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Bitki Biyoteknolojisinde Molekiiler Markorler
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2Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Kocaeli

Ozet: Biyoteknoloji, giiniimiizde en popiiler ve yeniliklere agik bilimsel alanlarin basinda gelmektedir. Bitki
biyoteknolojisi de bu alanlardan biridir ve bu alanda kullanilan molekiiler markér teknolojileri ¢ok 6nemli
bir biyoteknolojik ara¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Molekiiler markor ile genomda herhangi bir gen
bolgesi ya da gen bolgesi ile ilgili DNA pargasi temsil edilmektedir. Polimer Zincir Reaksiyonunun (PCR)
kesfinden sonra Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizm (AFLP), Basit Dizi Tekrarlar1 (SSR), Dizi iliskili
Cogaltilmig Polimorfizm (SRAP), Tek Nikleotid Polimorfizmi (SNP) ve Basit Tekrarli Diziler Arasi
Polimorfizm (ISSR) gibi yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida molekiiler markér teknikleri gelistirilmistir. Bu
markor teknolojileri fiziksel haritalama, gen kesfi ve etiketleme, filogenetik ¢alismalar, evrimsel genetik ve
genetik ¢esitlilik ¢aligmalart gibi pek ¢ok alanda etkin sekilde kullanilmaktadirlar. Sonug olarak, molekiiler
markorler bitki biyoteknolojisi ¢aligmalarina ¢ok 6nemli boyutlar kazandirmis, daha etkili ve hizli bilimsel
sonuglarin almmasina imkan saglamistir. Bu caligmada, bitki biyoteknolojisinde kullanilan molekiiler
markor teknolojilerinin  genel prensipleri, avantajlari-dezavantajlari  ve uygulama alanlarindan
bahsedilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyoteknoloji, bitki biyoteknolojisi, molekiiler markér, PCR.

Molecular Markers in Plant Biotechnology

Abstract: At present, biotechnology is one of scientific fields that is the most popular and open to latest
advances. Plant biotechnology is one of these fields and molecular marker technologies used in this area
appears to be an important biotechnological tool. With molecular marker, any gene in the genome or gene
region related with any piece of DNA is represented. After the discovery of Polymerase Chain Reaction
(PCR), a large number of molecular marker techniques which are commonly used have been developed such
as Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Simple Sequence Repeats (SSR), Sequence-Related
Amplified Polymorphism (SRAP), Single Nucleotide Polymorphism (SNP) and Inter Simple Sequence
Repeat (ISSR). These marker technologies are used effectively in many fields such as physical mapping,
gene discovery and tagging, phylogenetic studies, evolutionary genetic and genetic diversity studies. As a
result, molecular markers have brought expansive dimensions in plant biotechnology studies, enabling to get
more efficient and rapid scientific results. In this study, general principles, advantages-disadvantages and
application areas of molecular marker technologies used in biotechnology are discussed.

Key words: Biotechnology, plant biotechnology, molecular marker, PCR.

1.Giris
Molekiiler markor teknikleri, bireyler ¢alismalari, filogenetik analizler, markdorler
arasindaki DNA dizilerinin farklarin1 ortaya yardimiyla seleksiyon (MAS) c¢alismalar

¢ikarmakta kullanilan ve son yirmi yilda
biyolojik bilimlerde devrim etkisi yapmuis
uygulamalardir. Bagka bir ifadeyle molekiiler
markdr, genom iginde bir DNA pargasinin
farkliliklarini temsil eder ve bu farkliliklar
eklenmeler, silinmeler, yer degistirmeler,
duplikasyonlar  gibi olaylardan meydana
gelebilir. DNA temelli molekiiler markorler
taksonomi, fizyoloji, embriyoloji, genetik

miihendisligi vb. alanlarda kullanilan ¢ok yonlii
araglardir (Schlotterer, 2004). Polimer zincir
reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra DNA
markorleri kullanilarak gen etiketleme, genetik
haritalama, harita temelli tarimsal ac¢idan
onemli genlerin belirlenmesi, genetik cesitlilik

kolaylasmustir (Joshi ve ark., 2000). ideal bir
molekiiler markor tekniginin;

a- Polimorfik olmasi ve biitiin genomda
kullanilmasi

b- Genetik farkliliklarin
c¢ikarilmasinda yeterli olmasi

c- Cok sayida, bagimsiz ve giivenilir
markdrler iiretmesi

d- Basit, hizli ve ucuz olmasi

e- Az miktar DNA veya doku ihtiyaci
gerektirmesi

f- Farkli fenotiplerle baglanti olusturmasi
gibi oOzelliklere sahip olmasi avantajdir ama
hi¢bir markor teknigi bu avantajlarin tiimiine
birden sahip degildir. Molekiiler markor

ortaya
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teknikleri kullanim amacina paralel olarak
farkli kriterlere gore gruplandirilabilir;

