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Ozet

Bu calisma son yillarda kullanimi giderek artmakta olan Tek Niikleotid Farkliligi (Single Niicleotide Polymorphism, SNP)
markdrlerinin taniminin yapilarak, siniflandirilmasi, analiz metotlart ve bugdayda kullanim alanlarinin ortaya konulmasi amaciyla
yapilmustir. Ayrica SNP markdriintin diger DNA markér tipleriyle karsilastirilmasi da verilmistir.

Anahtar kelimeler: Tek Niikleotid Farkliliklari, SNP, Markér, Bugday.

Abstract

This study is presented for defining and classifying of Single Nucleotide Polymorphism (SNP) markers which increasingly
used in recent years and for explaining the analysis methods and the use areas in wheat. In addition, comparison of SNPs with

other marker types is also giving.

Key words: Single Nucleotide Polymorphism, SNP, Marker, Wheat.

GIRIS

Kalitim sekilleri morfolojik, biyokimyasal
ve DNA diizeyinde izlenebilen karakterlere
genetik markor denir. Calisilan organizmadaki
ilgilenilen diger 6zelliklerin genetigi hakkinda
bilgi saglamalari nedeniyle bu karakterler markor
olarak adlandirilmaktadir. DNA  diizeyinde
izlenebilen karakterlere DNA markérleri ya da
molekiiler markdorler denir. Molekiiler markorler
DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya
herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna sahip
olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler.

DNA markarleri farkli mutasyon siniflarinin
bir sonucu olarak ortaya c¢ikarlar. Bunun en
basit ornegi iki genotipi birbirinden ayiran tek
bir niikleotidin (bazin) yer degistirmesi kadar
kiigiik bir farkliliktir. Tek bir bazin yer degiserek
bir enzimin kesim noktasini degistirmesi, DNA
parcasinin uzunlugunu degistirerek ilgili gozlem
metodunda direkt olarak bir bireyin genotipini
temsil eden farkli bir markdr ortaya gikarir.
Markérlerin gelecekteki jenerasyonlariyla ilgili
en 6nemli aday en sik rastlanan genetik varyasyon
olan DNA dizini igindeki Tek Niikleotid
Farkliligi’dir. Bu tip farkliliklar genellikle
fenotipe yansimazlar.Bazilari hastaliklara egilim
gibi ¢esitli fenotipik farkliliklarla baglantili
olabilir.

Dna Markoérlerinin Simiflandirilmasi

Bitki genomu c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilan molekiiler markoérler sunlardir: RFLP,
CAPS, STS, RAPD, SCAR, AFLP, SSAP, SSR,
ISSR ve SNP. Bu markorler teknigin temel
ilkeleri, kullanim amaglar1 ve polimorfizm tipleri
gibi gesitli faktorler gz 6niinde bulundurularak
siniflandirilabilir. DNA markérlerinin mevcut
tipleri Gupta ve ark. [20] tarafindan asagidaki
sekilde gruplandirtimigdir.

Hibridizasyona dayali
(RFLP)

Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (Polymerase
Chain Reaction, PCR) dayali DNA markoérleri
(CAPS, STS, RAPD, SCAR, AFLP, SSAP, SSR,
ISSR)

DNA ¢ip ve sekanslamaya dayali DNA
markérleri (SNP)

Bu siniflandirma markérlerin analizleri igin
kullanilan temel yontem baz alinarak yapilmistir.
Gupta ve arkadaglari tarafindan ileri siiriilen bu
smniflandirma  DNA  markorlerinin  gelisimini
de yansitmaktadir. Birinci grup markérler ilk
geligtirilen ve ¢ogunlukla 1980’lerde kullanilan
DNA markérleridir. 1990’1arda PCR’ye dayali
markorler (ikinci grup) Onem kazanmuistir.
2000’lerden bu yana mikroarray teknolojisine
dayali yeni bir generasyon olan SNP markorleri

DNA markorleri
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(iglincii grup) yogun bir sekilde kullanilmaktadir.

DNA markoérleri  bireysel bir lokusu
etiketlemek i¢in (RFLP, CAPS, SCAR,
STS, SSR, SNP) veya genom parmak izi
caligmalarinda (RAPD, AFLP, SSAP, ISSR,
southern hibridizasyonuna dayali multilokus
markdrler)  kullanilan  markoérler  seklinde
kullanim amacina gore de siniflandirilabilir. Bu
siniflandirma da markorler, tek lokus (diploid
genom basmna tek lokus vardir kuralina dayalt
olarak) ve ¢ok lokus igin (genomik DNA’nin
sayisiz fragmenti c¢ogaltilir) olmak iizere de
ayrilmaktadir.

Ugiincii  siniflandirmaya  gére  (saptanan
polimorfizm yoluyla), markérler mini ve
mikrosatelit lokusunun pes pese gelen
tekrarlarinin  sayisinda saptanan polimorfizm
ile niikleotid ekleme, ¢ikarma ve delesyonlarini
iceren DNA sekanslari arasinda saptanan
polimorfizme gore siniflandirilabilir [59].

Son yillarda, sekanslanan cDNA
kiitiiphanelerinde gelistirilen programlara baglt
olarak, ifade edilmis dizi etiketlerinin (EST)
16.000 lokusdan fazlasi delesyon ve aneploid
bugday hatlar1 kullanilarak haritalanmstir.
Boylece bugday genomlarindaki fonksiyonel
caligmalar  igin  temel  olusturulmustur.
Genetik markor analizleri ig¢in southern blot
hibridizasyonuna dayali EST uygulamast
olduk¢a pahali ve zaman alicidir. Bu nedenle
EST’nin temeline daha uygun olan SNP, STS
ve SSR markorleri gelistirilmistir. Son 20 yilda
bitki genom analizlerinde molekiiler DNA
markdrlerini kullanan tekniklerle ilgili daha
detayli bilgiler elde edilmistir.

