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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Patates (Solanum tuberosum L.) Genotiplerinde Transpozon Hareketlerinin
Belirlenmesi

Mohammed ABED

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danmigman: Dr. Ogr. Uyesi Yilmaz KAYA

Solanacae familyasinin bir iiyesi olan patates, diinyanin en Onemli bitkilerinden
birisidir ve giniimiizde iki yliz civarinda tiirii, dort binden fazla gesit igerdigi
bilinmektedir. Transpozonlarca zengin patates bitkisinde transpozon c¢alismalari
patates genom projesi ile ivme kazanmistir. Transpozonlar, genom icinde yer
degistirebilme o6zelligine sahip hareketli DNA dizileridir. Bu DNA dizileri,
transpozisyon vasitasiyla bir kromozomal boélgeden bir digerine hareket ederler.
Retrotranspozonlar, genom icindeki hareketli genetik elementlerdir ve patates
genomunun ylizde 50’sinden fazlasini olusturur. Bu ¢alismada; Sukkula, Nikita, P-Tst-
1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like retrotranspozonlarinin hareketleri, patates (Solanum
tuberosum L.) bitkisinin 19 ¢esidinde, IRAP-PCR molekiiler marker teknigi
kullanilarak incelenmistir. incelenen gesitlerin yumru ve yaprak dokularindan &rnek
alimmistir. Cesitler arasindaki polimorfizm Jaccard benzerlik katsayisi formiili
kullanilarak tespit edilmistir. Yaprak Orneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde
Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like transpozonlar1 igin gesitler
arasindaki polimorfizm oranlart sirastyla % 0-20, % 0-92, % 0-100, % 0-83, % 0-60
ve % 0-88 araliginda; yumru 6rneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde ise Sukkula,
Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like transpozonlari i¢in gesitler arasindaki
polimorfizm oranlart sirastyla % 0-20, % 0-64, % 0-63, % 0-57, % 0-40 ve % 0-20
araliginda tespit edilmistir.
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ABSTRACT

Master’s Thesis

Determination of Tranposon Movements in Potato (Solanum tuberosum L..)
Genotypes

Mohammed ABED

Ondokuz Mayis University
Institute of Science and Technology
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Yilmaz KAYA

Potato is a member of the Solanacae family, one of the most important plants in the
world and today that it contains more than two hundred species and more than four
thousand cultivars. Transposon studies in transposon rich potato plants have gained
momentum with potato genome project. Transposons are moving DNA sequences that
are capable of displacement within the genome. These DNA sequences move from one
chromosomal region to another by transposition. Retrotransposons are moving genetic
elements within the genome and constitute more than 50 percent of the potato genome.
In this study; Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 and Copia like retrotransposon
movements were investigated in 19 varieties of the potatoes (Solanum Tuberosum L.)
by using PCR-IRAP molecular marker technique. The samples were obtained from the
tuber and leaf tissues. Polymorphism between varieties was determined using the
Jaccard similarity index formula. The ratio of polymorphisms between varieties in
PCR products obtained from leaf samples for Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-
6 and Copia like transposons 0-20%, 0-92%, 0% 100, 0-83%, 0-60% and 0-88%
respectively and also the ratio of polymorphisms between varieties in the PCR
products obtained from tuber samples for Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6
and Copia like transposons 0-20%, 0-64%, 0-63%, 0-57%, 0-40% and 0-20%
respectively were detected in the range.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS

Solanacae (Patlicangiller) familyasinin bir iiyesi olan patates, diinyanin en 6nemli
bitkilerinden biridir. Uretim bakimindan diinyada celtik, bugday ve misirdan sonra
dordiincii sirada gelmekte ve her yil yaklasik 400 milyon ton iiretilmektedir. Aym
zamanda tek yillik bir kiiltiir bitkisi olan patates And daglarinda yabani form olarak
kesfedilmis ve ilk olarak Avrupa kitasinda kiiltiire alinmaya baslanmustir. Icerdigi
yiiksek miktarda besin degeri ve antioksidan igeriginden dolayr ¢ok tercih
edilmektedir. Ayrica, yapisinda bol miktarda karbonhidrat, protein, vitamin ve mineral
maddeler bulundurmaktadir. Bu ve benzeri 6zelliklerinden dolay1 2008 yilinda FAO
tarafindan “gizli hazine” olarak tanimlanmistir. Giiniimiizde yumru olusturan yaklasik
iki yiiz adet yabani patates tirli bulunmaktadir. Bununla birlikte son yillarda
hastaliklarin ve cevresel stres faktorlerinin olumsuz etkilerinin artmasindan dolay1
tiretiminde biiyiik zorluklar goriilen bitkiler arasinda hi¢ kuskusuz patates bitkisi de
yer almaktadir (Abed ve Demirhan, 2018).

Bitki genomlarinin yaklasik %50-90 kadar1 transpozonlardan olusmustur.
Ornegin patates bitkisinin %59’u transpozonlardan olusmaktadir. Transpozonlar
tarafindan olusturulan genom hareketlerine transpozisyon denir. Transpozon,
kromozom iizerinde yeni bir yerlesim noktasina hareket eden DNA dizisidir. Ilk kez
Barbara McClintock tarafindan 1948 yilinda musir bitkisinde tanimlanmigtir
(McClintock, 1948). Genel olarak transpozonlar genomdaki transpozisyon
mekanizmalarina gore retrotranspozonlar ve DNA transpozonlar1 olmak iizere iki
gruba ayrilirlar (Bennetzen, 2000; Pagnotta vd, 2009). Transpozonlar, kromozomlarda
yeni yerlestikleri yerlerdeki genlerin anlatimlarinda 6nemli degisikliklere neden
olabilirler. Bununla birlikte replikasyonla ¢ogalan retrotranspozonlar da genom
obezitesine neden  olurlar. Transpozonlar; insersiyon, inversiyon, delesyon,
duplikasyon gibi olaylar1 uyararak mutasyonlara ve bdylece yeni alellerin
olusumlarina da katkida bulunurlar. Bu yeni olusumlar evrimsel siirecte yeni tiirlerin
olusumunda etkili bir mekanizma olarak goriilmektedir (Bennetzen, 2000; Pagnotta
vd, 2009; Schulman vd, 2004).



Gliniimiizde transpozonlar, prokaryotlarda klasik antibiyotik diren¢ markiri,
Okaryotlarda insersiyon mutasyonlari, haritalama, gen klonlama, transgenik
organizmalarin eldesi gibi amagclarla molekiiler genetik uygulamalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. (Bergman ve Quesneville, 2007). Retrotranspozonlar,
hareketleri ile genomda yeni bir bélgede lokasyon olusturdugundan molekiiler markir
olarak kullanilmaktadirlar. Retrotranspozon temelli molekiiler markirlar kullanilarak
polimorfizm oranlar1 belirlenebilmektedir. Polimorfizmin belirlenmesinde kullanilan
en yaygin markir teknigi IRAP (Inter Retrotransposon Amplified Polymorphism)
metodudur (Leigh vd, 2003; Schulman vd, 2004). IRAP, iki komsu retrotranspozon
arasinda kalan bolgenin PCR ile ¢ogaltilmasina dayanir. Retrotranspozonlar
kendilerini kopyalayip sonra bu kopyalarin1 genomda g¢esitli yerlere yerlestirirler.
Retrotranspozonlar 6nce transkripsiyon yoluyla kendilerini bir RNA molekiilii olarak
kopyalarlar, sonra bu RNA (¢ogu zaman transpozon tarafindan kodlanan) bir ters
transkriptaz tarafindan tekrar DNA'ya doniistiiriiliir ve genomda yeni bir bolgeye girer.
. Retrotransposonlar uzun ug tekrar dizilerine (Long Terminal Repeat; LTR) sahip olup
olmadiklarina goére iki gruba ayrilirlar. LTR'li retrotranspozonlarin LTR dizilerinde,
promotdrler ve retrotranspozisyon igin gerekli olan en az iki enzimin genleri bulunur.
LTR'li retrotranspozonlar, retroviriislere ¢ok benzerler ama virlis olarak
paketlenmelerini saglayan env (envelope) genine sahip degildir.. Viriis benzeri
retrotranspozonlar paketlenemedikleri i¢in hiicreler arasi hareket etmezler. LTR'li
retrotranspozonlar insan genomunun % 8'ini olustururlar. Giintimiize kadar bitkilerde
retrotranspozonlar {izerine yapilan c¢aligmalarda, retrotranspozonlarin evrimi,
cesitliligi, rekombinasyonu ve bir tiiriin evrimini nasil etkiledikleri gibi ¢alismalara
yogunluk verilmistir. Bu g¢alismada ise 19 patates cesitinde yumru ve yaprak
dokularindan alinan genomik DNA (gDNA) 6rneklerinde Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-

Tst-3, P-Tst-6 and Copia like retrotranspozonunun hareketleri arastirilmigtur.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Patates Bitkisi (Solanum tuberosum L.)