I. Gegis tiiriine gore (biparental ¢ekirdek
kalitimi, maternal ¢ekirdek kalitimi, maternal
organel kalitimi, paternal organel kalitimzi)

Il. Gen aksiyonuna goére (dominant ve
kodominant markdrler)

I1l.Analiz metotlarina gore (PCR temelli
olmayan = Hibridizasyon ve PCR temelli
markarler) (Kesawat ve Das, 2009)

Bu derlemede bitki biyoteknolojisi
calismalarinda  yaygin  olarak  kullanilan
molekiiler markor teknikleri analiz metotlarina
gore smiflandirilarak degerlendirilmistir.

2.PCR Temelli Olmayan Teknikler

21. RFLP (Smirh Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi)
RFLP  (Restriction Fragment Length

Polymorphism) hibridizasyon temelli kullanilan
en yaygin molekiiler markor teknigidir ve DNA
polimorfizminin tespitinde, restriksiyon
(endoniikleaz) enzimleriyle kesilen DNA
parcalart jel elektoroforezinde yiiriitiildiikten
sonra nitroselilloz membran iizerine transfer
edilir, kimyasal etiketli problarla hibridize
edilir ve farkli DNA pargalar1 ortaya ¢ikarilmig
olur. Bu farkli DNA profilleri eklenme,
silinme, niikleotid degisimi veya tek niikleotid

polimorfizmi  (SNP)  gibi  nedenlerden
olusabilmektedir. RFLP markorleri yiiksek
polimorfizme sahip, kodominant ve

tekrarlanabilirligi ytiksektir. DNA blotlar1 farkli
problarla tekrar analiz edilebilme imkanina
sahiptir ve problar genelde tiire 6zeldir. Tek
veya coklu lokuslara yonelik olarak cDNA
veya genomik kiitiiphanelerden elde edilmis
olup biiytikliikleri 0.5-3.0 kb’den olusur. RFLP
analizlerinde  simrlayici  faktorler, fazla
miktarda ve kaliteli DNA ihtiyaci, problarin
pahali ve toksik olmasi, fazla zaman ihtiyaci ve
yogun is giicli gerektirmesidir (Young ve ark.,
1992). RFLP, popiilasyon ve tiir i¢i genetik
cesitlilik ve filogenetik caligmalarinda, gen
haritalamalarda, yakin akraba taksonlarinin
iligkilerinin ~ incelenmesi ve gen  akisi
tespitlerinde  kullanilmaktadir ~ (Miller ve
Tanksley, 1990; Desplanque ve ark., 1999 ).

3. PCR Temelli Teknikler

PCR kesfinden sonra (Mullis ve
Faloona, 1987) molekiiler biyoloji
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caligmalarinin hiz1 ve sayisinda artig olmus ve
Ozelliklede PCR temelli markor calismalarina
cok fazla sayida yeni yaklagimlar eklenmistir.
PCR kisaca, canli organizma kullanmadan az
miktarda DNA ve enzim kullanilarak gerekli
kimyasallarin (dNTP, tampon ¢ozelti vb.)
yardimiyla yapilan DNA ¢ogaltma islemidir.

3.1. RAPD (Tesadiifi Cogaltilmis Polimorfik
DNA)

RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), PCR teknigi kullanarak sentetik
primerlerin  yardimiyla (genelde 10 baz
uzunlugunda) yapilan tesadiifi DNA pargasi
cogaltimina dayanan bir metottur. Kullanilan
primerler hem 6n hemde ters primer gorevi
goriir ve cogaltilan pargaciklarin biyiikligii
genelde 0.5-5 kb arasinda degismektedir.
Polimorfizm, primerlerin baglanma
bolgelerinin ¢esitliligi ve buna bagli olarak

olusan farkl uzunluktaki DNA
parcaciklarindan kaynaklanmaktadir
(Williamsve ark., 1990).