SNP markdor tiplerinin analizleri
ozellikle DNA mikroarray kullanimi  gibi
yiiksek iglem hacimli modern yaklagimlara
dayanmaktadir. Diger DNA markér tipleriyle
karsilastirildiginda, SNP’nin  kullanimi  bu
analizleri otomatiklestirebilmekte ve genotip
analizlerinin etkinligini artirmaktadir.

Snp’nin Tanim ve Orijini

SNP en basit tanimla iki birey arasindaki belli
bir DNA pargasindaki tek baz farkliliklaridir. Bir
popiilasyondaki 6rnek bireyler arasinda yiiksek
yer degistirme (substitiisyon) orani gosteren, bir
niikleotid olarak da tanimlanabilir [60]. Brookes
[7] tarafindan yapilan farkli bir tanimlamaya
gore SNP, (allel siklig1 en az % 1 veya daha fazla
olan) bazi popiilasyonlardaki normal bireylerde
bulunan farkli sekans alternatifli (alelli)
genomik DNA’lardaki tek baz degisimidir.

Siklikla ortaya ¢ikan bu durum SNP’yi nadir
nokta mutasyonlarindan ayirir ve genetik
markor olarak kullanimini daha uygun yapar.
Bazi arastirmacilar bu tanimlamaya dayanarak
SNP terimi altinda bu iki polimorfizm tipini tek
niikkleotid substitiisyonu ile kombine etse de,
SNP markoérleri bigimsel olarak tek niikleotid
ekleme veya ¢ikarimlarini icermez [14].

SNP’ler transisyonlar (bir piirin bazin “A,
G” diger bir piirin baziyla veya bir pirimidin
bazin “C, T” diger pirimidin baziyla degismesi)
ve transversiyonlar (bir piirin bazinin bir
pirimidin bazina degisimi veya tersi) gibi baz
degisimlerini icermektedir. Transversiyonun
farkli bigimlerinin sayisi (varyantlarinin sayist)
transisyonun sayisinin iki katindan fazla oldugu
halde, transisyon sikligi (1.5-2.5 faktorii)
transversiyonun sikligindan daha yiiksektir.
G>A ve C>T transisyonlari, insan genomundaki
SNP’lerin % 25’ini olusturmaktadir. Tek
niikleotid pozisyonundaki varyasyon
terminolojisi allel frekansi ile agiklanmaktadir.
Bir popiilasyondaki tek baz degisiminin frekansi
% 1’den biiyiik ise bu degisim SNP, % 1’den
kiigiik ise mutasyon olarak adlandirilir.

Cok yakin akraba c¢esitlerde SNP gibi
markérlerin potansiyeli oldukca biiyiiktiir. Insan
STMS (dizi tanimli minisatelitler) lokusunun
ortalama her birkag¢ 10 kb¢’de meydana geldigi
hesaplanirken, SNP siklig1 ortalama her 100-
300 bg (baz gifti)’de birdir. Insan genomu
yaklasik 2.91 milyar baz giftine ve 35.000 gene
sahiptir. Tiim insanlarin baz diziliminin % 99.9’u
birbirinin aynidir.Gen dizilimindeki % 0.1°lik
farklilik, yani varyasyon insanlar arasindaki
cesitliligin genetik kokenini agiklar. insanlardaki
% 0.1’lik farklilik bir insant essiz kilar. Bu
degisiklikler; zararsiz (fenotipteki degisiklikler),
zararli (diyabet, kanser, kalp hastaligi, kansizlik)
ya da gizli olabilir (kodlanan ve diizenleyici
bolgelerde bulunan degisiklikler). Bulunduklar:
kisiye zarar vermezler. Her bir gendeki degisim
belli kosullar altinda goriiniir sekilde ortaya
cikabilir. Ornegin, kisinin akciger kanserine
dayaniksiz olmasi gibi. iki akraba olmayan birey
arasindaki 1250 bg’deki 1 farklilik toplam 2.3
milyon farklilik demektir. insan genomunda 10-
30 milyon arasinda SNP vardir.

Snp’nin Siniflandiriimasi

Genomik DNA’nin yapisal elementleri
ve fonksiyonel etkinlikleri g&z Oniinde
bulundurularak SNP’ler birka¢ farkli smifa
ayrilabilir. Bir gendeki SNP pozisyonuna bagli
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olarak, SNP’ler ekzon (eSNP), intron (iSNP)
ve promotor SNP (pSNP!) olarak siniflandirilir
(Sekil 1). Gen tezahiiriinii kontrol eden
diizenleyici bolgeleri igeren oligoniikleotid
substitlisyonlar diizenleyici SNP ve rSNP olarak
adlandirilir. Bunlar promotor SNP’leri ve bazi
intron SNP’leri kapsar. Kodlanan bélgelerdeki
SNP’ler proteinin yapisini degistirebilirler.

Tek niikleotid substitiisyonunun fonksiyonel
etkisi hakkindaki verilerin varligma dayali
olarak SNP’ler anonim SNP (fonksiyonel
etkisi Dbilinmiyor), aday (candidate) SNP
(muhtemelen bir fonksiyonel etkiye sahip) ve
protein SNP’leri (pSNP?2, protein fonksiyonunda
ve ekspresyonunda bir degisime neden olan tek
niikleotid substitlisyonlart) olarak siniflandirilir.