Patates (Solanum tuberosum L.), Solanaceae familyasinin Solanum cinsi igerisinde yer
alan tek yillik kiiltiir bitkisidir. Genis adaptasyon yetenegine sahip olup, 70° kuzey ve
50° giiney enlem dereceleri arasinda bulunan iilkelerde deniz seviyesinden 3500-4000
m ylikseklige kadar olan alanlarda yetistirilebilmektedir. Anavatani olan Giiney
Amerika’daki And daglarinin yiliksek yaylalarindan Diinya’ya yayilmistir. Asya kitasi,
global patates tiretiminde dominant durumda olup yaklasik diinya patates iiretiminin
% 42.1’ini karsilamaktadir (Sekil 2.1). (Berksan, 2002) Berksan(2002)’a gore;
Tirkiye’ye ilk defa 1853 yilinda Sakarya nehri vadisinde, Karadeniz bogazi
yakinlarinda Adapazar1 yoresinde olmak iizere bat1 bolgelerimizde patates tarimina
baglanmistir. Dogu bolgelerimizdeise Rusya ile Kafkaslardan girerek patates tarimina
baglanmis ve buradan tiim iilkeye yayilmistir (Spooner vd, 2005). Genis kullanim
alani, yliksek verim potansiyeli ve besin kalitesi nedeniyle tarimsal 6neme sahip

bitkilerden biridir (Caligari, 1992).

Diinya Patates Uretimi
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Sekil 2.1. Patates bitkisinin diinya iilkelerine dagilis1 (Beyhan, 2017)

Giliniimiizde tiretimi yapilan patates (Solanum tuberosum L.), Solanum cinsine
aittir. Solanum cinsi yaklasik 2.000 kadar tiir igermekte olup, bunlardan 150 kadari
yumru olusturma 6zelligine sahiptir (Sleper ve Poehlman, 2006). En fazla iretimi



yapilan patates (Solanum tuberosum L.) yabani bir tiir olan Solanum brevicaule nin
kiiltiire alinip gelistirilmesi sonucu elde edilmistir (Bartova ve Barta, 2006). Islah
calismalarinda, Solanum acaule, Solanum chacoense, Solanum demissum, Solanum
stoloniferum ve Solanum vernei tiirleri de kullanilmaktadirlar. Yabani patates tiirleri
biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi daha dayaniklidirlar. Patatesin yabani
tiirleri, barindirdiklart 6nemli karakteristik Ozelliklerinden dolayi islah agisindan
onemlidirler (Hijmans, 2003). Islah caligmalarinda kullanilan yabani patates
tirlerinden Solanum acaule soguga kars1 dayaniklilik gosterirken, diger tiirler 6zellikle
hastalik etmenlerine karsi dayaniklidirlar. Solanum acaule, Solanum demissum ve
Solanum stenotomum tiirleri kuraklik stresine dayaniklilik i¢in, Solanum demissum ve
Solanum bulbocastanum tiirleri ise ge¢ yaniklik (mildoyii hastaligi) hastaligina karsi

dayaniklilik gelistirmek icin kullanilmaktadir (Huamén ve Spooner, 2002).

Solanum cinsinin haploid kromozom sayis1 n=12"dir. (Anonim, 2019). Diploid
(2n=2x=24) ve hekzaploid (2n=6x=72) arasinda degisen poliploid bir dizi
olusturmaktadir. Triploid ve pentaploid tiirler sadece Anddaglarinin yaylalarinda
yetisirken, diploid tiirler daha yaygindir. Kiiltiiri yapilmakta olan tetraploidler ise 1slah
calismalarinda kullanilmaktadir (USDA, 2016b).

Patates, diinyada temel bitkisel gida kaynagi olarak iiretilen bugday, misir ve
piringten sonra 4. sirada yer almaktadir. Tiirkiye, iklim ve toprak 6zellikleri yoniinden
patates Uretimi i¢in olduk¢a avantajli bir konuma sahip olup iilkenin neredeyse
tamaminda ve yilin hemen hemen her déneminde patates iiretimi yapilabilmektedir.
Ayrica patates bir ¢apa bitkisi oldugu i¢in ekim ndbetinde de 6nemli bir yere sahiptir
(Cao vd, 1996). Haslanarak veya kizartilarak taze tiiketildigi gibi sanayide konserve,
dondurulmus parmak patates, cips, plire, graniil ve toz gibi formlarda islenmekte ve
pazarlanmaktadir. Ayrica yan iriin olarak hayvan yemi, nisasta, un, alkol ve
biyoetanol yapiminda da degerlendirilen ¢ok yonlii bir iirlindiir. Yumrulari,
karbonhidratlar, proteinler, vitaminler ve de mineraller agisindan oldukca zengindir
(Anonim, 2019). Brown’a (2005) gore; (Brown, 2005) 100 g’lik patates yumrusunun
normal bir insanin gereksinim duydugu giinliik proteinin minimum %7’sini, demirin
%10’unu, C vitaminin %20- 50’sini, B1 vitaminin %10’unu ve enerjinin %32’sini
karsilamaktadir. Patateste bulunan vitaminlerin de giinliik beslenmede biiyiik payi
vardir. Ozellikle viicutta depo edilemeyen suda ¢dziinen vitamin B grubu

vitaminlerinden Tiamin (Thiamine), Riboflavin (Riboflavine), Niasin (Niacin) ve C



vitamini bakimindan zengindir (Sekil 2.2.) (Brown, 2008). Her gegen giin artan diinya
niifusu, insanlarin ihtiya¢ duyduklar1 gida maddesi ihtiyacini da artirmistir ve patates
bitkisinin 6nemi, kaliteli ve dengeli beslenmeye katkisindan dolayr ozellikle az

gelismis ve gelismekte olan lilkelerde agik¢a ortaya ¢ikmaktadir (Abed ve Demirhan,
2018).
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Sekil 2.2. Patates bitkisinin besinsel degerleri (USDA, 2016a)

Diinyada en 6nemli patates iireticisi olan iilkeler Cin, Hindistan, Rusya, ABD ve
Ukrayna’dir (Cizelge 2.1.). Sayilan iilkelerin diinya patates tiretimindeki paylart %
50’yi agmaktadir. 2017 yilinda Tiirkiye 4.7 milyon tonluk iiretimi ile diinyadaki

patates tiretiminde 16. sirada yer almaktadir (Brown vd, 1993).



Cizelge 2.1. Diinyada 6nemli patates iireticisi iilkeler (2017) (FAO, 2016)

Sira Ulkeler Ekim alam (ha) Uretim (ton)
1. Cin 5.815.140 99.122.420
2. Hindistan 2.130.000 43.770.000
3. Rusya 2.030.858 31.107.797
4. Ukrayna 1.311.600 21.750.290
5. ABD 407.810 19.990.950
6. Almanya 242.500 10.772.100
7. Banglades 475.699 9.474.099
8. Polonya 311.620 8.872.445
9. Fransa 175.225 6.834.680
10. Hollanda 155.594 6.534.338
11. Belarus 292.401 5.985.810
12. Ingiltere 139.000 5.373.000
13. fran 161.771 5.164.891
14, Misir 184.592 5.029.022
15. Cezayir 156.196 4.782.690
16. Tiirkiye 144,706 4.750.00
17. Kanada 141.157 4.620.000
18. Peru 318.380 4.570.670
19. Malawi 172.870 4.535.960

Tirkiye’de son 10 yillik veriler goz Oniinde bulunduruldugunda patates
iretiminin stirekli olarak 4 milyon tonun tizerinde oldugu goriilmektedir Cizelge 2.2.
Sadece bir istisna olarak 2013 yilinda 2012 yilina gore %18’lik bir diislis gortilmesi ile
3.9 milyon ton patates liretimi gergeklestirilmistir (Bulley vd, 2011; Van Eck vd,
2007).

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de yillara gore patatesin ekim alani, {iretim ve verimleri (TUIK,

2017)

Yillar  Ekilen alan (ha) Verim (kg) Uretim (ton)
2007 1525975 2771 4227726
2008 1478883 2838 4196 522
2009 1428738 3078 4397 711
2010 1388 660 3250 4513 453
2011 1429 849 3226 4613071
2012 1720867 2786 4795122
2013 1250 297 3158 3948 000
2014 1297 032 3212 4 166 000
2015 1538787 3093 4760 000
2016 1448572 3279 4750 000
2017 1428835 3359 4800 000




Tiirkiye’de hemen hemen her ilde patates iiretimi yapilmaktadir. Uretim yogun
olarak sirasiyla Nigde, Nevsehir, Izmir, Konya, Afyon ve Kayseri illerinde
gerceklestirilmekte; bu illeri sirasiyla Bolu, Adana, Nevsehir, Aksaray, Bitlis
izlemektedir. Toplam patates iiretiminin yaklasik % 75’1 bu illerde iretilmektedir
(Cizelge 2.3) (Singh ve Rajini, 2004). Tohumluk bitki ithalatinda domates
tohumundan sonra ikinci siray1 patates tohumu almaktadir. 2015 yilinda yurt digindan

getirilen patates tohumlarinin maliyeti 20 milyon dolar1 asmustir (Sekil 2.3).

