MOLEKULER iSARETLEYiICILERIN DAYANIKLILIK ISLAHINDA
KULLANILMASI
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OZET

Bitkiler; viriis, bakteri, fungus, nematod ve bdcekler tarafindan saldirtya ugramaktadirlar. Bitkiler
bunlara karsi kendilerini koruyacak bagisiklik sistemlerine sahip degillerdir. Bununla birlikte kendilerini
korumak ic¢in ya devamli yada tesviklenme durumunda faaliyete gegen antimikrobial savunma
mekanizmalar1 ve dayaniklilik genleri (R) tasimaktadirlar. Dayaniklilik 1slahmnin amaci, dayanikh
genlerinin belirlenmesi, kiiltiir bitkilerine aktarilmas: ve klonlanmasidir. Dayaniklilik genlerinin
belirlenmesi, geleneksel yontemlere gore uzun zaman almakta ve goézlemlemek zordur. Molekiiler
markdrler kullanilarak bu zorluklar ortadan kaldirilmaktadir.
Anahtar Kelimeler: Dayaniklilik, RFLP, RAPD, SSR, AFLP.

USE OF MOLECULAR MARKERS IN RESISTANCE BREEDING

ABSTRACT

Plants are attacked by viruses, bateria, fungi, nematodes and insects. Plants haven’t immune system
to protect themselves against pathogens and pests. Howewer, they have carried mechanisms of
antimicrobial defense which are either constitutive or inducible and resistance (R) genes. The purpose of
resistance breeding is determined resistant genes, transfered to cultivar plants and cloned. Determination
of resistance genes are time consuming and difficult in tradition breeding. These can be eliminated using
molecular markers.
Key words: Resistance, RFLP, RAPD, SSR, AFLP.

1. GIRIS

Bitkiler yasadiklar1 ortamda c¢esitli
hastalik ve zararli etmenler (viriis,
bakteri, fungus, nematod vb) tarafindan
saldirtya ugramaktadirlar (Baker ve ark.,
1997). Bir bitki, bir patojenin veya
irkinin - konukcusu olurken baska bir
patojenin  konukc¢usu  olmamaktadir.
(Staskawicz ve ark.,, 1995). Bitki,
konukgusu oldugu hastalik ve =zararl
etmenin  hiicre  igine  girmesini
engelleyici veya hiicre igine girmeyi

basarmis  etmenin  ¢ogalmasi  ve
yayllmasint  Onleyebilecek  kimyasal
maddelere  (antimikrobial  bilesikler,
enzimler, yapisal savunma

engelleyicileri vb) sahiptirler (Dixon ve
ark., 1994). Bununla birlikte, bitkilerde
en etkili savunma  mekanizmasi
dayaniklilik genleri (Resistance, R)
tarafindan saglanmaktadir (Dixon ve

ark., 1994; Parker ve Coleman, 1997).
Dayaniklilik genleri, patojene karsi
dayanikliligt kontrol eden en Onemli
yapisal proteinlerdir (Staskawicz ve ark.,
1995; Van der Biezen ve Jone, 1998;
Feys ve Parker, 2000).

Dayaniklilik 1slahiin amact;
tizerinde c¢alisilan hastalik veya zararh
etmene kars1 dayanikliligi saglayan gen
veya genleri belirlemek, bunlari 1slah
programinda  kullanarak  dayanikli
bireyler elde etmektir. Dayaniklilik 1slah
programinda en bliytik zorluk
ebeveynlerin  (duyarli ve dayanikh
bireyler) melezlenmeleri sonucu elde
edilen dayanikli bireylerin
belirlenmesidir. Bu durum, klasik olarak
1slah  sonucu elde edilen bitkilerin
patojenle testlenmeleriyle ortaya
koyulmaktadir. Bu uygulamalar zaman
almakta, fazla is giicii gerektirmekte ve
olduk¢a gii¢ olmaktadir. Ayrica ayni



anda bir bitkiyi birden fazla patojenle
testleme imkansiz olmaktadir. Biitiin bu
olumsuzluklar molekiiler markorlerin
(belirteglerin) kullanilmasi ile
asilabilmektedir.  Uzerinde calisilan
dayaniklilik genleri ile ilgili molekiiler
markdr veya markorler olusturuldugu
zaman, 1slahin her agsamasinda dayanikli
ve duyarl bitkiler birbirlerinden hizli ve
giivenli sekilde ayrilabildiginden, zaman
ve isgicli kaybi azaltilmaktadir. Birden
fazla dayaniklilik genini de aymi anda
belirlemek miimkiin olmaktadir.
Bununla birlikte molekiiler markoérler
kullanilarak dayaniklilik genleri
haritalanmakta  ve  klonlanmaktadir
(Milligan ve ark., 1998; Rossi ve ark.,
1998). Bu dayaniklilik genleri duyarh
bitkilere aktarilarak transgenik bitkiler
elde edilmekte, buda 1slah programi
kisaltmaktadir.