SNP’ler  kodlanan  ve  ¢ogunlukla
kodlanmayan boélgelerde bulunur. Ornegin;
PCR iriinlerinin dogrudan sekanslanmasi
kodlanmayan misir bdlgelerinde her 31 bg’de
bir SNP kesfi ile sonuglanmistir. Bu sikligin
kodlanan bolgelerde daha diisiik oldugu (124
bg¢’de 1) saptanmugtir [12]. Bugdayin kodlanan
bolgelerinde ise her 540 bg¢’de bir SNP
bulunmustur [1].

Snp Markérlerinin Avantajlari

Tek niikleotid polimorfizmi en yaygin
DNA polimorfizm tipidir. Cok yiiksek siklikla
meydana gelirler (1/1000 baz- 1/100-300 baz).
Ornegin bugday genomunda, SNP yogunlugu
370 bg¢’de 1°den [45] 540 bg’de 1°e kadar [1, 53].
degisir. SNP’nin bu kadar ¢ok olmasi ve kolay
Olgiilebilmesi, bu genetik farkliliklar1 &nemli
yapar. SNP lokusunun genomdaki yiiksek varligi,
diger genomik agidan 6nemlibitki genleri yaninda

¢esitli  hastaliklara  dayaniklilik  genlerinin
Promoter
region Intron
rSNP iSNP
(regulatory SNP) (intron SMNP) oSNP
(non-Synonymous)
amino acid
subsition

izolasyonu ve calisilmasi icin gerekli yiiksek
yogunluklu temel molekiiler genetik haritalar
gelistirme imkani sunar. Belli genlere yakin
SNP’ler bu genler i¢in bir markdr olarak hareket
ederler. SNP markérleri bu avantajlarindan
dolay1 gesitlerin ve hatlarin sertifikalandirilmasi
icin de yaygmn olarak kullanilabilir. SNP’lerin
temel avantajlart iki baglik altinda toplanabilir.
Bunlardan ilki SNP’lerin sinirsiz  sayida
olmasidir. Cok yiiksek siklikla meydana gelirler.
Insan SNP veri tabam dért milyondan fazladr.
Misirda her 104 bg’de ortalama bir SNP’nin
oldugu [56], kendine dollenen bir tir olan
soya fasulyesinde ise her 273 bg¢’de bir SNP
bulundugu belirlenmistir [63]. SNP’ler yiiksek
sikliga sahip markdrler oldugu icin biiyiik
potansiyele sahiptir. Ornegin markor destekli
seleksiyonda (MAS) bir SNP lokusunda bulunan
polimorfizm olasiligr diisiik olsa bile, herhangi
bir agilim durumunda dogru bdlgede bilgi verici
bir markér bulmak miimkiindiir. SNP’lerin
ikinci temel avantaji ise analizlerinin jele dayali
olmamast ve otomasyona uygun olmasidir.
SNP analizleri i¢in elektroforez gereksizdir.
Mark6r analizlerinde hizi en smirlayan asama
elektroforezle drneklerin kosulmasidir. Bir SNP
lokusundaki allelik varyasyon kalitatiftir ve allel
sekanstaki belli bazlarin tespit edilmesi yoluyla
belirlenir. Diger molekiiler markér tiplerinin
cogundaki varyasyon kantitatiftir ve amplikon
biiytikligiindeki farklilik ile tespit edilebilir.
SNP’lerin diger DNA markérleriyle daha detayli
karsilastirilmasi Tablo 1 ve 2°de verilmistir [27].

Alternatifolarak jele dayali olmayan analizler
standart PCR primerine, sekanslari SNP’nin
etrafin1 saran fliloresan isaretli oligoniikleotid
problarinin eklenmesi araciligiyla diizenlenebilir.

sSNP

SyYronymous)

ol arming acid
substintion

Passible phenolype change

Sekil 1. Gendeki pozisyonuna bagl olarak farkli SNP cesitleri
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Bu durumda, bir primer standart tipi tanirken
diger primer degisiklik gdsteren sekansi tanimak
icin dizayn edilir. Eger bu iki primer farkli
florokromlar (floresan boyalar) ile isaretlenirse o
zaman bagka kaliplardan (template) elde edilen
amplikonlar fliioresan renkleriyle ayirt edilebilir.
SNP’nin belirlenmesi pahali bir islemdir ve
bitkilerde bugdayda baslamistir. Potansiyeli gok
biiyiik ve gergekte sinirsiz sayidadir. Bir SNP
lokusundaki allelik varyasyon kalitatiftir ve
sekanstaki belli bazlarin tespit edilmesi yoluyla
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belirlenir [28]. Ancak, dogru bir SNP i¢in olasi
allellerin sayisi siirhidir. A T doniisiimii, A G
doniisiimiinden ¢ok daha siktir.

Snp Markérlerinin Analiz Metodlar:

1980 yilindan bu yana beri SNP’lerin
taranmasini  kolaylastirmak igin pek c¢ok
karmasik metot gelistirilmisti. SNP analiz
metotlar1 enzimatik bdliinmeye, allel spesifik
problarin oligoniiklotid baglanmasma ve tek
niikleotid primer ilavesi ile hibridizasyonuna
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baglidir. Farkli tanima ve ¢6ziiniirliik metotlar:
kullanilabilir. Allel spesifik amplifikasyonlar,
ligaz zincir reaksiyonu, heterodupleks analizler,
dideoksi sekanslama, pyrosekanslama, tek

niikleotid primer ekleme, Real-time PCR
analizleri ve mikroarray tarama pratikte
uygulanan ~ SNP  analizi  seceneklerinden

bazilardir [39, 55].