RAPD markdr sisteminin avantajlari

arasinda diigiik miktarda DNA ihtiyaci, zaman
titketiminin az olmasi, primer tasariminin kolay
olmasi, RAPD  markérlerinin  genomik
dagilimmin bol ve biitin genoma dagilmisg
olmasi sayilabilir. Buna karsin RAPD makér
sisteminin dezavantaj1 ise tekrarlanabilirliginin
az olmasi ve bilgilendirme giiciiniin diisiik
olmasidir.

RAPD  markérleri  lokus  spesifik
olmadiklarindan band verileri lokus veya
allellerin  yorumlanmas:t agisindan  uygun
degildir ve benzer biiylikliikteki parcalar
homolog olmayabilirler (Kesawat ve Das,
2009).

RAPD markor sisteminin kesfinden sonra
DAF (DNA Amplification Fingerprinting) ve
AP-PCR (Arbitrary Primed-Polymerase Chain
Reaction) olmak iizere RAPD sisteminin
cesitleri olan iki yontem gelistirilmistir. AP-
PCR’ da (Welsh veMcClelland, 1990), 10-15
niikleotid uzunlugunda tek niikleotid cesidi
kullanilmakta olup otoradyografi igerdiginden
pek yaygin degildir. DAF ise (Caetano-Anolles
ve ark.,, 1991), 5-8 niikleotid uzunlugunda
primerlerin kullanildigr ve iiriinlerin glimiis
nitrat boyama yapilarak poliakrilamid jelde
yiiriitiildiigii bir markor sistemidir.



3.2. AFLP (Cogaltilmg
Polimorfizm)

AFLP  (Amplified Fragment Length
Polymorphism), RFLP tekniginin etkinligi ile
PCR temelli teknikleri birlestiren bir yontemdir
ve restriksiyon enzimleriyle parcalanan ve 80—
500 bg¢ Dbiyikliginde elde dilen DNA
pargaciklar1  adaptorlerle ligasyona maruz
birakilip en son basamakta PCR ile segici
cogaltim uygulanir (Vos ve ark., 1995). Ilk
olarak  restriksiyon  enzimleriyle  kesilen
DNA’larin uglarina adaptor denilen sentetik
DNA dizileri baglanir. Ligasyon firiinleri segici
niikleotid eklenmis primerler kullanilarak
cogaltilir ve segici niikleotid sayist bir-ii¢
arasinda degismektedir. Ilk secici gogaltim,
adaptore komplamenter bir segici niikleotit ekli
primerler, son secgici ¢ogaltimda ise li¢ segici
niikleotit ekli primerler kullanilarak cogaltim
gerceklestirilir ve olusan AFLP pargaciklar
poliakrilamid jelde gozlenir. Yontemde tek
reaksiyonla 50-100 parcacik olusur ve
dolayisiyla  polimorfizm  orani  oldukga
yiiksektir. Yiksek orandaki tekrarlanabilir
ozelligi ve polimorfik bant sayisi, DNA
kaynagindan bagimsiz  olarak  genomun
tamamindaki polimorfizmlerin belirlenmesinde
hizli bir yontem olmasi, on dizi bilgisi
gerektirmemesi, tlir i¢i ve tiirler arasi
akrabaliklarin) belirlenmesinde (Althoff ve
ark., 2007, kiiltiivarlar arasi varyasyon veya
akrabalik derecelerinin degerlendirilmesinde
(Mian ve ark., 2002) etkin olmasindan dolay1
bitki genetik cesitlilik c¢aligmalarinda tercih
edilmektedir.

Parca Uzunluk

3.3. Minisatellit
VNTR (Variable Number Tandem Repeats
- Degisken Sayili Ardisik  Tekrarlar)

markorleri, farkli uzunlukta tekrar dizilerini
iceren mikrosatellit ve minisatellit markorleri
icermektedir. Minisatellitler genomda 4-20 kb
bliyiikliigli arasinda degisen ve ¢oklu lokus
problariyla  hibridize  olan  markoérlerdir
(Jeffreys ve ark., 1985). Tekrar {initelerinin
sayilarindaki varyasyon nedenleri arasinda esit
olmayan krossing-over veya gen doniisleri
(gene conversion) ana nedenler arasinda
goriinmektedir.  Minisatellit  bolgelerindeki
yiksek  mutasyon oranlart  polimorfizm
oranlarin1 artirmakta ve popiilasyonlardaki
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bireylerin coklu lokus profillerini
farklilastirmaktadir (Nakamura ve ark., 1987).
Minisatellitlerin  temel avantajlar1  yiiksek
polimorfizm ve tekrarlanabilirliktir. Benzer
biiyiikliikte elde edilen DNA parcaciklari
homolog olmama ihtimali ve band profillerinin

lokuslar veya alleller acisindan
yorumlanamamasi  dezavantajlar1  arasinda
sayilabilir.
3.4. Mikrosatellit

