((( '% Bahri Dagdasy Bitkisel Arastirma Dergisi

\ g : Journal of Bahri Dagdas Crop Research 4 (2):1-12, 2015

B ISSN: 2148-3205, www.arastirma.tarim.gov.tr/bahridagdas

Bahri Dageas Derleme — Review

Molekiiler Markorlerin Bitki Islahinda Kullanim

Mustafa YORGANCILAR? Enes YAKISIR? Miiniire TANUR ERKOYUNCU*

1Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii, Konya
2Bahri Dagdas Uluslararas1 Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Miidiirliigii, Konya
myorg@selcuk.edu.tr

Ozet

Konvansiyonel bitki 1slah1 zaman alicidir ve gevresel sartlara baglidir. Yeni bir ¢esidin 1slah1 uzun
yillar siirebildigi gibi gelistirilen ¢esidin piyasaya ¢ikarilmasi garanti edilemeyebilir. Bu nedenle
arastirmacilar 1slah siirecinde daha etkili kullanilabilecek yeni ydntemlerle ilgilenmislerdir. Molekiiler
markor teknolojisi bitki 1slahinda seleksiyon stratejilerini gelistirmek i¢in genis kapsamli yeni uygulamalarin
benimsenmesini saglamistir.

Materyal degerlendirmede daha deneyimli olan klasik bitki 1slahg¢ilarinin molekiiler genetik ya da
hiicre biyolojisi konusunda ¢alisma yapmasi, elde edilen yeni bitkilerin yaygin kullanimi ya da materyalin
degerlendirilmesi agisindan gerekli goriilmektedir. Bitki 1slahgilart DNA iizerindeki arastirmalardan ¢ok azini
kullanma firsat1 bulmustur. Ozellikle bitki molekiiler genetigi ile ilgili olarak son yillarda elde edilen bilgiler,
bitki 1slahi ¢alismalarina yansiyabilecek niteliktedir. Bu nedenle, yeni gelistirilen ya da degistirilmis bitki
1slah1 yontemleri, bitki molekiiler biyolojisi caligmalarindan elde edilen bilgilere dayanilarak kullaniimalidir.

Bu derlemede genel olarak bitkilerde yaygin olarak kullanilan baslica molekiiler markéorlerin tipleri,
avantajlari/dezavantajlari ve bitki 1slahinda kullanim alanlart ile ilgili ¢aligmalar ele alinmustir.

Anahtar kelimeler: Bitki 1slah1, molekiiler markorler, markor destekli seleksiyon, DNA

The Usage Of Molecular Markers In Plant Breeding

Abstract

Conventional plant breeding is a time-consuming technic and mostly depends on the environmental
conditions. Breeding of new varieties may takes approximately many years and even it cannot be guaranteed
the presenting of the varieties on the market. Thus plant breeders were interested in alternative methods that
can be done in a more efficient procedure. Molecular marker technology led to the adoption of new practices
to develop a comprehensive strategy for selection of in plant breeding.

In terms of the widespread use of new plant or evaluation of materials, it is needed to study in
molecular area or cell biology for classical plant breeders. Plants breeders with more experience in material
evaluation are needed to help. Plant breeders had the opportunity to use very little of the research on DNA.
The information obtained in recent years, particularly in plant molecular genetics, are capable of reflecting in
plant breeding activities. Therefore, new or modified plant breeding methods, must be applied based on
information obtained from the plant molecular biology studies.

In this review, molecular marker types and its usage in plant breeding area were discussed in general.

Keywords: Plant breeding, moleculer marker, marker assisted selection, DNA

1. Giris

Ekonomik yonden 6nemli olan bitki cins, tiir ve ¢esitlerinin genetik yapisini, genetik
ve sitogenetik esaslardan yararlanarak yetistirici ve tiiketicinin istekleri dogrultusunda
planl sekilde degistirme ve gelistirmeye bitki 1slah1 denmektedir (Tosun ve Sagsoz, 2005).
Bitki 1slahinda temel amag, genetik yapida gerceklestirilecek degisiklik ile ortaya cikacak
varyasyondan yararlanip, yapilacak seleksiyonla daha kaliteli, yiiksek verimli, hastalik ve
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zararhilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi yiiksek olan yeni gesitleri miimkiin oldugunca
kisa siirede elde etmektir. Bitki 1slah calismalarinda melezlemeler yoluyla genetik
islemlerin ve seleksiyonun etkinligi arttirilmaya c¢alisilir. Bunlar da ¢ok uzun zaman alan,
zahmetli ve yiiksek maliyetli islemlerdir.

Watson ve Crick’in 1953 yilinda DNA’nin yapisini agiklamasiyla baglayan
molekiiler biyoloji ¢alismalari, 6zellikle 1990 yilindan sonra biiyiik gelismeler gostermis
ve transgenik bitkilerin iiretilmeye basladigi 1996 yilindan sonra ise farkli bir boyut
kazanmistir. Giiniimiizde ise klasik bitki 1slah1 programlarini tamamlayan ve destekleyen
yeni molekiiler ve biyoteknolojik yontemlerin kullanilmasi alternatif olarak goriilmektedir.