Cizelge 2.3. Illere gore sofralik 2015 patates ekim alanlari ve iiretimi (TUIK, 2017)

iller Ekilen alan (dekar) Uretim (ton) Verim (kg/da)
Nigde 227.466 674.773 2.966
Konya 126.780 493.748 3.895
Afyon 149.424 434.929 2.911
[zmir 114.671 407.745 3.556
Nevsehir  69.901 301.039 4.307
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Sekil 2.3. Tiirkiye’nin 2015 yilinda tohumluk bitki ithalatinda ilk 10 bitki (TUIK,
2017)

2.2. Patates Bitkisinde Biyoteknolojik Calismalar

Patates bitkisinin doku kiiltiirii ¢aligmalari, bitkinin biiylimesi ve gelismesi i¢in kiiltiir
ortami olan, 151k ve sicakligin gerekli diizeyde ayarlanabildigi ve optimum sartlarin
temin edilebildigi bitki doku kiiltiirii laboratuvarlarinda gerceklestirilmektedir. Doku

kiltlirii yontemlerinden mikro ¢ogaltim yontemi ile yil boyunca mevsim sartlarinin



Olumsuz etkilerinin olmamasindan dolaytr birgok bitki vejetatif olarak
cogaltilabilmektedir (Lizarraga vd, 1991). Doku kiiltiirii laboratuvarlarinin sagladigi
optimum kosullar ile patates bitkisinde, son yillarda artis gosteren viriis, bakteri gibi
hastaliklar ve ¢evresel stres faktorlerinin olumsuz etkilerinden uzak, saglikli {iriin elde
edilmistir. Doku kiiltiiri metotlar1 kullanilarak bitkisel tiretimde kalite arttirma
miimkiin olmakta ve hastaliklarla miicadele i¢in gelistirilen iiriinlerin ¢alismalarinin
yapilmasi i¢in Oonemli bir yer tutmaktadir. Patates bitkisi bu metotlarin en ¢ok
kullanildig: bitki tiirlerinden birisidir. (Novak vd, 1980) tarafindan “Cira, Nora, Radka
ve Blanik” patates ¢esitlerinde MS ortaminda oksin (IAA, NAA), sitokinin (K, BAP)
ve Gibberellik Asit (GA3) ormonlarinin farkli konsantrasyonlarini kullanarak
yaptiklart ¢calismada, GA3 hormonlarinin test konsantrasyonlarinin tiimiinde siirgiin
ve kok olusumunu gozlediklerini ifade etmislerdir. Sonugta, GA3 hormonunun siirgiin
ve kok olusumu tizerinde etkin hormon oldugunu ifade etmislerdir. Ayrica sitokinin
hormonlarin siirgiin gelisimi i¢in uygun oldugunu fakat artan K konsantrasyonunun
bitki gelisimini engelleyici etkiye sahip oldugunu da belirtmislerdir. Calismanin
devaminda farkli hormonlarin ayni ortama ilave edilmesinin etkilerini de
gozlemlemislerdir. Oksin+sitokinin ve oksin+sitokinintGA3 hormonlarinin ayni
ortamda ilave edilmesi sonuglarinda Cira ¢esidinde GA3 ile diisiik konsantrasyonlarda
K ve IAA intreaksiyonunda optimal ve hizli gelisim gézlemlemislerdir. Ayrica NAA
hormonu sitokinin hormonlart ile birlikte kullanildiginda NAA hormonunun 6nemli

miktarda inhibitor etkide bulundugu belirtilmistir (Novak vd, 1980).

Giiniimiizde, biyoteknolojik yontemler kullanilarak yapisinda olan/olmayan gen
veya genler basarili bir sekilde tarimsal deger bakimindan 6nemli bitkilerin yapisina
aktarilabilmektedir. Bu yontemler kullanilarak yapilan ¢aligmalar son yillarda bir¢cok
farkli uygulama alanlarinin olusmasina neden olmugstur. 1980’11 yillarda ilk genetigi
degistirilmis tiitiin ve 1996 yilinda ilk ticareti yapilan transgenik domates kullanilmaya
baslanmistir. Ilerleyen yillarda ise transgenik calismalarin nemli bir kism ise patates
tizerinde yapilmistir. Patates bitkisinde ilk transgenik c¢aligmalar 1995 yilinda
Amerika’da Kolarado patates bocegine karsi direng saglamak igin, “Russet Burbank”
cesidinden olan ve “NewLeafTM” olarak adlandirilan patatese CrylllIA geni
aktarilmasiyla baslanmistir. Ticareti yapilan ilk transgenik patates cesiti “Russet
Burbank” olmustur. Ilk biyoteknolojik iiriinlerden biri olan patates bitkisi, bu tarz

caligmalar i¢in ideal bir bitki oldugunu gostermektedir (USDA, 2015). Her ne kadar



ilk transgenik {iirlinlerden birisi patates olsa da ilk baglarda bu bitki i¢in geleneksel
1slah caligmalarina agirlik verilmistir. Fakat gectigimiz son yiizyilda patates bitkisinde
istenilen diizeyde verim elde edilememistir. Patates bitkisinde yapilmasi beklenen
1slah calismalari; verim ve kalite artisi, hastaliklara ve boceklere karsi direng ve su
ihtiyacinin kargilanmasidir. Patates iireticileri ilk baslarda verim, taze pazar temini,
kalite artirnmi, muhafaza veya depolama islemlerine odaklanmiglardir. Bu islemleri
yaparlarken ayn1 zamanda patates hastaliklarina ¢6ziim bulmayr da amacglamislardir.
Patates bitkisinde genetik ¢esitlilik ve dayaniklilik 1slah calismalari igin yabani
tiirlerden yararlanilmistir. Bu konuda zengin bir kaynak olunca da hastalik direnci ve
yumru kalitesini artirmak gibi alanlarda kayda deger basarilar elde edilebilmistir.
Patates bitkisinde yapilan ¢aligmalarda en 6nemli husus, yumru kalitesinin arttirmak
ve hastalik etmenlerinin zararlarini en aza indirgemektir (Jansky, 2000). Yabani
formlardan yetistirilen patateslerde, biyotik ve abiyotik stres faktorleri basta olmak
lizere zararlilara karsi tolerans artirmada birgok ¢alismalar yapilmistir (Sekil 2.4).
Patates bitkisi kullanilarak yapilan biyoteknolojik ¢alismalar incelendiginde en fazla
tercih edilen ¢alismalarin, bitkinin stres kosullarina dayanikliliginin, yumru kalitesinin
ve besinsel degerlerinin arttirilmasi lizerine yapildigi goriilmektedir (Cizelge 2.4).
Baz1 cesitlerin siklikla tercih edilmesi, bazi genetik karmasalar, dnceden dogal
sartlarda gerceklesen durumlar 1slah ¢aligmalarini sinirlandirmaktadir. Bundan otiirii
endiistriyel caligmalarda yabani formlardan elde edilen sadece birkag Ozellik
kullanilabilmektedir. Biyoteknolojik yoOntemler bazi yeni genlerin kolay teshis
edilmesine, izole edilmesine ve aktarimina olanak saglamaktadir (Hirsch vd, 2013).
Rekombinant DNA yontemleri,geleneksel yontemler ile kiyaslandiklarinda bazi
avantajlar ve dezavantajlara sahiptir. Geleneksel 1slah ¢alismalari ile iki heterozigot
tetraploid ebeveynin, farkli fenotipik Ozelliklerinin ~ dodllere  aktarilmasini
saglamaktadir. Fakat bazi ¢alismalarda az miktarda da olsa her iki ebeveynden
aktarilmasi istenmeyen 6zelliklerinden bir kismi1 da aktarilabilmektedir. Dolayis1 ile
istenmeyen Ozellikler geri caprazlama yontemleri ile uzaklastirilmalidir. Bu tarz
caligmalarda, yeni bir patates gesidinin ticari olarak degerli bir iiriin haline gelmesi

uzun bir stire (10-15 y1l) alabilmektedir.