Basit  dizi  tekrarlar1  (SSR-Simple
Sequence  Repeats) olarakta  bilinen

mikrosatellitler, DNA dizilerinde tekrar edilen
en kiiciik birimleridir ve tekrar motifleri 1-6 bg
arasinda  degismektedir. =~ Mikrosatellitleri
cevreleyen bolgelerin dizileri (flanking region)
biliniyorsa o bolgelere uygun primerler
tasarlanarak (genelde 20-25 bg¢ uzunlugunda)
PCR ile ¢ogaltimi yapilabilmektedir. Bunun
yaninda, akraba tilirler arast SSR primerleri
farkli canlilarda kullanilabilmektedir. DNA
replikasyonu sirasinda meydana gelen dizi
atlama, yanlig baz eslesmeleri ve esit olamayan
krossing-over olaylar1 mikrosatellit sayilarinin
farklihigina neden olan temel olaylardir ve jel
elektroforeziyle belirlenmektedir (Matsuoka ve
ark., 2002). Mikrosatellit markorler, az DNA
gerektirmesi, kodominant ve Kkararli markor
sistem olmasi, genomda bol ve daginik
bulunmasi, tekrarlanabilir ve otomasyona
uygun olmasi, yiiksek polimorfizm
barindirmasi, bilgilendirici bir markor sistemi
olusundan dolay1 popiilasyon genetigi ve gen
haritalama  ¢alismalarinda  etkin  olarak
kullanilabilmektedir (Powell ve ark., 1996). Bu
markor sisteminin dezavantaji ise mikrosatellit
bolgelerinin mutasyon oranlarmin yiiksek
olmasi  primer baglanma  bdlgelerinde
degismeye neden olmakta ve bdylece anlamsiz
allellerin olusmasina imkan saglamaktadir.
Boylece genotipik ve allelik frekaslarin dogru
yorumlanmamasi bazi tartigmalara da yol
agmaktadir (Freudenreich ve ark., 1997).

3.5. ISSR (Basit Tekrarh Diziler Arasi
Polimorfizm)

ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)
tekniginde, ikili, T{glii, dortli ve besli
tekrarlanan  niikleotitlere  sahip  primerler
kullanilmakta, bu primerlerle iki mikrosatellit
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arasi bolge cogaltilabilmekte ve elde edilen
PCR iirlinleri agaroz jelde yiiriitiilerek etidyum
bromiir ile boyandiktan sonra
belirlenebilmektedir(Zietkiewicz ~ ve ark.,
1994). Kullanilan primerlerle genomik lokuslar
farkli bant biiyiikliiklerinde c¢ogaltilmakta,
primerler genelde 3’ veya 5° wuglarinin
sonlarindaki mikrosatellit bolgelerine uzanan
1-4 dejenere niikleotit icermekte ve uzunluklari
15-30 niikleotit arasinda degismektedir.
Primerlerdeki GC oraninin fazla olmasi
baglanma sicakliginin yiiksek olmasina yol
acarken buna karsilik kararli baglanmay1 saglar
ve bu nedenle her bir primerin DNA’ya

yapisma sicakhig icerigindeki baz
kompozisyonuna gore belirlenir. Cogaltilmig
triinler  genelde  200-2000 bg  arasi

uzunluktadir. ISSR, dominant marko6rdiir ve
dizi bilgisi gerekmeden primer dizayni
yapilabilmesi avantajlarindan biridir (Joshi ve
ark., 2000).Yiiksek polimorfizm ve iretkenlik
gostermesi ISSR analizlerini genetik benzerlik,
gen haritalama ve taksonomi caligsmalarinda
uygulanabilir kilmaktadir (Gupta ve ark., 1994;
Zietkiewicz ve ark., 1994). Bu markor
sisteminde de RAPD markor sisteminde oldugu
gibi tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 ve
benzer biiylikliikteki pargaciklarin homolog
olmamasi1 dezavantajlar1 arasinda sayilabilir
(KesawatveDas, 2009).