Bu makalede, yaygin olarak
kullanilan  molekiiler —markdrler ve
bunlarin dayaniklilik 1slahinda
kullanilmalar1 hakkinda bilgi vermek
amagclanmustir.

2. MOLEKULER MARKORLER

Molekiiler =~ markoérler,  genomda
herhangi bir gen bdlgesi yada gen
bolgesi ile iligkili DNA parcasidir. Bu
markorler, polimeraz zincir
reaksiyonuna bagli olmayanlar (RFLP)
ve bagli olanlar (RAPD, AFLP, SSR)
olarak adlandirilmaktadir (Staub ve ark.,
1996; Ridout ve Donini, 1999).

2.1. Kesilen Fragmentlerin Uzunluk
Polimorfizmi  (Restriction Fragment
Lenght Polymorphisms, RFLP)

[lIk kesfedilen molekiiler markor
sistemidir. Uzerinde calisilan bitkinin
DNA’s1 ¢esitli restriksiyon enzimleri ile
kesilir ve agorozda bir giic kaynagi
yardimi ile yiiriitiiliir. DNA’lar southern

blot  teknigi  kullanilarak  naylon
menbrana aktarilir. Markoér olarak
kullanilan DNA parcaciklari p*’ veya
biotin ile isaretlenir ve membran da
bulunan kesilmis DNA’lar ile eslesmeye
(hibridizasyona) tabi tutulur. Film
gelistirilerek  elde edilen  sonuglar
degerlendirilerek dayanikli ve duyarh
bitkiler arasinda farklilik (polimorfizm)
bulmaya calisilir. Cok fazla DNA’ya
ihtiya¢ duyulmasi, pahali ve fazla zaman
almasi teknigin dezavantajini; sonuglarin
giivenirligi  ve kodominat marker
sistemine sahip olmasi ise avantajini
olusturmaktadir (Tanksley ve ark., 1992;
Ahn ve Tanksley, 1993; Staub ve ark.,
1996).

2.2. Degisken DNA  Dizilerinin
Tesadiifen  Cogaltilmast  (Random
Amplified Polymorphic DNA, RAPD)

RFLP metodundaki zorluklari
asmak ve PCR tekniginin getirdigi
avantajlardan  yararlanmak amaciyla
RAPD teknigi gelistirilmistir (Williams
ve ark.1990). Sistemin temeli, dayanikli
ve duyarl bitkiler rasgele iiretilmis 6-10
baz uzunlugundaki RAPD primerleriyle
PCR yapilmasi ve bireyler arasinda
farkliligin belirlenmesidir. PCR
esnasinda primerler tesadiifi olarak
genoma baglanmakta ve baglanilan
bolgeler ¢cogaltilmaktadir. PCR iiriinleri,
elektroforesis edildikten sonra ethidium
bromide ile boyanarak olusan polimorfik
bantlar dikkate alinarak dayanikli ve
duyarh bireyler birbirlerinden
ayrilmaktadir. Kullanilan her RAPD
primeri i¢in olugsan PCR {irtinleri iki grup
icerisinde  incelenmektedir.  Birincisi
degisken olarak adlandirilirlar ve bunlar
niikleotitlerdeki inversiyon, delesyon
(silinme) ve  primer  baglanma
bolgelerindeki niikleotit degisikliginden
kaynaklanmaktadir. Ikincisi degisken
olmayanlar (monomorfik) olarak



adlandirilmaktadirlar (Williams ve ark.,
1990)

RAPD analizi temelde basittir ve
teknigi kullanmak i¢in dizilim (sekans)
analizine gerek yoktur. Uygulanmasi
hizli ve kolaydir. Cogaltma islemi
normal PCR  kosullarindan  farkl
olmakta, primer baglanma sicakligi ¢ok
diisiik (35-37 °C) tutulmakta ve tek bir
primer  kullanilmaktadir.  Markdriin
uygulamasinin hizli ve kolay olmasi
avantajini; yalnizca dominant markerler
olusturulmasi, PCR esnasinda yanlis
eslesmelerin olusu, PCR sartlarindaki
kiigiik bir degismenin bile sonuglari
etkilemesi ve laboratuarlar arasinda
tekrarlanma problemine neden olmasi
teknigin dezavantajini olusturmaktadir
(Williams ve ark., 1990; Santos ve ark.,
1994; Thormann ve ark., 1994).