Model bitki tiirleri ve az sayida bitki tiirii
haricindeki bitkiler i¢cin mevcut SNP sayisi hala
diisiiktiir [6]. Son yillarda yiiksek teknolojili
SNP genotipleme methodu Arabidopsis [17,
52], grapevine (Vitis vinifera) [33, 44], spruce
(Picea glauca and Picea mariana) [42] ve soya
fasulyesinde (Glycine max) [24] kullanilmustir.
Bugdayda SNP veritabani vardir [21], ancak
heniiz sinirli sayida galigma vardir.

Multiallelik markorlerin - aksine biallelik
SNP markoérleri  pratik  olarak tamamen
otomatiklestirilebilir. Birkag bin SNP, DNA
mikroarray uygulamasiyla es zamanli olarak
analiz edilebilir. Bu yiizden modern teknoloji
kullanan SNP analizlerinin etkinligi, ¢ok fazla
zaman alan diger DNA analizi metotlarinkinden
cok daha yiiksektir. Ayrica diger DNA
polimorfizm ¢esitlerinin higbiri, SNP gibi ¢esitli
ve c¢ok sayida analiz metoduna sahip degildir
(Tablo 3). Bundan dolayi, SNP markoérleri farkl
finansal seviyedeki projelerde kullanilabilir. Cok
sayidaanalizmetoduna sahip olan SNPmarkorleri
cogunlukla; dizi analizi, dHPLC (denatiire eden
yiiksek performansli sivi kromotografisi), Cell
enzimi, Mass spektrofotometre ve mikroarray
ile izlenmektedir. SNP analiz yontemleri bilinen
ve bilinmeyen SNP’lerin tespiti i¢in kullanimina
gore siniflandirabilir.

1) Bilinen SNP’leri tespit etme teknikleri;

Hibridizasyona dayali teknikler

a) Mikroarray

b) Real time PCR

Enzime dayali teknikler

a) Niikleotid ilavesi

b) Kesme (Cleavage)

c¢) Baglanma (Ligation)

d) Reaksiyon iiriinii saptama ve gosterim

2) Yeni (bilinmeyen) SNP’leri saptama
teknikleri;

2.1. Direk DNA Sekanslamasi

2.2. Mikroarray

2.3. Kesme / Baglanma

2.4. Konformasyona dayali mutasyon tarama

2.5. Elektroforetik haraket analizleri

PCR-RFLP, CAPS, CFLP, AS-PCR (allel
spesifik PCR), AS RT-PCR (allel spesifik RT-
PCR), Oligoniikleotid baglanma analizleri
(OLA), Kolorimetric OLA, Mikrocipde OLA,
Padlock, RCA (Rolling circle amplification),
Mini sekanslama, Readlt, Mikroarray miniseq,
Good asay, Pyrosequencing, SSCP (Tek iplik
konformasyonal polimorfizmi), DHPLC-TMHA,
Invader, TagMan, Oligoniikleotid c¢iplerinde
hibridizasyon, DASH, Molekiiler isaret 15181 gibi
cok sayida farkli SNP analiz metotlart mevcuttur
[27]. Bu analiz yontemlerinin gerekli techizatlar,
islem hacmi ve maliyet agisindan farklilik
gostermektedir.

Bitkilerde
Stratejileri

Genetik varyasyon SNP’ler ile kolaylikla
belirlenebilmektedir. Bu insanda yaklagsik 1:1000
be frekanst ile en bol bulunan polimorfizmdir.
SNP’ler genellikle iki allel igerir, ancak yiiksek
islem hacimli otomatik ve giivenilir teknolojilere
fazlasiyla uygundur. SNP analizlerinin ilk
asamasi, direkt olarak sekanslamaya (DNA
sekanslart mevcut olamayan tiirlerde) veya
slico (bilgisayar ortaminda) karsilagtirmalara
dayalidir. Tkinci asama ise gesitli teknolojilerle
(mikroarray) yliriitiilen genotiplerin belirlenmesi
islemidir [48].

Temel olarak, tek niikleotid alanlarindaki
DNA polimorfizm analizlerinde tamamen yeni
bir sey yoktur. Ornegin; simrlandirilmis parcacik
uzunlugu polimorfizmi (RFLP) de tek niikleotid
substitiisyonuna  dayanmaktadir. ~ Genomik
ve cDNA Kkiitiiphanelerinde (EST sekanslari)
cakisan DNA sekanslar1 slicoda tek niikleotid
substitiisyonunun tespit edilmesi i¢in olanak
saglamaktadir. Bu olasilitk SNP markérlerinin
genis skalada gelistirilmesini kolaylagtirmaktadir.
Genellikle SNP markérlerinin - gelistirilmesi
asagidaki asamalar1 icermektedir.

Genomik DNA sekanslarinin Ortiismesine
dayali olarak SNP markérii gelistirme [37]: Bu
metot ekstra DNA sekanslamasi gerektirmez,
bu nedenle biiyiik ¢apli SNP markérii {iretmede
avantajlidir. Ancak, su andaki kullanimlari
sadece Arabidopsis ve cgeltik gibi genomu
tamamen ya da neredeyse tamamen sekanslanan
sinirli sayida model organizma igin miimkiindiir.

EST sekanslarinin ortiismesine dayali olarak
SNP markorii gelistirme [43]: Bu yaklasim musir
[S, 58], arpa [29, 30], bugday [53] ve domatesi

Snp Markoérii  Gelistirme



O. Ates Sénmezoglu ve ark. / Derleme Dergisi, 3(2): 55-66, 2010 60

[54] igeren belli organizmalarda genis ¢apta SNP
markdrii tiretmede (ekstra DNA sekanslamast
yapmadan) kullanilir. Bazi durumlarda, 6rnek
olarak Arabidopsis igin yapildigi gibi [50]
EST’ye dayali SNP iiretmeden Once Ortiisen
cDNA Kkiitiiphaneleri gelistirilir. Bu yaklasimin
pif noktasi, diger SNP’ler arasinda cSNP’nin
(kodlanan SNP) tespit edilmesini bilyiik oranda
miimkiin kilmasidir.