3.6. SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
Popiilasyonlardaki ~ bireylerin ~ genom
dizilerinde meydana gelen tek niikleotid
degisimleri olarak bilinen SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), bitkilerinde dahil
oldugu pek c¢ok canli tiiriinde ortaya ¢ikan bir
varyasyondur. SNP olusmasinda eklenme ve
silinme (InDel) niikleotid dizisi degisimine
neden olan temel nedenlerdendir; gen
haritalamada, markdrler yardimiyla islah ve
harita temelli klonlama ¢alismalarinda etkili bir
ara¢ olarak kullanilmaktadir. SNP olusumlari
genelde kodlama yapmayan DNA bolgelerinde
yaygin olarak goriilmektedir veya kodlama
yapan bolgelerde meydana gelirse aminoasit
dizisinin degisimine neden olabilecegi gibi
aminoasit dizisinde herhangi bir degisikligi
neden olmayabilir ve gen iriiniinde degisiklik
olmaz (Sunyaev ve ark., 1999). Misir
bitkisinde ortalama her 60-120 baz ¢iftinde bir
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SNP’ ye sahipken (Ching ve ark., 2002),
insanlarda tahminen 1000 baz ¢iftinde bir SNP’
ye rastlanilmaktadir (Sachidanandam ve ark.,
2001). Dizileme teknolojilerinin gelismesine
paralel olarak, EST kdokenli DNA dizi temelli
genetik varyasyon calismalari yaygin olarak
yapilmaktadir (Soleimani ve ark., 2003). Son
yillarda SNP karakterizasyon c¢alismalarinda
kullanilan allel spesifik hibridizasyon veya
allel-spesifik  oligoniikleotid  hibridizasyon
(ASO), farklh DNA hedeflerindeki tek
niikleotid pozisyonlarint hibridizasyon temelli
tanimlanmasidir. Hibridizasyon temelli
problarda hatali eslenmeler olabilmekte ve
bundan dolay1 da daha dikkatli bir prob
tasarimi ve hibridizasyon protokolii ihtiyaci
dogurmaktadir. SNP  temelli  genotip
karakterizasyonunda kullanilan DNA ¢ipleri ve
allel-spesifik PCR, fazla iiriin elde edilmesi ve
otomasyona uygunlugu agisindan dikkat
¢ekmektedir (Sobrino ve ark., 2005).

3.7. Organel Mikrosatellitleri

Bitki organel genomlar1 (kloroplast DNA-
mitokondriyal DNA)  popiilasyon genetigi
caligsmalar1 ve filogenetik akrabalik iliskilerinin
ortaya cikarilmasinda  yaygin olarak
kullanilmaktadir (Soltis ve ark., 1992). Organel
genom kalitimi1 pek cok bitkide anneye baglh
olarak  gerceklesmekte,  kloroplast  ve
mitokondri allelleri ¢ekirdek allellerine gore
farkli bir genetik yap1 sergilemektedir (Provan
ve ark, 1999a, 1999b).  Cekirdek
mikrosatellitleri yaninda, bitki popiilasyon
genetigi, filogenetik ve evrimsel genetik
caligmalarinda kullanilmak amaciyla kloroplast
mikrosatellit ~ (cpSSR)  ve  mitokondri
mikrosatellit (mtSSR) temelli markdrler
gelistirilmistir. Kloroplast mikrosatellitleri, pek
cok bitki tiirlinde sitoplazmik varyasyonlarin
ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan etkili birer
aractirlar (Provan ve ark., 2001). Kloroplast
mikrosatellitler, iireme sistemleri ¢alismalari,
polen ve tohum yoluyla gen akis oranlarinin
tespiti  ve tlirler aras1  hibridizasyon
caligmalarinda, genetik cesitlilik
caligmalarinda, filocografik caligsmalarda etkili
olarak kullanilmaktadirlar (Agarwal ve ark.,
2008). Bitkilerdeki mMtDNA hayvan
hiicrelerindeki mtDNA’ya gore daha karmasgik
ve biiyiiktir. Bunun yaninda, dairesel



kromozom seklindeki mtDNA molekiiler bir
heterojenlik gostermekte ve yiiksek orandaki

reorganizasyon yeteneginden dolay1 bitki
filogenetik  caligmalarinda  ¢ok  tercih
edilmemektedir (Palmer, 1992). Ozellikle agik
tohumlu bitkilerde popiilasyon

farklilasmalariin  arastirllmasinda heterojen
ozelliklerinden dolay1 sik¢a kullanilmaktadir
(Sperisen ve ark., 2001).