Molekiiler markorlerden genel olarak kalitatif ve kantitatif 6zelliklerin 1slahinda,
seleksiyonda, genetik ve linkage haritalamalarinda, ¢esit tanimlamasi ve korunmasinda,
genotipler arasi genetik uzakligin belirlenmesinde yararlanilmaktadir (Bilgin ve Korkut,
2005). Ayrica cesit tescil ve sertifikasyonunda stabil, yiiksek verimli ve kaliteli ¢esitlerin
belirlenmesinde tarla denemeleri ve laboratuvar testleri yaninda molekiiler markorlerin
kullanilmasi olduk¢a 6nem kazanmaktadir.

2. Molekiiler Markorler
2.1. Molekiiler markor tanimi

Molekiiler markorler, genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iligkili
DNA parcasidir. Molekiiller markorler; genetik markorleriny, DNA  tabanli  tipini
olusturduklarindan, DNA markorleri olarak da bilinirler. DNA markorleri  farkl
genotiplere ait DNA dizilis farkliligmmi cesitli sekillerde ortaya koyan markorlerdir.
Niikleik asit temeline dayali genetik markorlerin genom analizlerinde kullanimi 1slahgilar
icin ihtiya¢ duyulan bir alandir. Bu markorler kullanilarak birbirine morfolojik olarak ¢ok
yakin olan kiiltiir ¢gesitleri ayrilabilir ve tanimlanabilir.

Molekiiler markor yontemleri DNA molekiiliindeki polimorfik bdlgelerin saptanmasi
prensibine dayanir. Popiilasyonda her hangi bir genin veya 6zelligin birden fazla formu
bulunuyorsa o gen ya da fenotipik 0Ozellik polimorfik olarak kabul edilmektedir.
Polimorfizm, DNA dizisi, amino asit dizisi, kromozomal yap1 ya da fenotipik &zellik
varyantlar1 gibi birkag diizeyde goriilebilir.

Biitiin bir genomun analiz edilebilecegi DNA’y1 elde etmek i¢in, herhangi bir
kisimdan alinan az miktarda doku pargasi yeterli olmaktadir (Botstein ve ark., 1980).
Ayrica; DNA markorleri stabil olup, tiim dokularda ortaya ¢ikabilirler, ¢evre kosullardan
etkilenmezler, kodominant ya da dominant 6zellikte olabilirler ve kalitimi basit ilkelere
sahiptirler (Williams ve ark., 1990).

Molekiiler markorler, DNA bazlarin’da olusan nokta mutasyonlari, araya girme
(insersiyonlar), silme (delesyonlar) veya tekrarlanan DNA’nin replikasyonunda olusan
hatalardan meydana gelirler ve notraldirler. Genellikle DNA’nin  kodlanmayan
kisimlarinda olusurlar. DNA markorleri teorik olarak sinirsiz sayida kabul edilir,
morfolojik ve biyokimyasal markorlerin aksine, ¢evresel faktorlerden ve bitki gelisim
evrelerinden etkilenmezler.

2.2. Molekiiler markor teknolojisinin kullanim alanlari

Molekiiler markorler; QTL (Quantitative Trait Loci) analizlerinde, genetik
haritalamada (Rafalski ve ark., 1996), kiiltiir ¢esitlerinin tanimlanmasinda, yeni gelistirilen
cesitlerin koruma altina alinmasinda, genetik akrabaliklarin belirlenmesinde (Lowe ve ark.,
1996), tohumculukta safiyet analizlerinde, gen kaynaklarimin karakterizasyonunda, genetik
kaynagin yapisini anlamada, duplike olan genotiplerin belirlenmesinde, genetik kaynagin
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tekrar organizasyonunda ve 1slah programinda kullanilacak ebeveynlerin belirlenmesinde
kullanilirlar. Ayrica molekiiler markor teknolojisi, ¢esitli stres etmenleri ile iligkili genom
bolgelerinin belirlendigi ve genom yapis1 hakkinda bilgi edinildigi ¢alismalarda siklikla
kullanilmaktadir.

Markor destekli seleksiyon (MAS) ile 1slah galigmalart ile 6zel bir fenotipik
karaktere indirilebilmekte, 1slah ¢alismalar1 daha kisa siirede ve daha az isgiicii ile
tamamlanabilmekte ve bunlarin yani sira gereksinim duyulan populasyon biyiikligl de
klasik 1slaha nazaran ¢ok daha kiiclik olmaktadir (Gupta ve Rustgi, 2004).

2.3. Molekiiler markorlerde bulunmasi gereken o6zellikler

Molekiiler markorlerde bulunmasi gereken 6zellikleri maddeler halinde su sekilde
siralanabilir;

e Yiiksek derecede polimorfik davranis gostermeli ve farkli genotipleri ayirt
edebilmelidir.

e Biitlin dokularda gzlemlenebilmelidir.

e Kodominant (esbaskinlik) kalitim géstermeli ve heterozigot bireyleri, homozigot
dominant bireylerden ayirt edilebilmelidir.