Ortiismeyen genomik ve EST sekanslarma
dayali olarak SNP markérii gelistirme: {1k iki
yaklasimin aksine bu metot birkag ¢esitte ekstra
DNA sekanslamasi gerektirdigi i¢in hizli ve genis
capli SNP markorii iretiminde kullanilamaz.
Ancak, veri tabanlarindaki eksik veriler bazi
sekanslarla ortlistiigiinde, tamamlanmis genom
sekanst bulunmayan organizmalar igin SNP
gelistirmede yardimci olarak kullanilabilir. EST
sekanslarmm kullanimi: kodlanmayan genom
bolgelerinde meydana gelen ¢ok sayida anonim
SNP’yi bir tarafa birakarak kodlanan SNP’lerin
bulunmasini saglar.

RFLP, STS, CAPS ve diger markdrlerin
temeline dayali olarak SNP markérii gelistirme:
Bu yaklagim belirli genleri etiketlemek igin
hedeflenen ~SNP  markérlerinin  iiretimini
amaglamaktadir. Tek niikleotid polimorfizmi
molekiiler markoérlerin  (tekrarlanan  sekans
polimorfizmine dayali olanlar hari¢) pek g¢ok
bilinen cesidinin temelinde vardir. Ornegin,
restriksiyon tanima alanlarindaki tek niikleotid
ekleme ya da ¢ikarimit RFLP ve CAPS gibi DNA
polimorfizmlerini  olustururken, restriksiyon
alanlarina ¢ok yakin (bitisik) niikleotidlerin
yer degistirmesi AFLP polimorfizmlerine
neden olur. PCR primerlerinin yapigma
alanlarindaki tek niikleotid degisimi, eklemesi
ya da cikarimi rastgele gogaltilmis polimorfik
DNA’y1 (RAPD) meydana getirir. Bu nedenle
yukarida  sayilan  polimorfizm tiplerinin
hepsine (AFLP, CAPS, RFLP, RAPD) tek
bir niikleotid ¢iftindeki polimorfizm neden
olur. Yalnizca analiz yontemleri farklidir. Bu
metotlardan hicbirinin otomatiklestirilememesi
bu molekiiler markorlerin genis capli pratik
uygulamalarin1 kisitlar. Ancak bu markdrlerin
SNP’ye doniistiirilmesi zaman alict ve pahali
islemler gerektirir. Bu nedenle RFLP, CAPS
ve diger markdorlerin SNP’ye doniistiiriilmesine
gerek yoktur. Ancak, belli genlerle sikica bagh
belirli DNA markérlerinin  temeline dayali
olarak SNP’ler gelistirmek mantiklidir. AFLP’ye
dayali SNP markorii gelistirilmesi patates igin

gergeklestirilmistir  [9]. STS markérlerinin
SNP’ye doniisiim olasilig1 Arabidopsis [50] ve
arpada [26] incelenmistir.

Domates genomunda polimorfizmin
saptanmasi ve haritalama igin AFLP, SSR ve
SNP markérleri kullanilmaktadir. Lycopersicon
esculentumve L. pennellii’nin DNA sekanslariin
(EST ve genler) slico karsilagtirmalarinda 312
adet SNP elde edilmistir. L. pennellii genomik
parcasinin sekanslanarak L. esculentum ile
karsilastirilmasi 22 SNP vermistir. L. pennellii
genomik DNA’sinin L. esculentum’un SSR’larint
iceren DNA pargaciklari ile karsilastirilmas: ve
sekanslanmasi ile diger 19 SNP bulunmustur.
Domateste SNP’lerin tespit edilmesi ii¢ yontemle
gerceklestirilmistir. Tlk olarak L. esculentum’un
(Curagene.com’da mevcut Blast yazilimi
kullanilarak) sekans verileri ile L. pennellii’den
elde edilen EST’lerin silico karsilastirilmasi ile
en az % 98 homoloji ile 100 b¢’lik bolgede bir
SNP tanimlanmistir. Bu prosediirde, S0 EST nin
analizi 1:61 bg¢ siklikla 312 SNP vermistir.
Ikinci yontemde L. pennellii’nin genomik DNA
pargaciklart L. pennellii’'nin  EST’lerinden
elde edilen primerlere dayali olarak direkt
sekanslanmis ve L. esculentum verileriyle
karsilastirilmast ile 1:92 be siklikla 22 SNP elde
edilmistir. Kullanilan bagka bir metot da ise
mikrosatelit icerdigi bilinen bir L. esculentum
sekansinin primer kaynagi olarak kullanimi ile
L. pennellii’nin genomik DNA’s1 sekanslanmis
ve L. pennellii DNA’s1 ile 17 parcacik basarili bir
sekilde ¢ogaltilmistir. Bu parcaciklarin beginin L.
esculentum ile yeterli homolojiye sahip oldugu
belirlenmistir. Bu yontem ile 1:22 bg’lik siklikla
19 SNP bulunmustur [48].