2.3. Cogaltilan Fragmentlerin Uzunluk
Polimorfizmi  (Amplified Fragment
Length Polymorphisms, AFLP)

Yeni bir markor sistemi olarak
gelistirilmistir (Vos ve ark.,, 1995).
Ebeveynler ve 1slah sonucu elde edilen
bireylerin DNA’lar1 iki restriksiyon
enzimiyle (4 baz ve 6 baz) kesilmekte ve
DNA’nin kesilmesi sonucu olusan bu
DNA parcaciklari adaptorlerle
birlestirme (ligasyon) yapilmaktadir.
Ligasyon tirlinleri birer baz ilave edilmis
primerlerle PCR yapilmakta ve elde
edilen PCR iirtinleri 3 baz ilave edilmis
primerlerle (primerlerin birisi radyoaktif
veya fluoresent ile isaretlenmekte) secici
PCR tabi tutulmaktadir. PCR firiinleri
poliakrilamid jelde yiiriitilerek olusan

polimorfizme gore sonuglar
degerlendirilmektedir. Tek bir
reaksiyonda 30-150 bolge
tanimlanabilmesi, sonuclarin
tekrarlanabilir ~ olmast en  Onemli

avantajini olusturmaktadir. Dezavantaji
ise pahali olmasi, laboratuar ekipmanina
gereksinim  duyulmast ve dominat

markor olmasidir (Vos ve ark., 1995;
Ridout ve Donini, 1999).

2.4. Basit Tekrarli Diziler
(Simple Sequence Repeats SSR)
Canli genomunda ¢ok siklikla

tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir.
Bu diziler belirli sayilarda
tekrarlanmaktadir. Dizilerin genomun
neresinde bulundugu ve kac¢ defa
tekrarlandig1r tiirden tiire degisiklik
gostermektedir. Ayni tiir i¢indeki fertler

arasinda da bu dizilerin bulunup
bulunmamasma dayali olarak SSR
teknigi  gelistirilmistir. ~ Tekrarlanan

bolgelere  Ozgii  spesifik  primerler
gelistirilmekte ve bu primerler ile PCR
yapilmaktadir. PCR iirlinleri,
elektroforesis yapildiktan sonra ethidium
bromide veya giimiis nitrat kullanilarak
boyandiktan sonra polimorfizim
aranmaktadir. Teknigin, kodominant
yap1 gostermesi ve tekrarlanabilir olmasi
en 6nemli avantajini; genom bilgisine ve
dizilim analizine ihtiyac duyulmasi
dezavantajin1 olusturmaktadir (Rangwen
ve ark., 1995; Ridout ve Donini, 1999).

3. “MQL;;:KI"JLER MARKC)RLERiN
GORUNUSLERINE GORE
SINIFLANDIRILMASI

3.1. Dominant markérler : Alleller arasi
iliskide  dominanthk s6z  konusu
oldugundan heterozigot bireyleri (Aa)
belirlemek miimkiin degildir.

3.2. Kodominant markorler: Alleller
arast iliskide dominantlik s6z konusu
olmadig1 i¢in heterozigot bireyleri (Aa)
homozigot dominant (AA) bireylerden
ayirt etmek miimkiindiir. Bu ylizden
herhangi bir noktadaki marker icin ii¢
ayr sekil (AA, Aa ve aa) elde edilebilir
ve bunlar birbirlerinden
ayrilabilmektedir.



4. MOLEKULER MARKORLERIN
OZELLIKLERI

Molekiiler markdrler morfolojik ve
biyokimyasal markdrlere gore bir c¢ok
avantajlara sahiptirler (Botstein ve ark.,
1980; Helentjaris ve ark., 1985;
Williams ve ark., 1990). Bunlar;

a. Genoma baglh  olduklarindan
giivenirlidirler,
b. Tekrarlanabilir ve laboratuarlar

arasinda standardize edilebilirler,
c. Genomda birden fazla bolgeyi
belirleme imkanina sahiptirler,

d.Cevre kosullarindan
etkilenmemektedirler,

e. Dominat ve kodominat 6zellik
gostermektedirler,

f.Biitiin dokularda

tamimlanabilmektedirler,
g. Markérler oOldiiriicii  etkiye sahip
degillerdir.