¢ Genomda sik¢a bulunmalidir.

e Genomda diizgiin dagilim gdstermelidir.

e Secici, notr davranis géstermelidir.

¢ Kolay ulagim saglanmali ve uygulama maliyeti diisiik olmalidir.

e Yiiksek oranda tekrarlanabilirlik gostermelidir.

¢ Otomasyona uygun kolay ve hizli degerlendirme saglamalidir.

e Ayn1 genetik materyal iizerinde yapilan bir markor analizi her zaman ayni
sonuglar1 vermelidir.

[ ]

3. Molekiiler Markor Tipleri

Kullanilan yontemler bakimindan molekiiler markorler, Hibridizasyona Dayali
Markorler ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayali Markorler olarak iki ana gruba
ayrilabilir. Hibridizasyona dayali markdrlere ornek olarak; RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism/Simirli Parca Uzunluklari Polimorfizmi), PCR tabanli markdrlere
ornek olarak; SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya Mikrosatelitler),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA/Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi),
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltilmis Parca Uzunlugu
Polimorfizmi), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizm) verilebilir.

Bu markdér sistemlerinin  disinda; SRAP (Sequence Related Amplified
Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), STS (Sequence
Tagged Site), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic), ALP (Amplicon Length
Polymorphism) ve bunlara ilaveten DNA sekanslamasina dayali SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) markorleri ve MP-PCR (Microsatellite Primed Polymerase Chain
Reaction), AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction), AS-PCR (Allele
Specific Polymerase Chain Reaction), DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
stratejileri de polimorfizmin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Genotipler arasinda farklilik gostermeyen markorler, monomorfik markdrler olarak
bilinirler. Ayn1 veya farkli tiirlerin bireyleri arasinda farklilik gosteren markorler ise
polimorfik markorler olarak isimlendirilirler ve bunlar, farkliliklar1 belirledigi igin
monomorfik olanlardan daha yararhdirlar.
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Polimorfik markoérler, homozigot ve heterozigotlar arasinda ayrimlanabilmelerine
gore dominant ve kodominant 6zellik gosterirler. Dominant markorler var veya yok olarak
belirlenirken, kodominant markorler boyut olarak farklilik gosterirler. Kurallara bakilirsa,
bir DNA markoriiniin farkli formlar1 (6rnegin jel {izerindeki farkli boyuttaki bantlar)
markor allelleri olarak adlandirilir. Bu durumda kodominant markdrler farkli birgok allele
sahip olabilirken dominant bir markor sadece 2 allele sahiptir. Sekil 1’de kodominant
markdrlerle heterozigot ve homozigotlar arasindaki farklilbik acik bir sekilde
goriilebilmektedir. Ancak dominant markorler bu ayrimi yapamamaktadir.

Codominant Dominant
BRPF 12345 6789101112 B PiF. 12 34 5 6:7 §9 10 11112

AAaaAa AAAaAa aa Aa aa AaAA AaAA Aa aa BB bhhBb B B bbB B B bhhB B B bbb B

Sekil 1. Kodominant ve dominant markdrlerin karsilagtirilmasi

3.1. Hibridizasyona dayah molekiiler markorler

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism/Simmirhi Parca Uzunluklar:
Polimorfizmi)

Hiicrelerden izole edilen genomik DNA’nin, belirli bir noktadan niikleik asit
dizilislerini tantyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob DNA’nin
melezlendigi DNA etrafindaki farkli kesim yapilarinin saptanmasi esasina dayanir.

RFLP, PCR esasli olmayan gelistirilmis ilk markor sistemidir. RFLP markorleri
kodominant (esbaskin) Ozelliktedir (Bark ve Havey, 1995). Bu o0zellik sayesinde
heterozigot bireylerin de karakterize edilmesi miimkiin olabilmektedir.

PCR temelli tekniklerin ortaya ¢ikisina kadar ¢ok yaygin kullanilan RFLP, sahip
oldugu dezavantajlar1 ve PCR temelli tekniklerin sagladigi avantajlar nedeniyle
kullanimi1 6zel ¢alismalarla sinirli kalan bir teknik olmustur.

RFLP tekniginin avantajlari:

e Tiirler, cinsler hatta familyalar arasinda transferi miimkiindiir.

eFarkli laboratuvarlarda ve farkli arastiricilar tarafindan ayni sonuglara
ulagilabilmesi bakimindan oldukga giivenilirdir.

eRFLP markorleri kodominant 0Ozellikte olduklar1 i¢in  heterozigotlarin
belirlenmesinde ve karakterizasyonlarinda kullanilmaktadirlar.

¢ Orta diizeyde polimorfizm gdstermektedirler.