Patateste
Transgenik
Caligmalar

Yumru Kalitesinin Stres Toleransinin Besinsel degerlerin
Arttiriimasi Arttiriimasi Arttirilmasi

Biyotik (Bakterilere,

Boceklere, Abiyotik (Kurakhk,
Herbisitlere Tuz, Su)
Dayaniklilik)

Sekil 2.4. Transgenik patateslere kazandirilan 6zellikler (Halterman vd, 2016)

Zararllara kars1 direng kazandirilmis patates tiirlerinin iiretimine baglanmasi ile
kullanilan pestisit miktarinin azaltilmasi hedeflenmektedir. Patates bitkisinin suya olan
ithtiyacin1 diizenleyen genin susturulmasi su eksikliginde patates yetistirilmesine
olanak taniyabilmektedir. Son 15 yilda ekili patatesi, patates mantar1 hastaligina neden
olan Phytophthora infestans patojenine karsi direngli hale getirmek igin yabani
tirlerinden birkag genin tanimlanmast ve klonlanmasinda onemli mesafeler
katedilmistir. Ornegin P. infestans susuna karsi diren¢ saglamak igin Solanum
demissum'dan R1, R2 ve R3a (Bouwmeester vd, 2014), S. bulbocastanum'dan Rpi-blbl
Rpi-blb2 ve Rpi-blb3 (Du vd, 2015; Ron ve Avni, 2004) , S. venturii'den Rpi-vntl.1
(Kang vd, 2005; Kanyuka vd, 2005) ve S. mochiquense elde edilen Rpi-mcqgl genleri
kullanilabilmektedir (Nicaise vd, 2003). Gen aktarim isleminde kullanilan bu genler,
sahip olduklar1 genetik varyasyonlardan dolay1r ge¢ yanmazliga dayanikli gesitlerin
gelistirilmesinde  kullanilmaktadirlar. Patateste transgenik ¢aligmalar; yumru
kalitesinin arttirilmasi, stres toleransinin arttirilmasi, biyotik (bakterilere, boceklere,
herbisitlere), abiyotik (kuraklik, tuz, su) streslere karsi dayaniklilik, besinsel degerlerin
arttirtlmasi, varyasyonlardan dolayr dayanikli gesitlerin  gelistirilmesi olarak
stralanabilir. 2011 yilinda Fortuna adli biyoteknoloji sirketi (BASF), iki diren¢ geni,
Rpi-blbl (RB) ve Rpiblb2 geni aktarilan ve ge¢ yanmazliga neden olan patates
cesitlerinin kullanilmasi i¢in bagvuru da bulunmustur. Fakat bu gelistirilen patates
cesidi pazarlarda satilmamistir. Yine benzer bir calismada Simplot tarafindan
gelistirilen “InnateTm” patatesinin ikinci jenerasyonu ge¢ yanmazlhik direnci

gostermistir (Jones vd, 1994; Nicaise vd, 2003; Paal vd, 2004). Yabani patates
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tiirlerinden ge¢ yaniklik direnci saglamak i¢in yukarida sayilan cesitlerden ayr S.
tuberosum ssp., Andigena ve S.acaule’den sirasiyla izole edilen Rx1 ve Rx2 genleri,
patates viriisii X'e (Duan vd, 2012), kars1 direnci arttirmak igin gelistirilmistir (Ruffel
vd, 2002). Yukarida sayilan ¢alismalar sadece birkag patates hastaligi i¢in gelistirilmis
caligmalar olsa da yeni hastaliklar igin patates bitkisi iizerinde ¢alismalar devam
etmektedir. Yaygin olarak kullanilan diren¢ genleri olan PRR ve R genlerinden bagka
elF4E geni gibi yeni genler de kullanilmaya baslanmistir. elFAE geni de viriislere karsi
diren¢ saglamak i¢in kullanilmaktadir (Baum vd, 2007; Huang ve Ingber, 2005).
Bunun yani sira patateste zararlilara ve stres kosullarina kars1 yapilan diger calisma

Ozetleri gizelge 2.4’ te ayrintili olarak verirmistir.

Cizelge 2.4. Patateste zararlilara ve stres kosullarina kars1 yapilan calismalar
(PVX: Patates X viriisii, PVY: Patates Y virtisii, PLVVR: Patates yaprak kivirciklig
virlisi)

No Aktarilan gen Kaynak Kazandirllmak  Referans
istenen ozellik
1. PVXCP,PVYCP PVX,PVY,PLVVR Viris direnci (Huisman vd,
PLRVCP 1992)
2. R1,R2,R3a Patates Fungus direnci (Huang ve
Ingber, 2005;
Lokossou vd,
2009)
3. Rpi-blbl, Rpi- Patates Fungus direnci (Lokossou vd,
blb2,Rpi-blb3 2009; Song vd,
2003; Van Der
Vossen vd,
2003; Vossen
vd, 2005)
4.  Grol-4; Gpa2 Patates Nematot direnci (Paal vd, 2004)
5. CBP20 A.thaliana Kuraklik tolerans  (Papp vd, 2004)
6. CrylllA B.thurigensis Bocek direnci (Kamenova vd,
2008)
Cry I B.thurigensis Bocek direnci (Lee vd, 2004)
7. CrylB
8. Rpi-vntl.1 Patates Fungus direng (Foster vd,
2009; Pel vd,
2009)
9. Rpi-mcql Patates Fungus direng (Foster vd,
2009)
10. Cry1A B.thurigensis Bocek direnci (Hur vd, 2004)
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2.3. Transpozonlar

Transpozonlar, genom iginde yer degistirebilme 6zelligine sahip DNA dizileridir. Bu
DNA dizileri, transpozisyon vasitasiyla bir kromozomal bolgeden bir digerine hareket
ederler. Plasmodium cinsinin birkag tiirii hari¢, tiim Okaryotlarda ve neredeyse tiim
prokaryotlarda bulunan transpozonlar, 0karyotik genomlarin biiyiik ¢ogunlugunu
olustururlar (Bowen ve Jordan, 2002; Grzebelus, 2006; Huang vd, 2009; Jurka, 2008;
Okamoto ve Hirochika, 2001; Wicker vd, 2007). Transpozonlar, bitki genomlarinin
yaklagik % 50-90 (Ek 1), hayvan genomlarimin da % 3-45’ini olustururlar.
Prokaryotlarin ¢ogunda % 1-3 olarak bulunan transpozonlarin yiizde miktari, mayada
(Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen) % 3, memelilerde % 25-45,
insanlarda % 45 ve Graminaceae’de ve Liliaceae’de % 90-98’dir (Bowen ve Jordan,
2002; Lerat, 2010; Mansour, 2007; Roberts vd, 2008; Schulman ve Kalendar, 2005;
Wessler, 2006c¢; Wicker vd, 2007). Misir bitki hiicresinde kromozom kirilmalar1 ve
bunun genetik sonuclari ile ilgili yapilan ¢alismada, kontrol elementleri (controlling
elements) olarak adlandirilan transpozonlar kesfedilmistir. Boyanan Ornekleri
inceleyen McClintock (1953), iki element yoluyla mutasyon olustugunu bildirmistir.
Mutasyona neden olan bu ilk elementi “activator” (Ac), mutasyon aktivitesini kontrol
eden ikinci elementte “dissociator” (Ds) olarak tanimlanmistir (McClintock, 1953). Bu
iki elementin muisir bitki hiicresinin 9. kromozomu {iizerinde pozisyonlarini
degistirdigini fark etmis ve ¢alismanin sonunda Ac elementinin kendi hareketini
kontrol edebildigini bildirmistir. McClintock (1956), bu hareketi “transpozisyon”
olarak isimlendirmis ve ayrica misir bitkisinde “suppressor-mutator” sistemi olarak

isimlendirilen ikinci bir transpozisyon sistemini de bildirmistir.