5. MOLEKULER MARKORLERIN
DAYANIKLILIK ISLAHINDA
KULLANILMASI

Dayaniklilik, hastalik ve zararl
etmeninin ¢ogalma ve gelismesinin bitki
tarafindan  engellenmesidir ~ (Roberts
2002). Bitkinin hastalik ve zararh
etmenine kars1 dayanikliligs; diisiik, orta
ve ylksek diizeyde gerceklesmektedir.
Bitki yiliksek diizeyde dayanikli ise
patojen hi¢ ¢ogalamamakta veya ¢ok az
diizeyde c¢ogalabilmekte, orta ve diisiik
dayaniklilikta ise hastalik ve =zararh
etmeni belli diizeyde ¢ogalabilmektedir
(Roberts 2002). Buna karsin duyarl
bitkide dayanikliligin tam tersi olaylar
goriilmektedir. Bu durumda hastalik ve
zararli etmeni tamamen g¢ogalmakta ve
yogun enfeksiyonlarda bitkinin 6liimiine
neden olmaktadirlar.

Dayaniklilik kalitsal olarak; tek gen
(monogenic), birka¢ gen (oligogenic) ve

cok gen (polygenic) tarafindan idare
edilmektedir (Roberts 2002).
Dayanikliligin tek gen, birka¢ gen ve ¢cok
gen tarafindan idare edilmesinin
bilinmesi 1slah calismalar1 ic¢in biiyiik
onem tagimaktadir. Tek gen tarafindan
idare  edilen  dayanmiklilik  1slah
calismalari, digerlerine gore oldukca
basit ve sonug¢ elde edilmesi daha
kolaydir. Cok gen tarafindan yonetilen
dayaniklilikta genomda bir c¢ok bdlge
etkili ~ oldugundan  genel  olarak
Mendel’in  genetik agilim oranlarina
uygun  olmayabilmektedir  (Geiger,
1989). Bu durum kantitatif olarak
Olclilebilmekte  ve  bunlar  QTL
(Quantitative ~ Trait  Loci)  olarak
adlandirilmaktadirlar  (Young, 1996)
QTL {izerine c¢evre ve genler arasi
interaksiyonlar biiyiik rol oynamaktadir.
Bu bolgelerin her birinin etki dereceleri
birbirlerinden farkli olmakta ve c¢evre
sartlarindan  fazla etkilenmektedirler.
Cevrenin etkisinin fazla olmasi bu gibi
dayaniklilik  durumlarin1  belirlemeyi
giiclestirmektedir (Tanksley 1993).

Basta ¢ok gen olmak {izere, birkag
gen ve tek gen tarafindan idare edilen
dayaniklilik 6zelliklerini (karakterleri)
normal  olarak  geleneksel  1slah
yontemleri  ile  belirlemek  zaman
almakta, fazla is giicli gerektirmekte ve
cok giic olmaktadir. Bununla birlikte bir
bitkiyi ayni1 anda birden fazla hastalik
veya  zararli  etmenle  testlemek
geleneksel yoOntemlere gore hemen
hemen imkansizdir. Biitiin bu zorluklar
molekiiler markorlerin devreye
girmesiyle asilabilmektedir (Ballvora ve
ark., 1995; Bradshaw ve ark., 1998; Lu
ve ark., 1999).

Molekiiler markorlerin uygulamaya
aktarilabilmesi i¢in ilk Once iizerinde
calisilan hastalik ve =zararli etmenine
karst  dayanikliliktan  sorumlu gen
kaynaginin klasik yontemlerle
belirlenmesi gerekmektedir. Hastalik ve
zararlilara karsi dayamiklilik genleri



cogunlukla bitkilerin yabani formlarinda
bulunmakta ve bu genler melezleme
calismalar1 ile yabani bitkilerin kiiltiir
formlaria aktarilmaktadir (Boerma ve
Hussey, 1992). Kimi durumlarda
dayaniklilik geni veya genlerini tasiyan
yabani tiirler ile bunlarin kiiltiir formlar1
arasindaki melezlemeler basaril
olmamakta ve istenilen dayaniklilik geni
aktarilamamaktadir. Bu durum
dayaniklilik 1slahi caligsmalarina
sinirlama getirmektedir. Bu sinirlamalar,
doku kiiltlirii ve gen aktarim ydntemleri
(Agrobacterium tlimefaciens, biyolistik,
elektroporasyon, mikroenjeksiyon vb.)
kullanilarak asilmaya calisilmaktadir
(Boerma ve Hussey, 1992; Vrain, 1999).