3.8. CAPS (Kesilip Cogaltilmis Polimorfik
Diziler)

PCR-RFLP olarak da bilinen CAPS
(Cleaved Amplified Polymorphic Sequence),
uygun primerler kullanilarak PCR ile
cogaltilmis DNA bolgelerinin  restriksiyon
enzimleriyle (endoniikleaz) parcalanmasina
dayanan ve sonucunda DNA pargacik uzunluk
polimorfizminin elde edildigi bir tekniktir.
DNA iizerinde meydana gelen SNP gibi tek
niikleotid degisimleri ve eklenme-silinmeler
(InDel) endoniikleazlarin taninma bolgelerini
degistirerek farkli uzunlukta DNA pargalarinin
olusmasina neden olmaktadir. Lokus-spesifik
PCR friinlerinin bir veya birden fazla
endontikleazla parcalanmasiyle olusan
triinlerin agaroz veya poliakrilamid jelde
yiir{itiilmesine dayanmaktadir. CAPS
markdrleri kodominant, lokus spesifiktir ve
homozigot-heterozigot allel ayrimini rahatlikla
yapabilmektedir (Konieczny ve Ausubel,
1993). CAPS metodunun avantajlar1 arasinda
¢ok diisik miktarda DNA’ya ihtiyag
duyulmasi,  kodominant allel  ayrimini
yapabilmesi, basit ve ucuz olmasi sayilabilir.
Mutasyonlara bagli olarak meydana gelen DNA
dizi degisimleri endoniikleazlarin tanima
bolgelerini  etkileyerek  sinirlayict  etki
olusturabilmekte ve bundan dolayr SSR ve
AFLP gibi yiiksek polimorfizm elde edilmesini

engellemektedir. Buna ragmen CAPS, gen
haritalama calismalarinda, molekiiler
tanimlama  c¢alismalarinda  yaygin  olarak

kullanilmaktadir (WeilandveYu, 2003).

39. SRAP (Dizi Illiskili Cogaltilms
Polimorfizm)
SRAP  (Sequence-Related  Amplified

Polymorphism), agik okuma bdlgelerini (ORF)
hedef alan PCR temelli bir markér sistemidir ve
on primerler 17 niikleotitten, ters primerler 18
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niikleotitten meydana gelmistir. Bu primer
cesitlerinde 5’ ucunda 14 niikleotitten meydana
gelen gekirdek dizinin (core sequence) spesifik
olmayan 10-11 bazlik kismina doldurma diziler
(filler sequence), bu diziyi takiben 6n primerler
icin CCGG dizisi, ters primerler i¢cin AATT
dizisi gelmektedir. Cekirdek diziyi takiben
cesitlenmeyi saglayan 3° ucunda ii¢ segici
niikleotidden  meydana  gelen  dizilerin
bulundugu primerler tasarlanmustir. On ve ters
primerlerin doldurma dizilerinde en azindan
10-11 nikleotid c¢esidi birbirinden farklidir.
CCGG agisindan zengin olan 6n primerler
genelde ekzonlari, AATT bakimindan zengin
olan ters primerler genelde intron ve
promotorlart hedef almaktadir. SRAP teknigi,
basit, ucuz, polimorfizm oram yiiksek, gen
etiketleme ve ¢cDNA parmak izi galigmalarina
uygun, secilen bantlarin dizilenmesi agisindan
kolayliklar barindirmaktadir (Li ve Quiros,
2001) ve farkli bitki tiirlerinde genetik
haritalama, gen etiketleme ve genetik ¢esitlilik
calismalarinda kullanilmaktadir (Budak ve ark.,
2004, Filiz ve ark., 2009).