Bu sistem, iki genli transpozabl elementlerin bir dizisini kapsamaktadir
(Cameron vd, 1979; Finnegan vd, 1978; McClintock, 1956). 1983 yilinda Nobel
odiiliine layik goriililen McClintock, genom organizasyonu ve genom stabilitesi ile
ilgili diisiincelerin degigmesini saglamistir. 1980’li yillarda Caenorhabditis elegans
ve insan’da (Paulson vd, 1987; Rosenzweig vd, 1983) 1990’11 yillarda ise hareketli
elementler tanimlamistir (Daboussi vd, 1991). Hareketli elementler bu zamana kadar
neredeyse tiim organizmalarda bulunmustur. Misir bitki genomunun % 75’ten fazlasi
(Baucom vd, 2009) ve insan genomunun da yaklasik % 45’1 (Lander vd, 2001) bu
hareketli elementlerden olugsmaktadir. Transpozonlar hareketlilikleri bakimindan aktif

transpozonlar ve inaktif transpozonlar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Hareketli olanlarin
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bliylik ¢ogunlugu, isimlerinin aksine inaktif transpozonlardan olusur. Tiirlerin
evriminin erken evrelerinde bu inaktif transpozonlar, transpozisyon yapmis ve
bugiinkii bulundugu kromozomal bdlgelere yerlesmislerdir. Bu yiizden inaktif
transpozonlar, molekiiler fosil olarak da adlandirilmaktadir. Ancak transpozonlarin
aktif veya inaktif olmasi tamamen kalici bir durum degildir. Cevresel kosullarin
degismesi bu elementleri aktif veya inaktif hale doniistiiren epigenetik olusumu
degistirebilmektedir (Wessler, 2006a). Cogu transpozonlar iki temel 6zellik tasirlar.
Birincisi, genom i¢inde bir yerden digerine hareket edebilme 6zelligi (transpozisyon),
ikincisi de genomdaki kopya sayilarini arttirabilme (replikasyon) o&zelligidir
(Bennetzen, 2000). Bazi dizilerin genomda ¢ok fazla miktarda bulunmasindan ve
konak genomlarindan daha hizli replike olduklarinin anlasilmasindan dolayi,
transpozonlarin kendi tiirlerinin devamliligindan bagka bir amaci olmayan elementler
oldugu varsayilmis ve transpozonlara bencil DNA ismi verilmistir (Okamoto ve
Hirochika, 2001) .

2.3.1. Transpozonlarin biyolojik 6nemleri ve fonksiyonlari

Teorik olarak, yer degistirebilme 6zelligine sahip elementler, gen kodlayan bir bolgeye
girebilir ve o geni inaktif hale getirebilir ya da genin g¢evresindeki bir bolgeye
yerleserek genin diizenini degistirebilirler. Bazen de gen dis1 bolgelere yerlesebilir ve
burada sayilarini arttirabilirler. Pratik olarak transpozonlar, bilim insanlari tarafindan
birgok amagla kullanilmaktadir. Bu epigenetik diizenlenmeyle transpozonlar,
embriyonik gelisim esnasinda doku degisiminden, ergin bireydeki ¢esitli dokularin
degisimlerinden korunmalarina kadar birgok olayda gorev yapmaktadir. Transopozabl
elementler, genomda ekzon bolgelerine yerleserek degisimlere neden olabilirler. Bu
sekilde meydana getirdikleri null mutasyonlar sonucunda 6zel fenotipik varyasyonlar
olusabilir. Drosophila’da hem P elementinin hem de copia elementinin ekzon dizileri
arasina girmesi; kodlama yapan dizileri ve kirmizi goz pigmetinin {iiretimini
degistirmistir. Sonugta, pigment eksikligi olan beyaz g6z olusmustur. Pigment
olusumundaki bu degisiklik ile canlilar, laboratuvar sartlarinda hayatlarini devam
ettirirken dogal ortamlara uyum saglamama ihtimali vardir (Rubin vd, 1982).
Transpozabl elementler, genlerin diizenleyici bolgelerindeki dizileri degistirebilir.
Drosophila’da yellow geninin 5’ upstream bdlgesine gypsy elementinin eklenmesi
sonucunda 6zel dokularda yellow geninde anlatim kaybr izlenmistir (Corces ve Geyer,
1991). Misir bitkisinde ise, Adhl geninin TATA kutusuna Mu (Mutator) elementinin
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eklenmesi sonucu dokuya 06zgli RNA anlattiminin farkhilagtigt gozlemlenmistir
(Kloeckener-Gruissem vd, 1992). intronlarin igine giren transpozabl elementlerin
bircogu mRNA’nin islenmesi siirecinde ayrildiklar i¢in gen iirlinlerinde bir farkliliga
neden olmazlar. Transpozonlar, kromozom yapisi i¢in ayrica ¢ok 6nemli baska
Ozelliklere de sahiptirler. Kromozom yapisinin olusumu sirasinda bir¢ok transpozon,
sentromer ve telomer bolgelerine yerlesmis ve yerlestikten sonra inaktif olmuslardir.
Okaryotlarda kromozomlarin heterokromatin bélgeleri gogunlukla bu molekiiler
fosillerden olugsmaktadir. Bundan bagka transpozonlar, aktif olarak kromatin yapisinin
olusumunda, sentromer fonksiyonunda ve sinaptonemal komplekslerin bir araya
gelmesinde, dolayisiyla hiicre boliinmesinde ¢ok 6nemli rol oynar (Biemont, 2009;
Thornburg vd, 2006). Ayn1 zamanda, genomlarin evrimine de biiyiik katki sagladig
distiniilmektedir (Jurka, 2008; Lippman vd, 2004; Venner vd, 2009; Wessler, 2006a).
Gilintimiizde molekiiler fosil olarakta adlandirilan inaktif elementler, dogal secilimde
basarili olabilen ve genoma zarar vermeyen elementlerdir. Ciink{i mutasyona sebep
olan transpozonlarin, konak genomlarma zarar vermeleri durumunda organizma
yagsayamayacak, boylece de yeni genler dollere aktarilamayacaktir. Meydana gelen
mutasyonlar, gen ve genom diizeyinde meydana getirdikleri yapisal ve islevsel
degisiklikler ile, gerektiginde yeni alleller olusturarak ¢esitlilik ve fenotipik esneklik
saglarlar. Arastirmacilar tiirlerin evrimsel geg¢misinde tek bir genin replikatif
transpozisyon yoluyla gen ailelerini olusturdugunu ve bu sayede tiirlerin farkl
gelisimsel ortamlara uyum saglayabildigini diisiinmektedir (Bergman ve Quesneville,
2007; Wessler, 2006b; Wicker vd, 2007).

2.3.2. Transpozonlarin simflandirilmasi, hareket mekanizmalar: ve yapilar:

Biitiin transpozabl elementler, genomda bir bolgeden diger bolgeye hareket etme
yetenegine sahiptir. Hareketli elementlerin bir¢ogu transpozisyon yoluyla genomda
kopya sayilarii arttirabilir (Le Rouzic vd, 2007). 1989 yilinda Finnegan, araci
molekiile gore ilk transpozabl element siniflandirma sistemini 6nermistir. Bu sistemde,
hareketli elementler transpozisyon mekanizmasina gore iki sinifa ayrilmistir: RNA
(Sinif I veya retrotranspozonlar) ya da DNA (Smuf II veya DNA transpozonlari). Sinif
I retrotranspozonlariin transpozisyon mekanizmasi kopyala ve yapistir (copy and
paste), Sinif II’nin ise kes ve yapistir (cut and paste) olarak isimlendirilir (Finnegan,
1989). Retrotranspozonlar (Ek 2), LTR (Long Terminal Repeat - Uzun Ug Tekrarlar)

dizileri ile sinirlandirilirken; DNA transpozonlarinin u¢ kisimlarinda TIR (Terminal
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Inverted Repeat) dizileri bulunur (Sekil 2.5). LTR ve TIR dizileri transpozisyonda

Retrotransposon -—}
5D

Transposon ‘—}
5D

Sekil 2.5. LTR ve TIR dizileri. LTR dizileri, TIR dizilerinden daha biiyiiktiir. Her iki

dizide siyah oklar ile Hedef Bolge Duplikasyonlar1 (Target Site Duplications - TSD)

gosterilmistir. TSD, integrasyon mekanizmasindan kaynaklanan ¢ogaltilmis genomik
dizidir (http://gydb.org/index.php/LTRs).

onemli gorevlere sahiptirler.

LTR

_}
TS

—¥

TS

LTR dizileri, genellikle 5°-TG...CA-3’ ters tekrarlar ile baslayip biten (Sekil
2.6), hareketli genetik elementlerin i¢ bolgelerini sinirlandiran ve kodlama yapmayan

DNA dizileridir (Voytas ve Boeke, 2002).

T CA
(s Retrotransposon

Sekil 2.6. LTR dizilerinin yapisi (http://gydb.org/index.php/LTRs).