Bugdayda SNP Markérii Gelistirme

SNP’nin tahillardaki bollugu, bu markor
tipini yiiksek yogunluktaki genetik haritalar
yapmada  olduk¢a Onemli  yapmaktadir.
Veri tabanlar1 ilgilenilen genlerin veya
frekanslarin  SNP analizlerinin tasarlanmasini
mimkiin  kilmaktadir. SNP’nin  bulunmasi
ve degerlendirilmesi ile ilgili  projeler
musir  (http://www.agron.missouri. edu/) ve
bugdayda (http://wheat.pw.usda.gov/ITMI/
wheatSNP) devam etmektedir. Bugday EST
sekanslarindan SNP’lerin tespiti Uluslararasi
Bugday SNP Birliginde yaygin bigimde
yapilmaktadir. ~ Pyrosekanslama  tahillarda
stk sk kullamilmaktadir [1, 12, 41]. Bu
metot c¢ogunlukla mikrosatelit markorlerini
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cevreleyen  bolgelerdeki  SNP’lerin  kesfi
ve genomlar ya da varyeteler arasindaki
polimorfizmin saptanmasma onciiliik eden

EST veri tabanlarindaki SNP’lerin saptanmasi
icin kullanilmaktadir [1]. g-gliadin genlerinde
cok sayida SNP tespit edilmis [62] ve allel
spesifik amplifikasyon yaklasimi kullanilarak
arastirilmistir. Bolinerek ¢ogaltilmis polimorfik
diziler (CAPS) metodu [40] ekmeklik bugday
geni Wx-D1[61]i¢in SNP bulmada kullanilmistir.
Bununla birlikte dogrudan sekanslama yontemi
ise, arpa P450 sitokrom geninde SNP tespitinde
kullanilmigtir [10]. Genlerdeki SNP fenotipteki
bir degisim ile sonuglanabilir. Bunedenle bitkinin
kodlanan sekanslarindaki SNP’lerin bulunmasi,
otomasyona dayali bir teknik olmasindan 6tiirii
molekiiler 1slah1 6nemli derecede hizlandirabilir
[28].

Belirli bir fenotip ile ilgili lokuslari
tanimlamada bagar1 ile kullanilan SNP’ler
DNA polimorfizminin bol bir kaynagi olmay1
siirdiirmektedir.  Bununla  birlikte ~ bdyle
markorler 1slah  programlarinin  etkinligini
gelistirmek i¢in double haploid teknolojileriyle
birlikte etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Ancak
bitkilerde bu tip markdrlerle ilgili hala olduk¢a
az caliyma mevcuttur [47]. Bugdayda SNP ile
ilgili caligmalardaki yetersizlik bugdaymn genis
genom bilyiikliigiinden ve poliploid yapisindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica SNP’nin kesfinin
bugdayda zor olmasmin nedenlerinden biri de
allelik sekans varyasyonlari, homoeolog (A,
B ve D genomlarindaki gen kopyalar1 arasinda
bulunan farkliliklar) ile paralog varyasyonlarin
(belli bir genomda bulunan duplike kopyalardaki
farkliliklar) karistirilabilmesidir [47].

Piring genomundan yaklasitk 40 kat,
insan genomundan yaklasik 5 kat biiyiik olan
hekzaploid bugdaym (Triticum  aestivum,
AABBDD) genom biiyikligi 16x10° (16
milyar) b¢’dir [4]. Biiyiik ticari 6nemine ragmen
bugday genomunun tam sekanslanmasi halen
tamamlanamamistir.  Bu nedenle genomik
sekans Ortiismesine dayali olarak SNP markorii
tiretme bugday i¢in simdilik ¢ok zordur. Shotgun
araciligiyla SNP gelistirme bugday genomunun
cok biyiikk olmasindan dolayr askidadir [2].
Yinede bugday genomu konusunda ¢ok sayida
calisma yiriitildigli i¢in bugdaymn fazla
miktarda EST sekanslar1 toplanmistir. Bugdayda
SNP gelistirme yoOntemlerinden biri Ortiisen
EST sekanslarinin silico analizlerine dayal
ve ilave yontem olarak essiz EST sekanslarina

(6rtismeyen) dayali metottur. Ayrica ¢ok
sayida c¢aligma, bilinmeyen niikleotid sekanslari
veya hedef genle siki bir sekilde bagli oldugu
bilinen RFLP, CAPS, RAPD ve diger DNA
markdrlerine dayanarak belli bugday genleri igin
SNP markérleri tiretme hedefine odaklanmustir.

Simdiye kadar ekmeklik bugday (7. eastivum)
icin 1,109,486 EST sekansi tanimlanmistir
[3]. Bu veri tabaninin bulunmasi mikrosatelit
(SSR) [17, 18] ve SNP [45, 53] gibi molekiiler
markérlerin - gelistirilmesini  kolaylagtirmistir.
Boylece kodlanan genom bdlgelerine ait
markérler biiyiik oranda saptanmigtir. Bundan
dolayi, EST’ye dayali SSR ve SNP’lerin
haritalanmast dogal olarak ekstra fenotipik
veya biyokimyasal analizler olmaksizin belli
genlerin haritalanmasina Onciililk etmektedir.
Farkli bugday genotiplerinden elde edilen veri
tabanlarindaki bugday EST sekanslart hem
tek (essiz) EST’leri hem de ortiisen EST’leri
kapsamaktadir. Her ikisi de SNP markori
elde etmede kullanilmaktadir [32, 53].
Bugdayda SNP markérii gelistirmeye yonelik
uluslararast bir proje 2002 yilinda baslamustir.
SNP markorlerine ait veriler bu projenin web
sitesinde mevcuttur (http://wheat.pw.usda. gov./
ITMI/ wheatSNP/index.html).