RFLP tekniginin dezavantajlart:

e Analizleri pahali, fazla zaman alic1 ve ¢ok fazla is giicli gerektirmektedir.

¢ Cogu durumlarda yaygin olarak radyoaktif etiketleme yontemi kullanilmaktadir.

e Yiiksek kalitede DNA’ya (10-20 pg) ihtiyag vardir.

e Az kopya edilen dizilislerin genomlarda belli noktalarda kiimelenmelerinden
dolay1 RFLP markdrleri genom iizerinde rastgele dagilim gostermezler. Bu da
haritalamay1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu durumda, RFLP markérleriyle
elde edilen haritalarda yaygin olarak biiylik bosluklar gdriilmesine neden
olabilir.

[ ]
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3.2. Polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayal molekiiler markorler

1980’11 yillarin ortalarinda Cetus firmasi arastiricilarn tarafindan gelistirilen klonlama
teknigi, dizi analizi ve DNA haritalamas1 gibi temel molekiiler biyoloji arastirmalarinda
kullanilmaya baglanmistir. PCR, DNA’nin in vitro kosullarda enzimatik olarak sentezletilmesidir.
PCR tekniginin gelistirilmesinde anahtar rolii Thermus aquaticus’dan elde edilen sicakliga
dayanikli polimeraz enziminin (Tag DNA polymerase) kesfi oynamistir. Bu enzim sayesinde
hiicrede normal sartlar altinda gerceklesebilen dogal DNA replikasyonu laboratuvar sartlarinda
‘termocycler’ adi verilen 6zel cihazlar yardimi ile gergeklestirilmistir. Botstein ve ark. (1980)’na
gore, PCR tekniginin ortaya koyulmasi ile RAPD, SSR, AFLP markdr sistemleri de gelistirilmistir.

Yontem, kiiciik miktardaki spesifik bir DNA parcasinin, bir dizi enzimatik reaksiyon sonucu
milyonlarca kez g¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. Ancak g¢ogaltilabilen unsurlar DNA’nin
tamamu degil, DNA’nin istenilen veya rastgele sentezlenen bazi bdlgeleridir.

PCR, ift iplikli bir DNA molekiiliniin tek zincire ayrigtirilmasi, hedef dizilere
oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir. Primerler, kalip DNA molekiilleri
yiiksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri iizerinde
kendilerine tamamlayici olan bolgelere baglanirlar. Primerlerin hedef bolgelere baglanmasi, diisiik
sicaklik derecelerinde gerceklesir. Ayrica reaksiyon ortaminda pH’yr ve tuz konsantrasyonunu
optimum hale getiren tampon ¢ozelti, polimeraz enzimi, polimeraz enziminin ihtiyag duydugu
MgCl; ve DNA iiretiminde kullanilacak Adenin (A), Timin (T), Guanin (G), Sitozin (C)
niikleotidlerinden her biri yeterli miktarda bulunur. Polimeraz enzimi sayesinde baslatici DNA, bir
kalip DNA tizerine baglandiktan sonra, onu 3’ ucundan 5 yoniinde uzatmaya baslar ve kalip
DNA’nin aynisini iiretir.

Bir PCR dongiisii;
e DNA ipliklerinin birbirinden ayrilarak agilmasi (Denatiirasyon),
o Primerin baglanmasi (Annealing),
o Uzama (Extention) olarak adlandirilan ii¢ asamadan olusur.

Once 95 °C civarinda bir sicaklik kullanimiyla kalipp DNA’nin ¢ift sarmal yapisi agilir ve
DNA tek iplik haline getirilir (denatiirasyon). Sonra primerin niikleotid igerigine bagli olarak 30-60
°C arasinda bir sicaklikta baglatict DNA’nin kalip DNA’ya yapismasi saglanir (baglanma). Son
olarak 72 °C’de Taq DNA polimeraz enzimi ortamdaki niikleik asitleri (A-G-C-T) kullanarak
uygun DNA bolgesini ¢ogaltir (uzama). Bu adimlarin her birinde sadece 1-2 dakika kullanilir
(Sekil 2). Bu ii¢ adim istege bagl olarak defalarca (yaklasik 30-45 defa) tekrarlanir ve DNA
amplifikasyonu, her DNA molekiilii tizerinde istenilen bdlgenin iki katina ¢ikmasi ile tamamlanmig
olur.

1. Adim Denaturasyon

/ T v T v T v T T T T T T T

100,

90

3. Adim Polimerizasyon
80

70

)

50 [~

Steaklik ()

2. Adim Baglanma

40 ¢
Rir dongu I

oy S —
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Sekil 2. PCR’1n ¢alisma prensibi

5|Sayfa



Yorgancilar ve ark. [ 4 (2):1-12, 2015

PCR teknigi giinlimiizde farkli bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR
tekniginin baglica kullanim alanlar1 sunlardir:

e Tani ve teshis,

¢ Genetik yapis1 degistirilen bitki veya mikroorganizmalarin tespiti,
e Molekiiler klonlama (DNA klonlamasi),

e DNA baz dizilislerinin belirlenmesi,

¢ Genetik akrabalik ve adli tip vakalarinin tespiti.