3.10. Markér Teknolojilerinde EST (ifade
Edilmis Dizi Etiketleri) Kullanim

Kodlama yapan genom bdlgeleri mesajci
RNA’ya transkripte olarak protein sentezi igin
kaliplik gorevi gormektedir ve glinlimiizde ters
transkriptaz  enzimi  kullanarak RNA’dan
komplementer DNA (cDNA) elde edilmektedir.
cDNA RNA’dan iiretilen kararli bir yap1 olup,
yapisindaki intronlar kirpilarak  (splicing)
ekzonlardan olusmus, anlatimi yapilan bir
genin dizilenmesi ile 5 EST veya 3° EST
(Expressed Sequence Tag) olarak ifade edilirler
(Jongeneel, 2000). 5° EST genelde kodlama
yapan bolgelerden (ekzon) elde edilir ve bu
bolgeler genelde tiirler arast korunmustur ve
gen aileleri iginde c¢ok fazla degismezler. 3’
genelde kodlama yapmayan bolgelerde (intron)
veya translasyona ugramayan bolgelerden
(UTR) elde edilir ve kodlama yapan bdlgelere
oranla tiirler arasinda daha az korunaklidirlar.
Glinlimiizde EST belirlenmesi ¢ok hizli ve
kolay sekilde yapilabilmekte, dijital veri
bankalarinda yaklagik 6.5 milyon EST dizisi
bulunmaktadir. EST dizileri, gen
transkriptlerinin belirlenmesi, gen kesifleri, gen
anlaimi  ve diizenlenmesiyle ilgili  bilgi
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edinilmesinde, dizi belirlenmesinde ve EST
temelli RFLP, SSR, SNP, CAPS gibi 6nemli
molekiiler markor sistemlerinin
gelistirilmesinde bir arag olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, EST dizileri DNA
mikroarray caligmalarinda gen anlatimlarinin
belirlenmesinde prob olarak, genetik baglanti
haritalart ve fiziksel haritalarin
olusturulmasinda  da  kullanilabilmektedir
(Kurata ve ark., 1997; Davis ve ark., 1999).
EST dizileri SSR dizileri i¢in yararli bir
kaynaktir ve cesitli bitki tiirlerindeki EST
dizilerinin yaklasik %1-5 aras1 20 baz cifti veya
daha fazla uzunlukta SSR  bolgeleri
barindirmaktadir (Kantety ve ark., 2002). EST-
SSR bolgeleri, transkripte olmayan bolgelere
oranla daha korunakli olan transkripsiyon
bolgelerinde bulunmakta ve yakin tlirlere
transferleri mantikli  goriinmektedir. EST
dizilerinden elde edilen primerler kullanilarak
ilgili bolgenin c¢ogaltilmas1 ve dizilenerek
kiyaslanmasi1 pek ¢ok SNP’yi ortaya ¢ikarabilir.
Temel olarak, EST markorleri ilgi alanindaki

spesifik genlerin klonlanmasinda, komple
genom  dizilenmesinde,  ¢esitli  akraba
organizmalardaki fonksiyonel genlerin

haritalanmasinda ¢ok popiilerdir (Kesawat ve
Das, 2009).

3.11. TRAP (Hedef Bolge Cogaltim
Polimorfizmi)
TRAP (Target Region Amplification

Polymorphism) teknigi, PCR temelli hedefteki
aday gen bolgeleri icin polimorfik markor
tiretmek amaciyla biyoinformatik araglarin ve
EST veri bankalarinin kullanilarak
gergeklestirilen hizli ve etkili bir yontemdir
(Hu ve Vick, 2003). Markér tiretmek igin iki
cesit 18 niikleotid uzunlugunda primerler
kullanilir. Primerler biri, veri bankasindaki EST
dizilerine gore tasarlanmig sabit primerdir,
diger primer ise AT veya GC bakimindan
zengin c¢ekirdek bolge tasiyan ekzon veya
intronlar1 hedef alan primerdir. TRAP teknigi,
spesifik gen dizilerine yonelik genetik markor
iiretiminde, germplazm genotip
karakterizasyonlarinda ve markor yardimiyla
1slah caligmalarinda agronomik agidan 6nemli
karakterlerle  ilgili  genetik  markoérlerin
iiretilmesinde kullanilmaktadir (Hu ve ark.,
2005).
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4. Sonug¢

Genetik  varyasyon  kisaca  DNA
yapisindaki varyasyonlarin toplami olarak ifade
edilebilir. DNA dizisindeki degisimler ayni
cerceve icinde veya cergeve kaymasi seklinde
etkisini gosterebilir ve bu degisimler nokta
mutasyon, eklenme-silinme (InDel),
transkripsiyon, translasyon veya protein
yapisini etkileyecek degisik formlarda meydana
gelebilir. Bu degisimlerin pek c¢ogu ndtral
degisimlerdir yani degisimler kendilerini
fenotipte ortaya c¢ikaramamakta, gen veya
tekrarlanan ~ DNA  bolgelerinde  kiiciik
degisimler olarak ortaya ¢ikabilmekte ve
organizmanin fizyolojisinde zararlar
olusturmamaktadir. Restriksiyon enzimleri,
DNA pargalarinin  jel yardimiyla ayrimu,
Southern hibridizasyonu, PCR ve etiketli

problar gibi araglar molekiiler markor
tekniklerinin basariyla uygulanmasina imkan
saglamaktadir ~ (Jones ve ark., 2009).