Ortiisen EST sekanslarma dayali olarak
slicoda SNP iiretiminin ilk asamasinda farkli
genotiplerden elde edilen sekanslar siraya
dizilir. Siralama dogru SNP’lerin bulunmasi
(farkli genotipler arasindaki farkli niikleotid
farkliliklarr) yaninda c¢DNA  kiitliphanesi
olusturmada kullanilan &rneklerin heterozigot
olmasindan kaynaklanan bir polimorfizmin
veya genom igindeki paralog sekanslarin
polimorfizminin saptanmasina da izin verir.
Hekzaploid bugdayda, durum bir genotipte
3 homoeolog (homolog olmayan) genomun
varligi ve dolayisiyla ¢ok sayida homolog
sekansin  bulunmasi nedeniyle karmagiktir.
Bu nedenle poliploid bir genomum EST
sekanslarmin  siralanmast  ile  bulunan tek
niikleotid polimorfizmlerinin yalnizca bazilari
dogru SNP’yi verir. Kalanlar1 homoeolog
sekans  varyantlartidir  (HSV).  Ekmeklik
bugdayda HSV ve SNP orani sirasiyla 24
b¢’de bir ve 540 bg¢’de birdir (Somers ve ark.,
2003). Benzer EST sekanslari homoeolog ve
paralog gruplara smiflandirilmistir.  SNP’nin
karsiligi olanin 3’ ucuyla, HSV’ye en yakin
olanin 3’ ucunun bir primer ¢ifti olusturmasi
icin yapilan amplifikasyon SNP’nin HSV’den
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ayirt edilmesini saglar. Somers ve ark [53]’a
gore EST bugday sekanslarini temel alarak SNP
gelistirmenin etkinligi 10-60 EST basina bir SNP
markdriidiir. Bu nedenle, mevcut bugday veri
tabanlarindaki EST sekanslarina dayali olarak,
10.000-40.000 SNP markorii gelistirilebilir.

Mochida ve ark. [38] yaptiklari galismada
pyrosekanslama ve nullitetrazomik hatlar
kullanarak ~ bulunan ~ SNP’lerin  bazilarmni
(270) belirli kromozomlara yerlestirmislerdir.
Aragtirmacilar  pyrosekanslamanin  poliploid
genomlarin SNP analizlerinde gok yararli oldugu
sonucuna varmiglardir.

EST ortiismesinin slicoda tespit edilmesiyle
SNP elde edilmesi konusundaki caligmalar,
benzersiz (unique) EST sekanslarina dayali
olarak tretilen SNP markoérleriyle tamamlanir.
Farkli ¢alaismalarda bulunan SNP’ler mini
sekanslama  yapilarak onaylanmistir  [32,
45]. Bu SNP’lerden 85’1 Invader analiz
sistemi araciligiyla 15 bugday aksesyonunun
genotiplerinin belirlenmesinde kullanilmistir. Bu
caligmanin sonuglar1 bu metodun iglem hacminin
oldukga yiiksek oldugunu ve SNP’nin hekzaploid
bugday aksesyonlar1 genotiplerinin belirlenmesi
icin ¢ok uygun oldugunu géstermistir [45].

Ravel ve ark. [46], ekmeklik bugdayda
SNP’nin kesfi i¢in yeni bir metot gelistirmislerdir.
Yiiksek derecede spesifik PCR primerlerinin
gelistirilmesine dayali strateji igin 27 hattin
sekanslar1 kullanilmig ve SNP’ler sekans dizi
verileriyle bulunmustur. Calisma sonunda
yaklasik 200 kbg iginde 89 SNP (ortalama her
223 bg’de 1 SNP) bulunmustur.

Son yillarda bugdayda SNP’lerin tepit
edilmesi amaciyla kullanilan tekniklerin basinda
SnuPE (tek tikleotid primer uzamasi) metodu
gelmektedir. Bu teknikte oncelikle spesifik
primerler kullanilarak PCR araciligiyla SNP
iceren genom bolgeleri ¢ogaltilir. Bu kalip daha
sonra tek bir baz uzama reaksiyonuna maruz
birakilir. Bir tespit edici primer 3’ ucundaki
niikleik asit sekansina yapisir. Daha sonra bu
primer ddNTP floresan boyasi katilan tek bir
baz tarafindan uzatilir. Her bir ddNTP igin farkli
etiketler kullanarak birlesen spesifik niikleotidler
tespit edili. DNA sekanslama ajanlar1 floresan
ddNTP ile sonlandirilmis SnuPE primerlerinin
hassas bir sekilde tespit edilmesini saglar.
Kapilary jel elektroforezi kullanilarak analiz
gerceklestirilir.

Bugdayda Kullamim
Alanlar1

Tek niikleotid farkliliklar1 ve kii¢iik ekleme/
cikarmalar pek ¢ok organizmanin genomundaki
DNA sekans degisikliklerinin i¢inde en bol
bulunanlaridir. Bu nedenle SNP’ler genetik
haritalama, popiilasyon genetigi ve genotip/
fenotip baglanti galismalar i¢in olduk¢a faydali
markdrlerdir. Ayrica bu markorler yiiksek islem
hacimli otomatik analiz metotlariyla birlikte
kullanilabilir. Bu nedenle bu yeni markdr,
bitki 1slahinda markdr destekli seleksiyon
(MAS) protokollerinde seleksiyon etkinligini
geligtirmek i¢in ¢ok timitvar bir aragtir. Ancak
Arabidopsis, misir ve soya fasulyesi disindaki
bitki genomlarindaki SNP verileri oldukga
sinirlidir. Her 104 bg’de ortalama bir SNP’ye
sahip misirin yliksek derecede polimorfik oldugu
diisiiniilmektedir [56]. Kendine dollenen bir tiir
olan soya fasulyesinde ise her 273 b¢’de bir SNP
vardir [63].