DNA dizilisi her genotipte farkli oldugu icin, ayni primerler kullanilsa bile her
genotipte farkli DNA iriinleri elde edilir ve bu farkli {iretimler genetik markor olarak
kullanilmaktadir. Bu amagla c¢ok degisik DNA markor tipleri kullanilmakla ve
gelistirilmeye devam edilmektedir. SSR, RAPD, AFLP ve ISSR gibi DNA markérleri
calismalarda yaygin olarak kullanilan PCR kullanimina dayali markoérlerdir.

SSR (Simple sequnce repeat/Basit tekrarh diziler veya Mikrosatelitler)

SSR veya mikrosatellitler, okaryotik genomlar boyunca dagilmis ve ardigik olarak
tekrarlanmakta olan 2-6 niikleotid gruplarindan olugsmaktadir. Bu gruplar 6rnegin (AT)n,
(GT)n, (ATT)n, (GACA)n seklinde gosterilmekte ve n ardigik tekrar sayisini belirtmektedir.
En yaygin SSR dizileri dintikleotid (AC)n, (AG)n, (AT)n, triniikleotid (TCT)n, (TTG)n veya
tetraniikleotid (TATG)n yapidadir.

Mikrosatellitleri ¢cevreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiirlin bireyleri arasinda
korunmus olduklarindan, farkli genotiplerde cakisan SSR’larin PCR primerleri ile
cogaltilarak secimine izin vermektedir. Ardigsik SSR tekrarlarinin sayisindaki farklilik PCR
sonucu farkli uzunlukta parca ¢ogaltimi ile sonuglanir. Bu tekrarlar ¢ok yakin tiir ve
cesitler arasinda dahi tekrarlanan {initelerin sayisinda degisiklige yol agan mutasyonlar
nedeni ile oldukca polimorfiktir (Gupta ve ark., 1994). SSR’lar1 ¢evreleyen korunmus
DNA dizileri primer olarak kullanilarak PCR metodu vasitasiyla bir lokustaki farkl: alleller
tespit edilebilir. Ancak bu metodun kullanilabilmesi icin ilgili lokuslara ait primer
sekanslarinin 6nceden bilinmesi gerekir. Bu da olduk¢a zahmetli bir istir. Kullanilacak
primerler  belirlendikten  sonra  farkli  arastirmacilar  tarafindan  rahatlikla
kullanilabilmektedir.

Mikrosatellitlerin en 6nemli dezavantaji yeni markor gelistirilmesinin giicliigiidiir.
Yeni markor gelistirilmesi icin genomik DNA klonlarimin tekrarlanan oligoniikleotid
iceren problarla melezlenme yoluyla bulunmasi, niikleotid dizilislerinin belirlenmesi ve
yan yana tekrarlanan yapilarin baslangic ve bitis yerlerine 6zel baslatict DNA’lar
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu da oldukga isgiicii gerektiren pahali bir islemdir.

SSR, ilk olarak insanlarda tanimlandiktan sonra (Litt ve Luty, 1989) ayn1 bulgular
hizli bir sekilde diger organizmalarda da kullanilmaya baglanmistir. Farelerde yapilan
caligmalar (Love ve ark., 1990),domuzlarda (Johansson ve ark., 1992) ve sigirlarda (Kemp
ve ark., 1993) yapilan caligsmalarla devam etmistir. Bitkilerde de birgok tiir i¢in oldukca
onemli olan markérler basarili bir sekilde izole edilmis ve arastirmalarda kullanilmaya
baslanmustir.

Bitkilerdeki genetik haritalama ¢aligmalarinda SSR tekniginin kullanimi, sagladigi
avantajlardan dolayr her gegen giin artmaktadir. SSR’lar yiiksek oranda polimorfik
olduklarindan bitkilerde oldukca fazla bilgi vermektedir. Ayrica kodominant (esbaskin)
markor vermesi ve PCR kolayligina sahip olmasi da kullanim oranini arttirmaktadir (Roder
ve ark., 1995). Son yillarda diinya ¢apindaki bir¢ok molekiiler genetik laboratuvarinda
farkli bitki tiirlerinde SSR’lar basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Bugday (Roder ve ark.,
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1995), yabani bugday (Pestsova ve ark., 2000), soya fasulyesi (Akkaya ve ark., 1992),
misir (Senior ve Heun, 1993) ve patates (Provan ve ark., 1996) gibi bitkiler SSR’larin
basarili bir sekilde kullanildig1 bitkilere 6rnek verilebilir.