LTR dizileri; U3, R ve U5 olmak iizere ti¢ bolgeye ayrilir. U3 bolgesi, 200-1.200
niikleotit uzunlugunda ve promotorlerin oldugu yerdir. R bolgesi, tekrarlardan olusur.
US bolgesi, 75-250 niikleotit uzunlugunda ve transkripsiyonu yapilmis genomun ilk
boliimiinii olusturur. PBS olarak adlandirilan 18 niikleotitlik bolge, genellikle 5’
LTR’nin ucunda bulunur. PBS, hiicresel tRNA’nin ucunu tamamlayicidir ve 5’
LTR’nin R-U5 bolgesine tamamlayict olan DNA ipliginin sentezlenmesi igin ters
transkriptaz (reverse transcriptase - rt) tarafindan primer olarak kullanilir. PPT ise 3’
LTR ucunda goriiliir ve konak hiicre genomuna birlesmis viral DNA formu olan
proviral DNA ipliginin sentezlenmesinde goérevlidir. Baz1 durumlarda LTR’ler aras1
rekombinasyon, LTR dizilerinin tek kalmasina sebep olmaktadir. Genomda tek basina
kalan LTR dizilerine solo-LTR denir (Shirasu vd, 2000), ve arpanin Rar 1
bolgesindeki dizilerde retrotranspozon varligimi arastirmis ve 18 kb’lik araliklarla
toplanan 66 kb’lik alanlarda iiclii genler bulmustur. Baz1 organizmalarda solo-LTR

kopyalari, genomda bulunan her elemente ait kopyalarin sayisindan bile ¢oktur (Gu
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vd, 2004; Kalendar vd, 2000; Marco ve Marin, 2005; Shirasu vd, 2000). TIR dizileri,
transpozaz tarafindan taninan DNA baglanma bdlgeleri igerir ve bdylece transpozon
genomik DNA’dan kolayca ayrilarak hareket eder (Craig, 2002). TIR dizileri,
transpozon aileleri arasinda farkli sayida ve uzunlukta olmasina ragmen genellikle iKi
islevsel domene ayrilir; ilk domen, iki ya da ii¢ baz ¢iftlik u¢ tekrarlar ihtiva edip
hareket mekanizmasinda gorev alirken; ikinci domen transpozona 6zgii tanima ve
baglanma i¢in gereklidir (Craig, 2002; Szabd vd, 2010). Otonom olmayan (hareket
etmek ic¢in gerekli enzimleri kodlamayan) transpozabl elementler, MITEs (Miniature
Inverted-Repeat Transposable Elements - Minyatiir Evrik Tekrarli Transpozabl
Elementler) olarak adlandirilir. MITE dizilerinin kesfi iki sinifli sistemin degismesini
saglamistir. Cok kiiciik olmalarimin (100-500 bg) disinda Siif II (DNA)
transpozonlarina benzerler ve transpozisyonlari i¢in gerekli olan genleri
bulundurmazlar. Genomda bulunan baska transpozonlarin transpozazlari1 vasitasiyla
hareket ettikleri diistiniilmektedir. Bugiin kullanilan hiyerarsik siniflandirma, Thomas
Wicker tarafindan 2007 yilinda 6nerilmistir (Wicker vd, 2007). Bu siniflandirma, bir
yandan Finnegan’in ikili sistemini baz alirken, bir yandan da mekanik ve enzimatik
kriterler kullanmaktadir. Hiyerarsik bir siniflandirma oldugundan; sinif, altsinif,
takim, Ustaile, aile ve alt aile terimleri kullanilir (Sekil 2.7). En iist takson olan sinif]
ikili simniflandirmadaki gibi RNA transpozonlart ve DNA transpozonlar igerir.
Retrotranspozon olarak adlandirilan, sinif I transpozonlari, transpozisyon aract olarak
RNA’y1 kullanan RNA transpozonlaridir. Bir RNA polimeraz enzimi vasitast ile
transpozonun mRNAya transkripsiyonu yapilir ve ardindan ters transkriptaz vasitasi
ile bu mRNA, cDNA’ya doniistiiriiliir. Sentezlenen cDNA genomdaki hedef bolgeye
yerleserek yeni konumunu alir. Kopyala ve yapistir olarak adlandirilan bu
transpozisyon ¢esidinde kopya sayis1 artar ve sonugta genom biiyiikliigii artmis olur
(Huang vd, 2009; Marco ve Marin, 2005; Wicker vd, 2007). Retrotranspozonlar,
transpozisyon mekanizmalarina, organizasyonlarina ve ters transkriptaz filogenisine
gore bes alt sinifa ayrilabilir: DIRS benzeri elementler, Penelope benzeri elementler
(PLEs), LINE ile SINE dizileri ve LTR retrotranspozonlari. DIRS benzeri elementler,
LTR retrotranspozonlarindan farkli bir¢ok 6zellige sahiptir. DIRS benzeri elementler,
tirozin rekombinaz (tyrosine recombinase - YR) kodlar ama bir aspartik proteaz (ap)
kodlamaz (Poulter ve Goodwin, 2005). Penelope benzeri elementler (PLES),
Drosophila virilis’ten izole edilmistir. Tek bir ORF kodlayan PLE, rt ve endoniikleaz

(en) olmak iizere iki temel domene sahiptir ve boylece Okaryotik retroelementler
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arasinda farkli bir siif olusturur (Evgen’ev ve Arkhipova, 2005). LINE dizileri
yaygin olarak bulunan ve LTR dizileri igermeyen, otonom elementlerdir.
Transpozisyon i¢in gerekli proteinleri kodlayan ORF, bir poly (A) dizisi ve polimereaz
IT promotorii ile 6.000 b¢ uzunluga kadar ¢ikabilen ve genomda 500.000 kopya kadar
bulunan retrotranspozon kékenli dizilerdir. Insan genomunun yaklasik % 20’si LINE
dizilerinden olusur. SINE’ler ise otonom olmayan retrotranspozonlardir. SINE dizileri,
bir i¢ promotére ve genellikle poly (A) uca sahip kisa elementlerdir. Kodlama
yapmamalar1 nedeni ile hareketleri igin diger genlere ihtiya¢ duyarlar. LINE’ler kendi
hareketlerini yiiriitiirler. Ek olarak, SINE’lerin genom igine girisleri i¢in gerekli
proteinleri de saglarlar. LTR'li retrotranspozonlar, LTR dizilerinde promotorleri ve
retrotranspozisyon i¢in gerekli olan en az iki enzimin genlerini tasir. Hem yap1 hem de
transpozisyon mekanizmasi agisindan retroviriislere cok benzerler. Tek farklari, viriis
olarak paketlenmelerini saglayan env “envelope” genine sahip olmamalaridir. Viriis
benzeri retrotranspozonlar, paketlenemedikleri i¢in bagka hiicrelere bulagsmazlar. Bu
elementler env genini edinmek veya kaybetmek yoluyla birbirlerine doniisebildikleri
icin, retroviriislerin evrim siirecinde Okaryotlardaki LTR’li retrotranspozonlardan
kokenlenmis olabilecegi sanilmaktadir (Feschotte vd, 2002; Marco ve Marin, 2005;
Wicker vd, 2007).
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Siniflandirma Yapr HED Kod Bulundugu

Takim Ust familya Sopmtzinie

Sinif | (Retrotranspozonlar)

IR Copia a5 RLC PMEO
Gypsy [ GAG__ AP WTRH_INT ) a-4 RLG EMFO
Bel-fop a4 RLB M
Retrowirus 44 RLR M
ERV 4-h RLE M

DIRS DIRS o RYD EM.EO
Ngaro 0 RYN M. F
VIPER (i RYV 0

PLE Perelope Degigkon  RPP RMFO

LINE RZ Degisken  RIR M
RTE Defigken  RIT M
Jockey Degigken RI| M
L1 Degisken  RIL PMEC
| Degigken  RII RM.F

SINE tRNA —_— Dejiskan  RST PM.F
5L ——————— Dadigken RSL PWM.F
58 —— Dedigken RS MO

Sinif 1l (DNA transpozonian) - Altsinif 1

TR Te1-Marlter P TN TA DT EM.EO
AT T 5 DTA PM.F.O
Mutator P Tt 9-11 DM BEM.FEC
Merdin R TS §-9 DIE M.O
Transil | R T " DR M. F
P TR — 8 DTP PM
PiggyBac Pl T e TTAA D18 M.O
PiF- Hatbinger e TR e OE] pe— 1 DTH RM EO
CACTA Pttt i e G et -3 pIc B, F

Crypton  Crypton —{ T — 0 DYC F

Sanif I (ONA transpozonlan) - Altsiif 2

Helltron Helizron B T s B 0 DHH BM.F

Maverick  Maverick >—{ IR A~ AP PO 6 DMM  M.EO

Semboller

=) Long Terminal Repeats »=—— =——< Terminal Inverted Repeats - - Kodlanan Bolge

e Kodlanmayan bélgelerde diagnostik sekil ey e Birden fazla ORF iceren bélge

Kodlanmayan boélge

Protrein kodlayan domainler
AP, Aspartik proteinaz APE, Apirinik endonlkleaz ~ ATP, ATPaz paketleme C-INT, C-integraz CYP, Sistein proteaz
EN, Endontikleaz

ENV, Envelope protein GAG, Kapsid proteini HEL, Helikaz INT, integraz  ORF, Fonksiyonu bilinmeyen agik okuma
bolgeleri

(Kihf proteini) RH, RNaz H RPA, Replikasyon proteini A RT, Revers transkriptaz
POL B, DNA polimeraz B (Sadece bitkilerde bulunur)