Dayaniklilik 1slaht  ¢aligmalarinda
molekiiler markorler: a) Dayaniklilik
geni ile ilgili markor olusturulmus veya
gen klonlanmis b) Dayaniklilik geni ile
ilgili markor olusturulmamis veya gen
klonlanmamis ise uygulamada
farkliliklar gostermektedir. Dayaniklilik
geni ile ilgili molekiiler markdr veya
markorlerin daha 6nceden olusturulmasi
veya genin klonlanmasi dayaniklilik
1slaht caligmalarina biiyiik kolayliklar
getirmektedir. ~ Uzerinde  calisilan
dayaniklilik geniyle ilgili markdér veya
gene Ozgl  primerler  kullanilarak
ebeveynler ve 1slah sonucu elde edilen
bireyler (F;, F, vb) fide doneminde PCR
ille hizh ve  giivenli  sekilde
belirlenmektedir. Molekiiler markdrlerin

bu gibi uygulamalari 1slah
calismalarinda, Markor Yardime1
Seleksiyon (MAS) olarak

adlandirilmaktadir (Staub, 1996; Baird
ve ark., 1996). MAS kullanilarak
dayanikli  bireyler  hizli  sekilde
belirlendigi i¢in 1slah calismalarina
bliylik bir ivme kazandirmakta ve
yalnizca istenilen bireylerle yola devam
etmeyi saglamaktadir.

Molekiiler markorlerin  bir diger
uygulama alani ise Tlizerinde c¢alisilan
dayaniklilik geniyle ilgili markoérlerin

olmadigr veya genin klonlanmadigi
durumlarda  basvurulmaktadir. Bu
durumda, ilk 6nce dayaniklilik geniyle
ilgili molekiiler markdr olusturulmakta
ve gen haritalanmaktadir. Bunun igin
1slah yontemleri kullanilarak F,, BC ve
rekombinat inbred hatlar
olusturulmaktadir. Daha sonra molekiiler
markdrler kullanilarak gen ile ilgili
molekiiler markér veya markorler
olusturularak gen haritalanmaktadir. Gen
klonlama yontemleri kullanilarak da
(cDNA kiitiiphanelerin ~ olusturulmasi,
kromozom  {izerinde  yiirime ve
transposon  mimleme) gen  izole
edilmektedir (Yaghoobi ve ark., 1995;
Rossi ve ark., 1998; Milligan ve ark.,
1998). Bu tiir uygulamalar belli zaman
ve isgiicli gerektirmektedir. Bununla
birlikte olusturulan markér veya genin
izolasyonu daha sonra yapilan 1slah
calismalara biiytik kolayliklar
saglamaktadir. Ciinkii elde edilen
sonuclar birebir 1slah uygulamalarina
aktarilarak, 1slahi  kisaltmakta ve
kolaylastirmaktadir.

Sonug olarak; molekiiler markorler,
dayaniklilik 1slah1 calismalarinin
hedefine daha hizli ve giivenli sekilde
ulasmasin1 ve dayanikliliktan sorumlu
genlerin klonlanmasin1  saglayan en
onemli tekniklerdir.
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	Zübeyir DEVRAN 
	ÖZET 
	Bitkiler; virüs, bakteri, fungus, nematod ve böcekler tarafından saldırıya uğramaktadırlar. Bitkiler bunlara karşı kendilerini koruyacak bağışıklık sistemlerine sahip değillerdir.  Bununla birlikte kendilerini korumak için ya devamlı yada teşviklenme durumunda faaliyete geçen antimikrobial savunma mekanizmaları ve dayanıklılık genleri (R) taşımaktadırlar. Dayanıklılık ıslahının amacı, dayanıklı genlerinin belirlenmesi, kültür bitkilerine aktarılması ve klonlanmasıdır. Dayanıklılık genlerinin belirlenmesi, geleneksel yöntemlere göre uzun zaman almakta ve gözlemlemek zordur. Moleküler markörler kullanılarak bu zorluklar ortadan kaldırılmaktadır. 
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