Glintimiizde ¢ok sayidaki molekiiler markor
tekniklerinin gelistirilmesi sonucunda, bitki ve
hayvan popiilasyonlarinin genetik analizleri,
evrimsel ve ekolojik ¢alismalarin sayilari g¢ok
bliyiik bir hizda artmigtir. Her bir molekiiler
markor tekniginin kendine &zel prensipleri
mevcut olup, temel sorunun farkli markor
tekniklerinden en uygun olanin seg¢ilmesi
goziikmektedir. Molekiiler markorlerde aranan
ozellikler, yiliksek polimorfizm, kodominant
kalitim, genomda sik dagilim gostermesi, kolay
ve hizli olmasi, diisiik maliyet ve tekrarlanabilir
olmasi, popiilasyonlar ve tiirler arasi transfer
olabilmesidir. Fakat bu 0&zelliklerin tiimiine
birden sahip olan higbir markor sistemi
bulunmamakta ve bu yiizden yapilacak
calismalarda markor sistemi se¢ilirken en fazla
sayida istenilen 6zelligi barindiran teknik tercih
edilmelidir.  Molekiiler =~ markorler,  bitki
varyetelerindeki 1slah ve markor yardimiyla
seleksiyon calismalarinda, filogenetik
calismalarda, evrimsel iligkilerin
arastirilmasinda etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. Gegmisteki evrimsel teoriler
genelde morfolojik ve cografik farklilasma
temeline dayanmaktayken, molekiiler
biyolojideki son ilerlemeler genetik yapilarin
detaylarmin aydinlatilmasini kolaylastirmistir.
Pek ¢ok sayidaki PCR temelli markor teknikleri
ve DNA dizileme teknolojileri ¢ok c¢esitli canli



tiirlerinin filojenilerinin olusturulmasina imkan
tanimustir (Slatkin, 1987). RFLP, ilk molekiiler
markor  teknigi  olup  bitkilerde fiziksel
haritalamada kullanilmig ve PCR teknolojisinin
kesfiyle beraber RAPD, AFLP, SSR gibi
teknikler gelistirilmis, bu teknikler popiilasyon
genetigi  caligmalarimda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (Althoff wve ark., 2007).
Kloroplast ve mitokondri SSR markorleri
ebeveyn iliskilerinin aydinlatilmasina yardimci
olarak 1slah ve evrimsel genetik galigmalarina
katkr saglamaktadir. CAPS ve SNP gibi lokusa
0zel markorler, popiilasyon gen havuzlarinin
allel varyasyonlarmin tespitine  yardimci
olmaktadir. Germplazm kaynaklarimin genetik
cesitlilik seviyesinin degerlendirilmesinde, elit
genotiplerin korunmasi ve belirlenmesinde,
ozellikle de kiltiir bitkilerinin 1slahinda
molekiiler markorlerin katkisi ¢ok Onemlidir.
Gilinlimiizde giin gectikce sayist artan ve
fazlalagan genom ve cDNA kiitiiphaneleri, EST
dizileri gibi dijital veri bankasi kaynaklar
gelecekteki yapilacak germplazm korumalarina
ve bitki caligmalarma  biiyik  destek
saglayacaktir (Agarwal ve ark., 2008).
Molekiiler markorler son yillarda kiiresel
diizeyde tehlike olan iklimsel degisikliklere
bitkilerin verdigi cevaplarin arastirilmasinda da
etkin olarak kullanilmaktadir. Kiiresel 1sinma
gibi degisikliklere maruz kalan bitkilerde mikro
cografik olarak genetik degisikliklerin olustugu
markdr calismalariyla ortaya ¢ikarilmistir.
Cevresel ve diger degisikliklerin meydana
getirdigi genetik yapr degisimlerinin ortaya
¢ikarilmasinda da molekiiler markorler hayati
oneme sahiptir (Jump ve Pefiuelas, 2005).
Sonug olarak, molekiiler markér teknolojileri
bitki  biyoteknolojisi  ¢aligmalarina  yeni
boyutlar kazandirmis, bitki genetigi, bitki 1slahi
ve bitki genomik caligmalarina biiyiik katkilar
saglamistir.
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