YR, Tirozin rekombinaz Y2, YY motifli YR Tase, DDE motifli transpozaz

Bulundugu organizmalar
P, Plants (Bitkiler) M, Metazoans (Metazoalar) F, Fungi (Mantarlar) 0, Others (Diger organizmalar)

Sekil 2.7. Transpozonlarin siniflandirilmast (Wicker ve dig., 2007)
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LTR’li retrotranspozonlar, gag ve pol adl1 iki gen igerirler (Sekil 2.8). Gag geni,
kilif yapisinda bir proteini, pol geni ise ¢ok fonksiyonlu bir polipeptidi kodlar. Bu
polipeptid, aspartik proteinaz (ap), ters transkriptaz (rt), RNaz H (rh) ve integraz (int)
aktivitelerine sahiptir. LTR’li retrotranspozonlar bitki genomlarinin biiyiik
cogunlugunu kapsar. Bir¢ok bitkide, genomun % 40-70'ini LTR’li retrotranspozonlar
olusturmaktadir (Pearce vd, 1996; SanMiguel vd, 1996; Shirasu vd, 2000). A. thaliana
genomunun % 15 kadar1, arpa (Hordeum vulgare L.) ve bugday (Triticum sp.) gibi
baz1 tiirlerin genomlarmin da %70-80 kadar1 bu dizilerden olusmustur.
Retrotranspozonlar genom boyunca bulunmalarina ragmen tahillarda siklikla biri
digerinin icinde olacak sekilde yerlesmislerdir. Retrotranspozon denizleri
“retrotransposon seas” olarak isimlendirilen bu bolgeler, gen adalarini cevreler (Bernet
ve Asins, 2003; Gu vd, 2004; Ramakrishna vd, 2002; SanMiguel vd, 1996). LTR’li
retrotranspozonlar evrim siirecinde genom boyutlarinin hizli bir sekilde artmasini
saglamistir; buna karsin ¢ok kiiciik bir kismi aktiftir. Sinif II transpozonlar ise,
transpozisyon aract olarak RNA’y1 kullanmayan DNA transpozonlaridir. DNA
transpozonlari iki farkl tipte hareket ederler: kendilerini bulunduklar1 lokustan kesip
cikararak (konservatif) veya kendilerini replike ederek (replikatif) genomun baska bir
bolgesine yerlesirler (Wicker vd, 2007). Sinif 11 elementler iki alt sinifa ayrilir: Alt
smif [; TIR ve Crypton (tyrosine recombinase) dizilerini igerirken alt sinif 11, Helitron
ve Maverick gruplarindan olusur (Sekil 2.6). Helitron, okaryotlarda bulunan bir
transpozondur ve yuvarlanma (rolling-circle) mekanizmasi ile ¢ogalir. Maverick, uzun
terminal evrik tekrarlar (Long Terminal Inverted Repeats) seklinde bulunur; fakat
diger ORF dizilerini igermez. DNA transpozonlarmin hepsi kes-yapistir
mekanizmasini kullanarak hareket etmez. Alt siif I ve alt siif II transpozonlar,
kendilerini yeni bir hedef bolgeye kopyalarlar. Replikatif transpozisyonda, transpozabl
element reaksiyon boyunca eslesir ve bu sadece retrotranspozonlar i¢in degil, ayni
zamanda Smif II transpozonlar i¢in de belli bir 6zelliktir (Duval-Valentin vd, 2004).
DNA transpozonlari, genellikle otonom elementler olup basit bir yapiya sahiptirler.
Cogunun govde kisminda transpozaz enzimini kodlayan tek bir gen ve bu genin iki
ucunda transpozaz enziminin rekombinasyon islemi icin gerekli ters g¢evrilmis
tekrarlar olan TIR dizileri yer almaktadir. Bu kisa tekrarlar genellikle 10-40 bg
uzunlugunda olmakla beraber, 200 b¢ uzunlugunda da olabilirler. Otonom olmayan
elementler transpozaz kodlayan geni icermezler; ancak icerdikleri TIR dizileri ve

otonom bir transpozonun iiretmis oldugu transpozaz sayesinde genomda hareket
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edebilirler. DNA transpozonlarinin transpozisyonu sirasinda gerekli bagka bir enzim
de rezolvazdir. Rezolvaz transpozonun baglanmasini saglar (Feschotte vd, 2002; Smit
ve Riggs, 1996; Wessler, 2006a). Bir DNA pargasi transpozaz enzimini sifrelemese
dahi yardimci bir transpozonun transpozaz enzimi aracilifiyla genomda hareket
etmeye devam edebilir. Transpozaz, transpozonun iki ucundaki DNA'y1 ve hedef
noktasindaki DNA'y1 yapiskan wuglar olusturacak sekilde keserek genomdan
transpozonu ¢ikarir ve yeni konumuyla biitiinlestirir. Rezolvaz enzimi biitiinlestirme
asamasinda tek zincirli kesikler olusturarak, transpozon DNA'sinin onu ¢evreleyen
DNA ile biitiinlesmesini saglar. Konak hiicreye ait olan DNA polimeraz ag¢ik kalmis
tek zincirli yerleri doldurur, DNA ligaz da seker-fosfat zincirini kapayinca
transpozisyon tamamlanmis olur. Bazi transpozazlar DNA molekiiliiniin herhangi bir
yerine baglanirken, bazilar1 da kendine 6zgili dizilere baglanir. Transpozazlar
transkripsiyonel baskilayicilar da olabilir; bu transpozazlarin kendi promotorleri vardir
ve metilasyon vasitasiyla baglanmalarini etkiler. Boylece otoregiilasyon saglanmig

olur.

2.3.3. Otonom ve otonom olmayan transpozable elementler

MITE gibi dizilerin kesfinden sonra, transpozonlar transpozisyon aracina gore degil,
tamamen enzimolojik olarak simiflandirilmistir. Kullanilan 6l¢iitlerden  biri,
transpozonun kendi transpozisyonu igin gerekli olan enzimleri iiretip tiretmemesidir.
Buna gore, otonom elementler kendi transpozisyonlar igin gerekli enzimleri, 6zellikle
transpozazi kodlayabilen transpozonlardir. Otonom olmayan transpozabl elementler,
otonom olan elementlerde bulunan ve kodlanan dizilerden bazilarini igerebilir ya da
higbirini icermezler (Tanskanen vd, 2007). Transpozabl elementlerin her iki sinifi, ters
transkriptaz ya da transpozaz enzimlerini kodlayan dizileri mutasyon sonucu
kaybederse, hareket yeteneklerini kaybedebilirler ve bu durumda bile diger elementler
gerekli enzimleri iiretmeye devam ettigi i¢in transpozonlar genom i¢inde hareketlerini
siirdiirebilirler. Bir transpozonun otonom olarak adlandirilabilmesi i¢in onun
transpozisyon i¢in gerekli tiim domenleri iiretebilmesi gerekmektedir. Bazi
transpozonlar, genlerden bir kismin1 kodlayamazken diger genleri kodlamaya devam
edebilirler. CACTA siiperailesi bu ¢esit transpozonlara 6rnek verilebilir. Bu aile,

transpozaz genini kodlayamaz ama ikinci ORF dizisini (Wicker vd, 2003) igerir.
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2.3.3.1. Otonom LTR retroelementleri

LTR dizileri kisa ve ters tekrarlardan olusur. Herhangi bir protein kodlamamalarina
ragmen elementin transkripsiyonu ile ilgili promotérleri ve 6zellikleri igerirler (Kumar
ve Bennetzen, 1999). LTR retroelementleri, 5° LTR kisminda primer baglanma bolgesi
(Primer Binding Site — PBS) ve 3’ LTR kisminda polipiirin sistemi (Polypurine Tract
— PPT) dizileri igerir. i¢ bolgelerde, LTR retroelementlerinin transpozisyonlar: ve
cogalma evreleri i¢in gerekli triinleri kodlayan gag ve pol (bazi durumlarda env)
domenleri (Eickbush ve Jamburuthugoda, 2008) bulunur. Otonom LTR
retroclementleri ise dizi benzerligi ve diger Ozellikler yoniinden, Tyl/Copia,

Ty3/Gypsy, Bel/Pao ve Retroviridae aileleri olmak iizere dérde ayrilirlar (Sekil 2.8).

