel
prensibi ¢oklu asamalar igerir. Baglangigta MEI
lokusundaki genomik DNA mekanik pargalama
veya enzimle kesme ile MEI birlesme noktasini ve
etrafindaki spesifik genom dizisini kapsayan ¢ok
sayida pargaya ayrilir. Daha sonra adaptor
oligoniikleotitler  pargaciklara yapistirilir  ve
hedeflenen yari-spesifik PZR reaksiyonu yardimi
ile ilgilenilen mobil element ailesine baglanan bir
primer ve bir adaptor primer ile gergeklestirilir.
Burada, hedefleyen primer MEI tasiyan pargalarin
0zel olarak yakalanmasini ve zenginlestirilmesini
saglamak icin biotinlenmistir. Bu, mobil element

taramada  (ME-scan)  kullanilan  metottur
(Witherspoon ve ark., 2010). Daha sonra,
zenginlestirilmis  kiitiphanedeki  insersiyonlara

bitisik olan veya onlarin baglanti noktalarini
kapsayan essiz genomik dizilerden okumalar
iretmek  icin  yiksek ¢iktili  sekanslama
gerceklestirilir; her iki okuma tipi de resim ¢iktisi
prensipine dayanmaktadir (Xing ve ark., 2013).

Biiytik olgekli pMEI belirleme tiim genom
verisini kullanarak bilgisayarla yapilabilir. Tim
genom verisinde yapisal varyasyonlart (SV’ler)
tanimlamak i¢in gelistirilmis olan bir¢cok algoritma
bulunmaktadir. Bu algoritmalar MEI &zellikleri
hakkinda  higbir sey Dbilmeden pMEI’leri
belirleyebilir. Bunlardan biri “cipali okuma-
eslestirmesi haritalamas1” olarak tanimlanir ve
eslestirilmis-u¢ okumalarim1 kullanarak MEI’leri
belirler. ilk olarak, eslestirilmis u¢ okumalar
referans genoma haritalanir. Bir okumanin essiz
bir genom konumuna haritalandigi okuma g¢iftleri
ve bir MEI konsensiis dizisine haritalanan diziler
bir MEI varligin1 ortaya koymaktadir (Xing ve
ark., 2013). Bu algoritmanin uygulanmasi
RetroSeq (Wong ve ark., 2010) ve polimorfik Alu
insersiyonlarini tanimay1 (PAIR) igerir
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(Sveinbjornsson ve Halldorsson, 2012).
“Boliinmiis-okuma haritalamas1” adi verilen bir
diger algoritma MEI-genom baglanti noktalarini
kapsayan okumalar1 kullanarak tam MEI konumu
belirlemek i¢in tasarlanmistir. Bu tip okuma MEI
¢ikariminda en yiiksek giivenilirligi saglamaktadir.
Eger bir okumanin bir pargasi genomun essiz bir
kismina haritalanabilirse ve okumanin geri kalan
kismi MEI dizisine haritalanirsa, ilgili dizi
pozisyonu belirlenebilir (Xing ve ark., 2013).

4. Biyoenformatik ve Mobil Genetik
Element Analizleri

Son zamanlarda, dizilenmis olan genomlardaki
transpozon element (TE)’lerin ortaya konmasi igin
baz1 biyoenformatik yazilimlar gelistirilmigse de,
genom-boyu yaklagimlar kullanarak aktif TE’lerin
belirlenmesine adanmis ¢ok az hesaplama araci
bulunmaktadir. Search TESV, Yeni Nesil Dizileme
(NGS) teknolojileri kullanarak TE-Iliskili yapisal
varyantlarin  (TEASV’ler) belirlenmesi igin
arastirmacilarin  gelistirdigi  bir aragtir. Yakin
zamanlarda TE tekrar baglant1 noktalarini (RJ’ler)
de bildirilmistir ve arpa sekanslama verisini

kullanarak fazla sayida RJM tasarlanmistir
(Mazaheri ve ark., 2014).
5. Gec¢misten Giiniimiize Mobilom

Cahismalari

Cok sayida bitki genomunun sekanslanmasi ile
tiim genom duplikasyonu ve TE’lerin angiosperm
genomlarinin organizasyonu iizerindeki etkileri
daha iyi anlagilmistir (Kejnovsky ve ark., 2009).
Mobil genetik elementlerin (MGE’ler)
belirlenmesi  asil  olarak  konsensiis-benzeri
arastirmalara dayanmaktadir. Bu arastirmalarda,
arastirilan genom zaten tanimlanmis olan bir mobil
element dizisi igin taranmaktadir. Mobilomik
alanindaki arastirmalarin amaci tim MGE’lerin

kesfedilmesi ve gelecek kusak sekanslama
kullanmayla  onlarin  genomdaki  dinamik
davranisinin  anlasilmasidir.  Yakin  akraba
organizmalarin  karsilastirilabilir  genomikleri

hakkindaki ¢aligmalar mobilomikten elde edilen
bilgileri destekleyebilir. Bu tip verinin miktari
giicli hesaplama cabalarina ihtiya¢ duymaktadir
(Menconi ve ark., 2013). Retrotranspozisyon veya
retroCNV’ler ile saglanan gen kopya sayisi
varyantlarint dogru sekilde belirlemek igin bircok
metot bulunmaktadir (Schrider ve ark., 2013).