RAPD (Random amplified polymorphic DNA/Rastgele cogaltillmis DNA
polimorfizmi)

RAPD markorleri basit, kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin
tesadiifi olarak dagilmis bolgelerinin amplifikasyonu olarak tanimlanmaktadir (Williams
ve ark., 1990). Uzunlugu 10 niikleotid olan baslatict DNA’lar (primer) kullanilarak
genom tizerindeki rastgele DN A bdlgelerinin ¢cogaltilmasi esasina dayal: bir yontem olup,
yalmizca bir tip primer kullanilir. Kullanilan bu primer, her iki DNA ipliginde de 5'—3’
yoniinde c¢alisir. Dolayisiyla kullanilan primerin yapisabildigi DNA {izerinde birbirine
yakin iki bolgenin amplifikasyonu yapilir.

Amplifikasyon iirlinleri agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezde ayrilabilir ve
etidyum bromiir ya da giimiis nitrat boyamasi ile goriintiilenebilir. RAPD teknigi markor
teknolojisinde uygulanmasindaki kolaylik, sentetik oligoniikleotidlerin ¢ok fazla sayida
bulunmasi ve kolay olmasi, RFLP’nin tersine az miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi
gibi nedenlerden dolayi tercih edilen markdrlerdir.

Diger PCR esash teknikler gibi RAPD tekniginin de haritalama ve karakterizasyon
calismalarinda daha az zamana, caligmaya ve maliyete gereksinim duyulmasi nedeniyle
daha cok tercih edildigi bildirilmektedir (Devos ve Gale, 1992). Ozellikle RAPD yontemi
cok az bir kalip DNA’ya gereksinim duyulmasi sebebiyle tercih edilmekte ve bir¢ok bitki
tiiriinde beklenilen diizeyde sonuclar vermektedir.

RAPD markérleri zaman ve maliyet yoniinden olumlu olmasina ragmen, dominant
markdr olmalar1 nedeniyle yorumlanmasinin zorlugu, kompleks olmasi ve kolaylikla
tekrarlanamamasi dezavantajlarina sahiptir (Lavi ve ark,. 1994). Hatta bazi durumlarda
tekrarlanan biiylik bantlarinin kullanildigi durumlarda bile varyasyonun genetik ya da
degisik mikroorganizma kdkenli kontaminasyon ve amplifikasyon sirasinda meydana gelen
bir sorundan m kaynaklandiginin tespit edilememesi bu markdrlerin  olumsuz
yonlerindendir.

RAPD-PCR metodunun, genetik varyasyonun arastirilmasinda, bitkilerin genetik
haritalarin ¢ikarilmasinda ve markoér yardimiyla seleksiyonda yogun olarak kullanilmasinin
nedeni, metodun diger molekiiler metotlara gore daha ucuz, daha az DNA gerektirmesi ve
otomasyona uygun olmasindandir.

RAPD tekniginin avantajlari:

e Cabuk sonug verir, daha ucuzdur ve daha az is giicii gerektirir.
e Az miktarda DNA yeterli olmaktadir.
e Polimorfizm oram yiiksektir.

RAPD tekniginin dezavantajlar:

e Glivenilirligi sinirhdir.

e Farkli laboratuvarlarda farkli sonuglar elde edilebilir, hatta bir termocycler
cihazindan digerine ge¢ildiginde bile farkli sonuclar ¢ikabilmektedir.

e Dominant markdér olmasi, bu yolla elde edilen markorlerin diger haritalara
transferinde zorluklar ¢ikarabilmektedir.

Diinya ¢apindaki bir¢ok molekiiler genetik laboratuvarinda farkli bitki tiirlerinde
RAPD teknigi basarili bir sekilde kullanilmistir. Ornegin; bugday (Devos ve Gale, 1992),
arpa (Tinker ve ark., 1993), misir (Osipova ve ark., 2001), fasulye (Tiwari ve ark., 2005),
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nohut (Hajj-Moussa ve ark., 1996) ve patates (Hu ve Quirose, 1991) gibi bitkilerde RAPD
teknigi etkin bir sekilde kullanilmistir.

Ravi ve ark. (2003), tiirler arasindaki akrabaligi degerlendirebilmek i¢in kiiltiirii
yapilan ¢eltik ve yabani c¢eltikte RAPD ve SSR markor tekniklerini kiyaslamali olarak
kullanmislardir. RAPD teknigine gére SSR tekniginin sonuglarinin genetik akrabaligin
tespitinde daha dogru bilgiler verdigi arastiricilar tarafinda belirtilmistir.