SNP’ler oOzellikle insanlarda kompleks
genetik  hastaliklardan ~ sorumlu  genlerin
bulunmas: ile ilgili baglanti ¢alismalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir [64]. Ayrica
insan evrim aragtirmalarinda [22], baglanti
caligmalarinda [16, 36] ve farmogenetikte [19]
yogun olarak kullanilmaktadir. SNP haritalar
giiniimiizde 6zellikle insan hastaliklartyla ilgili
projelerde yogun olarak kullanilmaktadir.

SNP’lerin bitkilerdeki yaygin kullanim
alanlar1 ise sunlardir:

Gen kesfi ve haritalanmast

Baglant1 temelli aday polimorfizm testi

Tanisal / risk profilleme

Tepki tahmini

Homojenite testi

Genin fonksiyonunun tanimlanmasi

Markor destekli  seleksiyonBaglanti  /
iligkilendirme ¢alismalar1

Genotiplerin belirlenmesi

Heterozigotlugun kaybi

DNA kopya sayisinin belirlenmesi

Genetik haritalama, popiilasyon genetigi ve
genotip/fenotip baglant1 ¢alismalari

Onemli kalite kriterlerinin tespitinde SNP
markorleri kullanilmaktadir.

Snp Markérii

kullanimi ile ilgili c¢aligmalarm bir ornegi,
tek niikleotid yer degistirmesine bagl olarak
geligtirilen, y-gliadin  genlerinde  (Gli-A1,
Gli-B1, Gli-DI) bulunan SNP markorleridir.
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Bunlar bugdayda ekmek kalitesinden sorumlu
ve gliadin genlerine siki bir sekilde bagli olan
glutenin genleri (Glu-A3, Glu-B3, Glu-D3)
allellerinin etiketlenmesi i¢in kullanilabilir [62].
Clarke ve ark. [15], bugdayda diisiik molekiiler
agulikli  gliadin  alt  driinlerini  kodlayan
genlerin haritalanmasi i¢in SNP’ler gelistirmis

ve  kullanmuglardir.  Fakli  arastirmacilar
da bugdaydaki glutenin genleri igin SNP
markérlerini  bildirmislerdir [51].  SNP’ler

HMW glutenin alt {initelerinin saptanmasinda
[51] ve tane sertligini belirleyen puroindoline
geninin saptanmasinda kullanilmaktadir [23].
Yanagisawa ve ark. [61] yaptiklar1 arastimada
bugdayda waxy karakterini kontrol eden
genlerle ilgili SNP markdrleri tespit ederek
kullanmislardur.

SNP’ler hastaliklara dayaniklihigin
tespitinde de oldukg¢a kullanishidir. Brooks ve
ark. [8], ekmeklik bugdayda biiyiik ekonomik
zarara neden olan yaprak pasina (Zilletia
indica mitra) dayaniklilhigin tespit edilmesinde
SNP markoérlerini  kullanmiglar ve SNP’ye
dayali olarak gelistirilen tek bir mikrosatelit
markori  kullanarak  dayanikli  genotipleri
belirlemislerdir. Scherrer ve ark. [49], haploid
bir bugdayda yaprak pasma direnci kontrol
eden, Lr10 geninin amplifikasyonu i¢in bir SNP
markori  kullanmistir. Bir diger arastirmada
mini sekanslama kullanilarak Lr/ yaprak pasina
dayaniklilik genine sikica bagli SNP markoérleri
gozlemlenmistir [57].

Pek ¢ok durumda, belli bir geni
isaretlemek i¢in kullanilabilen tek bir niikleotid
polimorfizminin bulunmast RFLP ve CAPS
analizlerine dayanmaktadir. Ornegin; birbirine
stkica bagli RFLP ve CAPS markorleri
gelistirilmis  ve bugday yaprak pasina
dayaniklilik geni Lr/9 ve Lr47 [11, 35], bugday
killlemesine dayanikliik geni Pm4a [34],
bugday vernalizasyonuna hassaslik geni Vin-B1
[25] ve bugday waxy karakteri Wx-BI [61] i¢in
kullanilmustir.

Kozlova ve ark. [31], ekmeklik bugday ve
yakin akraba tiirlerinin genetik kaynaklarinin
analizleri i¢cin SNP markdrlerinin etkinligini
belirlemek amaciyla yiirittikleri ¢aligma
sonucunda, SNP markérlerinin karsilastirmali
haritalamaya olduk¢a uygun oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica ekmeklik bugday icin
gelistirilen SNP  markérlerinin -~ Tetraploid
bugday (T timopheevii ve T. militinae) ve gavdar
gibi yakin akraba tiirlerde de kullanilabilecegini

bildirmislerdir. =~ SNP  markoérleri  genetik
farklikliklarin  tespit edilmesinde de yaygin
olarak kullanilmaktadir [13, 39].

SONUC

Bu calismada SNP markorlerinin  genel
ozellikleri ve diger markorlerle karsilastirmalari
verilmisgtir. Glinimiizde insan genetiginde
olduk¢a yaygm bir kullanim alanina sahip
olan SNP markorlerinin kullanimi bitkilerde
de giderek artmaktadir. SNP’nin tahillardaki
bollugu bu markér tipini olduk¢a kullanigh ve
avantajli yapmaktadir. SNP’nin avantajlarinin
basinda ¢ok sayida analiz secenegine sahip
olmasi gelmektedir. Boylece bu analiz teknikleri
igerisinden yapilacak olan g¢aligmalarda isgiicii
ve maliyet agisindan uygun olani segilerek
kullanilabilir.
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