6. Transpozonlarin ve Transpozon
Temelli Markorlerin Diger Kullanim
Alanlar1

Vernalizasyon genlerindeki TE ile saglanan birkag
mutasyon bugdaym ¢ok cesitli ortamlara adapte
olmasini saglayan gelisme tiplerindeki
degisikliklerden sorumlu oldugu bulunmustur
(Chu ve ark., 2011). TE baskilama mekanizmalar1
kuraga toleransla iligkilidir (Lopes ve ark., 2013).
Transpozon temelli markor teknikleri filogenetik,
molekiller  ekoloji,  biyogesitlilik,  baglanti
haritalamasi1 ve fonksiyonel genomik calismalari
gibi cok c¢esitli caligma alanlarina sahiptir (Kwon
ve ark., 2005; Kang ve Kang, 2008; Soorni ve ark.,
2013). Cesitli retrotranspozon ailelerinin farkl
insersiyon aktivitelerinden dolayi, tiretilen markdr
say1st biiyiik olciide farklilik gostermektedir ve bu
durum filogenetik analiz igin ihtiyag duyulan
¢ozlniirliige bagli olarak uygun retrotranspozon
ailesinin se¢imine imkan vermektedir (Leigh ve
ark., 2003). IRAP muz hatlarinin siniflanmasinda
(Nair ve ark.,, 2005; Teo ve ark., 2005),
genotoksisitenin belirlenmesinde (Hamat-Mecbur
ve ark., 2014), IRAP ve REMAP zencefil, ¢eltik
ve bugdayda genetik cesitlilik ve benzerlik
analizinde (Branco ve ark., 2007, Carvalho ve ark.,
2012, Nasri ve ark., 2013; Pandotra ve ark., 2013)
ve arpada haritalamada (Manninen ve ark., 2000)
kullanilmustir.

7. Sonuclar

Bu calismada retrotranspozon markoérlerinin
siiflandirilmast ve 6zelliklerinden bahsedilmistir.
Transpozonlarin yapisini, tiplerini ve yasam
dongiilerini bilsek de; onlarin orijini,
fonksiyonlari, evrim siirecindeki rolii ve gen
ekspresyonu tizerine etkileri konusunda daha fazla
bilgiye ihtiya¢  duyulmaktadir. Hedeflenen,
retrotranspozon markorleri listelemek,
metodolojilerini ve prensiplerini &zetlemek ve
bulgular1 gézden gegirmekti. Bu baglamda
retrotranspozon markorleri konusundaki daha dnce
yaptlmis  giincel sayilabilecek ¢ok sayida
caligmalardan bahsedilmistir. Bu tip ¢aligsmalarin
gen yapist, gen ckspresyonunun diizenlenmesi,
transgenik  arastirmalari, evrim ve  hiicre
farklilagsmasi konularinin daha da anlasilmasina
151k tutacagi sdylenebilir.

TE’ler bitki genomunun 6nemli bilesenlerinden
biridir ve fonksiyonel genom ¢esitliligi ve
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fenotipik varyasyonlarda kritik bir rol oynadiklar1
bildirilmistir. Bu nedenle, genomda TE’lerin
organizasyonunu analiz etme arastirmacilarin
TE’ler ve yakindaki gen ekspresyonu arasindaki
etkilesimleri ortaya ¢ikarmasina imkan verecektir.
Bu konu kiiltiir bitkilerinin fenotipik cesitliligini

sekillendirmede TE’lerin rolinii  anlamamizi
gelistirecektir. Gelecek kusak sekanslama ve
yiksek ¢iktilt sekans analiz platformlarinin

gelistirilmesi tiim genom sekanslamay1 ve onemli
kiltlir bitkilerinin analizini mimkiin kilmistir.
Genom sekans bilgisinin varligr ile birlikte,
genomda TE’lerin organizasyonunu arastirmak
miimkiindiir. Dahasi, retrotranspozonlar gibi birkag
tip TE’nin polimorfik potansiyeli, yiiksek ciktili
genotipleme uygulamalari i¢in kullanislt olan TE
temelli molekiiler markorlerin gelisimini tesvik
etmistir (Poczai ve ark., 2013). Genom evriminin
temel sebebi TE’lerdir ve TE’ler seleksiyonun
gergeklestirilebilecegi genetik cesitlilik
iretmislerdir. Dahas1 TE transpozisyonu niikleotit
temelli mutasyon orani i¢in de dnemli bir faktordiir
ve boylece TE’ler evrimsel degisiklikler igin
potansiyel bir etmen olarak hizmet etmektedirler.
TE, kiiltiirii yapilan bitkilerin kiiltiire alinmast ve
cesitlenmesi ile iligkili olan fenotipik degisiklikler
meydana getirir. TE ayni zamanda, intron veya
ekzon bdlgesi i¢inde insersiyon veya delesyon
yapmayla genleri bozmaya yol agar ve bu genin
farkli ekspresyonu ve diizenlenmesinde 6nemli bir
faktor olabilir.
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