AFLP (Amplified fragment length polymorphism/Cogaltilmis par¢a uzunlugu
polimorfizmi)

Vos ve ark. (1995), RAPD-PCR metodunun prensiplerinden yararlanarak RAP
tekniginin dezavantajlarin1 gidermek tlizere AFLP metodunun gelistirmislerdir. AFLP
tekniginin tekrarlanabilirligi ve polimorfizm diizeyi RAPD-PCR metoduna gore daha
yiiksektir. Bu teknikte genomik DNA Once birisi alt1, digeri dort taban taniyan iki kesim
enzimi tarafindan kesilir. Kesilen pargalarin uclarina niikleotid dizilisi sentetik olan
DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik DNA’nin niikleotid dizilisini de tasiyan baslatict
DNA’lar (primerler) kullanimiyla nispeten spesifik DNA ¢ogaltimi1 yapilir. Bu ¢ogaltma
iki asamada gerceklestirilir. Ik asamada, her iki ugtan DNA kesim enzimlerinin tanidig
diziden sonraki ilk niikleotide gore segici ¢ogaltimin yapildigr 6n iiretim yapilir. Asil
tiretimde On iiretimde elde edilen pargalarin kullanimryla kesim enzimi tanima yerinden
sonraki ikinci ve ligiincii niikleotidler icin segici liretim yapilir. Biitlin baslaticilar sentetik
uclarin niikleotid dizilisini de tasidig1 i¢in iiretim oldukea spesifik sartlarda yapilmis olur.

Teknigin polimorfizm oran1 ¢ok yiiksektir. Masraf, isgiicii gereksinimi ve
giivenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayn1 anda ve
etkili bir sekilde taramasi nedeniyle parmak izi analizine ¢ok uygundur. AFLP tekniginin
onemli dezavantajlar1 arasinda ¢ogunlukla dominant markorler vermesi ve farkli genetik
haritalar arasinda transferinin giic olmasi gelmektedir (Walton, 1993)

Russel ve ark. (1997), kiiltiirii yapilan 18 arpada genetik varyasyonu belirlemek i¢in
RFLP, AFLP, RAPD ve SSR gibi molekiiler teknikler kullanmislardir. Bu dort markor
tipinin de polimorfizmi belirlemede farkli etkilerinin oldugu tespit edilmistir. AFLP ve
RFLP’nin sonuglari birbirlerine benzerlik gostermesine ragmen SSR orta, RAPD ise daha
diistik sonug¢ vermistir.

AFLP tekniginin avantajlari:

e RAPD’den yavas RFLP’den hizlidir.

e Masraf, isgiicii ve giivenirlik agisindan RAPD ve RFLP arasindadir.

e Cok sayida ayni anda etkili bir sekilde tarama yapmasi nedeni ile parmak izi
analizine ¢cok uygundur.

¢ Sayilar1 RAPD ve RFLP’den daha fazladir.

e Genomik DNA ile ilgili 6n bilgiye gerek yoktur.

¢ Polimorfizm orani ¢ok yiiksektir.

¢ Bu 6zelliklerinden dolay1 otomasyona uygundur.

AFLP tekniginin dezavantajlari:

e Cogunlukla dominant markor 6zelligindedir. Ancak son zamanlarda kodominant
markdrde verdigi bildirilmistir.
e Farkl1 genetik haritalar arasinda transferleri giigtiir.
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ISSR (Inter simple sequence repeat/Basit tekrarh diziler arasi polimorfizm)

ISSR yontemi, Okaryotik genomlarda tekrar eden 2, 3, 4, 5 gibi niikleotid
birimlerinin lokustan bagimsiz bir sekilde genomda rastgele dagilimlarini esas alan ancak
RAPD yontemine gore cok daha hassas ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan bir yontem
olarak one ¢ikmaktadir (Zietkiewicz ve ark., 1994; Gupta ve ark., 1994).

ISSR markorleri genetik ¢esitliligin belirlenmesinde, filogenetik calismalarda, genom
haritalarinin olusturulmasinda ve evrim biyolojisinde birgok tarla bitkisinde uygulanabilen
etkili bir tekniktir (Reddy ve ark., 2002).

ISSR markorlerinin kullanimi hizli, uygulanmasi kolay ve primerleri daha uzun
olduklarindan giivenilirlikleri fazladir (Bornet ve Branchard, 2001). Yeterli bilgi sunan
ISSR primerlerini kullanmak diisiik bir maliyet, zamandan tasarruf ve genetik analizlerde
kolaylik saglamaktadir.

ISSR markérleri Mendel kalitimina uygun olarak dominant markorler vermektedir
(Wang ve ark., 1998). Bununla beraber kimi durumlarda homozigot ve heterozigotlugun
tanimlanmasinda kodominant markdr de vermektedirler.

RAPD markorlerinin diisiik iiretkenligi, AFLP markérlerinin yiiksek maliyeti ve
primer sentezlenebilmesi i¢in sekans bilgisinin gerektigi SSR markorleri, bir¢ok ¢alismada
onemli kisitlamalar olusturmaktadir. ISSR markorleri bu kisitlamalarin  birgogunun
iistesinden gelinmesinde 6nemli bir tekniktir (Zietkiewicz ve ark., 1994).

Son yillarda diinya ¢apindaki bircok molekiiler genetik laboratuvarinda farkli bitki
tiirlerinde ISSR teknigi basarili bir sekilde kullanilmaktadir. Ornegin; bugday (Nagaoka ve
Ogihara, 1997), ¢eltik (Blair ve ark., 1999), arpa (Fernandez ve ark., 2002), misir (Kantety
ve ark., 1995), nohut (Iruela ve ark., 2002), cavdar (Matos ve ark., 2001) ve patates
(Prevost ve Wilkinson, 1999) gibi bitkilerde ISSR tekniginin kullanimi artmaktadir.

4. Markor Destekli Seleksiyon (MAS)

Markor Destekli Seleksiyon (MAS) uygulamalarinin gelisimi musir ile baglamis ve
bunu bugday takip etmistir. Tahillar arasinda model bitki olmas1 nedeniyle ¢eltik {izerinde
de bir¢ok arastirma yapilmistir. Gliniimiizde markor destekli 1slah calismalart ¢gogunlukla
geriye melezleme yonteminde uygulanmaktadir (Yildirim, 2005). MAS, 6nemli agronomik
karakterleri kontrol eden genlerle siki bir baglanti durumunda olan ve kolaylikla
taninabilen molekiiler markdrlerin kullanilmasi esasina dayanir. MAS uygulanan bitki
1slaht ¢aligmalari, klasik 1slah calismalarindaki seleksiyon hizini ve etkinligini arttirma
yoniinde onemli ilerlemeler saglamaktadir.

Bircok bitkide molekiiler markorler ile ¢ogu agronomik 6zelligin genetik baglanti
haritast olusturulmus ve olusturulmaktadir. Baglanti haritalarin1 gelistirmedeki amag,
agronomik Ozelliklerin genomdaki pozisyonlarimi belirlemek, molekiiler markorler
aracilifiyla 1slahta dolayli secim yapabilmek i¢in siki bagli markdrleri tanimlamaktir. Yani
MAS, agronomik olarak 6nemli genlere siki bagli DNA markoérleri, fenotipik seleksiyon
yerine veya fenotipik seleksiyona yardimci olmak i¢in kullanilmaktadir. Dikkatlice
diisiiniilmiis bir stratejiye dayali olarak, MAS ve fenotipik seleksiyonun birlikte yapilmasi
olumlu sonuglar alinmasini garantileyecektir.

Geri melezleme hedef bolgenin etkili bir sekilde se¢imini saglar, baglanti
taramalarin1 minimize eder ve tekrar eden ebeveynlerin tespitini kolaylastirir. MAS
yardimiyla F2 ve F3 basamaklarindaki genetik kaynak tam olarak tespit edilebildigi igin,
1slah programlarinin sonraki agamalarinda 6nemli avantajlar saglar.
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Markor Destekli Seleksiyon calismalarinin avantajlart su sekildedir;

e Fenotipik taramaya gore daha kolay bir metottur. Ozellikle tanimlanmas1 zahmetli
ozelliklerde zaman ve kaynak israfin1 engeller.

¢ Cimlenme asamasinda seleksiyon saglayarak tane kalitesi gibi 6zelliklerin tanisini
kolaylastirir.

e Cevresel faktorlerden etkilenmedigi icin giivenilirligi yiliksektir. Homozigot ve
heterozigot genotipleri ayirarak tek bitkinin se¢cimine imkan tanur.

¢ Genetik kaynaklarin tam kimlik tespitlerinin yapilmasimmi ve bu yolla genetik
rezervin korunmasini saglar.

e Herhangi bir ¢esit karisikligit durumunda ayrimi ve bu yolla ¢esitlerin ticari
haklarinin korunmasina yardimeci olur.

e Spesifik 6zellikteki genotiplerin daha titiz ve dogru bir sekilde ayrimini saglar.

Son yillarda molekiiler biyolojide goriilen hizli ilerleme, bitki genetigi
calismalarinda, genetik cesitliligin korunmasinda, iiretimi, korunmasi, 1slah gibi hedefler
dogrultusunda kullanimina ¢ok biiyiik ve 6nemli katki saglamistir. Zaman igerisinde MAS
uygulanan bitki 1slah1 caligmalari, klasik caligsmalardaki seleksiyon hizini ve etkinligini
arttirma yoniinde daha ¢ok 6nemli katkilar saglayacaktir.

5. Sonu¢

Molekiiler markorlerin  bitki 1slahinda kullanimi1 ile geri melez 1slahi, gen
piramitlerinin olusturulmasi, resesif genlerin seleksiyonu, yabani gen kaynaklarindan gen
transferleri ve erken seleksiyon gibi avantajlar saglanarak klasik 1slahin etkinligi
artirllmakta, bdylece yeni ¢esitlerin gelistirilmesi hiz kazanmaktadir. Molekiiler markor
uygulamalar1 tek basina klasik islahin yerine kullanilamamakla birlikte, klasik 1slahin
basarisini artiran tamamlayici ve destekleyici teknikler olarak kabul edilmektedir. Gelisen
molekiiler markor teknolojisi ve markor destekli seleksiyon teknigi sayesinde bitki 1slahi
calismalar1 daha etkili bir sekilde yliriitiilebilecek, klasik 1slaha oranla ¢ok daha kisa bir
siirede basarili ve giivenilir sonuglarin elde edilmesi miimkiin olacaktir.
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