PES PPY

[mﬂ— gag — Pol(PRNT-RT-RH) —f 1R ] Ty1/Copia ailesi
PBS PP - . o

[m{l—§ gag — Pol (PR-RT-RH-INT) —[LTR] Ty3/Copia ailesi

PPT

PBS
rl.‘l’_R]—\ gag Pol = env-like —g LTR Env benzeri ORF
bolgesine sahip

retrotranspozonlar

Sekil 2.8. LTR retrotranspozonlari (http://gydb.org/index.php/LTR_retroelements)

Tyl/Copia retroelementleri Okaryotlarda bulunan en o6nemli LTR
retroelementler olarak disiinilmektedir (Eickbush ve Malik, 2002). Tyl/Copia LTR
elementlerinin, tek hiicreli alglerden bitki ve hayvanlara kadar yaygin olarak
bulunmasi, evrimsel siiregte Ty3/Gypsy LTR retroelementleri ile ortak atadan geldigini
diisindirmektedir (Llorens vd, 2009). Tyl/Copia i¢ bolgesi, diger LTR
transpozonlarinda oldugu gibi benzer domenler kodlamasina ragmen bunlarin siralari
farklidir. Bitkilerde tanimlanan bazi Tyl/Copia LTR retroelementleri bu domenlere
ilave olarak env dizisini de kodlar (Havecker vd, 2005). Tyl/Copia LTR
retroelementleri, diger LTR retroelementleri ile genom organizasyonu bakimindan
benzerlik gosterirler. Bu benzerlikler; 100-1300 niikleotid dizisi igeren 5’ LTR ve 3’
LTR bolgeleri, tRNA’nin 3’ ucuna tamamlayici ve retrotranskripsiyonu baslatici bolge
olan 18 niikleotid dizisi igeren PBS, i¢ domenlerin gag, pol, ve retroviriislerde oldugu
gibi env bolgeleri icermesi olarak sayilabilir. Ty3/Gypsy LTR retroelementleri ise,
LTR retrotranspozonlar1 ile retrovirtslerin olusturdugu bir ailedir (Sekil 2.9).

Ty3/Gypsy LTR retroelementlerinin diger LTR retroelementlerle olan genom yapilari
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ve benzerlikleri, evrimsel siiregte LTR retroelement sisteminin anlasilmasinda rol

oynamistir (Llorens vd, 2009).

—/\

of
gag g env
s il

Sekil 2.9. Ty3/Gypsy LTR retroelement yapist
(http://gydb.org/index.php/Ty3/Gypsy)

Ty3/Gypsy LTR retroelementinin yapist omurgali endojen retroviriislerine (Alfa
Retroviriis, Beta Retrovirlis ve Delta Retroviriis gibi) benzemektedir. 5° LTR
dizilerinin 3’ wucunda PBS bolgesi bulunur. Bu bolge, Tyl/Copia LTR
retroelementlerinde oldugu gibi tRNA’nin 3’ ucuna tamamlayicidir ve
retrotranskripsiyonu baglatic1 18 niikleotitlik dizi igerir. PBS bdlgesinden sonra gag,

pol ve retroviriislerde env domenleri bulunur (Sekil 2.5).

2.3.3.2. Otonom olmayan LTR retroelementler

LTR retroelementleri, otonom elementlerde oldugu gibi LTR, PBS ve PPT dizilerini
tasirlar; fakat kodlama yapmazlar. Otonom olmayan iki simif LTR retrotranspozonu;
LARD (Large Retrotransposons Derivatives - Biiyiik Retrotranspozon Tiirevleri) ve
TRIM (Terminal Repeat Retrotransposon in Miniature - Ug¢ Tekrarli Retrotranspozon
Minyatiirleri)’dir. Bu elementler hareketlerini diger otonom olan elementlerin
yardimiyla saglar. Otonom olmayan LTR retroelementleri sadece bitkilerde
tanimlanmistir. LARD dizileri, 5.5-8.5 kb uzunlugunda ve kodlama yapmayan
bolgesini sinirlandiran 3.5 kb biiyiikliigiindeki LTR dizilerinden olusmaktadir (Sekil
2.9). Cogalma ve integrasyon asamalarinda Ty3/Gypsy LTR retroelementlerinin
kodladigr  proteinleri  kullandiklar1 i¢in bu elementlerden evrimlestikleri
diistiniilmektedir (Kalendar vd, 2004) . TRIM elementleri, 540 b¢’den daha kisadir
(Sekil 2.6). Bu diziler, 100-250 b¢ uzunlugundaki kiigtiik LTR dizileri ile sinirlandirilan
100-300 bg’lik PBS ve PPT dizilerini iceren kodlama yapmayan bir i¢ bolgeye sahiptir.
Monokotiledon ve dikotiledon bitki tirlerinde tanimlanan bu elementler, bitki

genomunu etkiler (Witte vd, 2001). LARD dizileri, tamamen Triticale genomlarinda,
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ozellikle arpa ile iligkili bitkilerde Sukkula benzeri elementler olarak bulunmasina

ragmen, Triticale ve ¢eltik disinda da tanimlanmislardir (Jiang vd, 2002).

PBS PPT
[ LTR :. [ LTR ] LArge Retrotransposons Derivatives (LARDs)

PBS PPT
Terminal-repeat Retrotransposons In Miniature {TR/Ms)

D Long Terminal Repeat (LTR) D Coding region

No coding ragion

Sekil 2.10. Otonom olmayan Ty3/Gypsy LTR retroelement yapisi
(http://gydb.org/index.php/Ty3/Gypsy).

2.3.4. LTR retrotranspozonlarinin yapisi ve yasam dongiisii

LTR retrotranspozonlarmin hepsi, genellikle 5’- TG...CA-3’ dizisini iceren kisa
tekrarlar ile smirlandirilmistir. Otonom elementlerde, 5° LTR promotor islevini, 3’
LTR ise terminator (sonlandirici) ve poliadenilasyon aktivitelerini saglar (Casacuberta
ve Santiago, 2003). LTR dizisi, birkag yiiz baz ¢ifti (misir: Bsl ve geltik: Tos17)
uzunlugunda olabilecegi gibi, binlerce baz ¢ifti de (RIRE3 gibi) igerebilir (Kumar ve
Bennetzen, 1999; Witte vd, 2001). LTR dizileri arasinda i¢ kodlama bolgesi yer alir.
Otonom elementlerin bu bdlgesinde, retrotranspozonun paketlenmesi i¢in gerekli olan
gag proteini ile proteaz (pr), rt, rh ve int dizilerini i¢eren pol geni bulunmaktadir.
Proteaz enzimi POL poliproteinini degrede eder. Rt ve rh, ¢ogalan RNA’nin genoma
girmesini, int ise retrotranspozonun yeni cDNA kopyasinin, genomda yeni bir yere

girmesini saglar (Havecker vd, 2004).

2.4. IRAP ‘Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism’

Retrotranspozonlarin integrasyonlari genomik DNA ve korunmus uglar1 arasinda yeni
ek yerleri olusturdugundan, markir olarak kullanilabilmektedir. Polimorfizmleri
retrotranspozon insersiyonu ile belirlemekte kullanilan markir sistemleri; genelde bu
uclar arasindaki ve bitisik DNA bdlgelerinin bazi bilesenlerinin polimeraz zincir
reaksiyonu yoluyla ¢ogaltilmasina dayanir (Sekil 2.11). Kalendar ve Schulman (2006)
(bu amagla ; REMAP ve IRAP olmak iizere iki yontem gelistirmislerdir.
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IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism)
¢= RETROTRANSPOZON guy o= RETROTRANSPOZON __
= LTR ] L TR ) {LTR ] LR —
PCR Uriini - e—
[, ——
R 1

Sekil 2.11. IRAP markir ¢alisma prensibi

IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism), retrotranspozonlar
arasindaki polimorfik bolgelerin ¢ogaltilmasi temeline dayanir. Bu yontem, markir
bantlar1 olusturmak i¢in restriksiyon enzim sindirimine veya ligasyona ihtiyag
duymamaktadir. IRAP markirlar1 disar1 bakan primerler kullanilarak iki ardisik
retrotranspozondan elde edilir. PCR’da kullanilan primerler, retrotranspozonun LTR
dizilerinin u¢ kisimlarina gore tasarlanir; ileri primerler retrotranspozonun 3’ LTR
dizisine gore, geri primerler ise 5 LTR dizisine gore tasarlanir. Retrotranspozonlarin
LTR dizileri cogu zaman % 90-95 oraninda benzerlik gosterdikleri i¢cin PCR’da tek bir

primer, hem ileri hem de geri olarak kullanilabilir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Orneklerin Eldesi

Tez calismamiz i¢in 19 adet tescilli patates c¢esidinin 15’1 Nigde Patates

Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii’nden tedarik edilmistir. Geri kalan 4 tanesi ise tescilli

cesit olarak firmalardan temin edilmistir. Kullanilan patates cesitleri ve ilgili

ozellikleri Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’ de listelenmistir.

Cizelge 3.1. Patates gesitleri (TTSMM, 2018)

Sira Cesitler Tescil Yili
No
1 El Mundo 2017
2 Arizona 2018
3 Agria 1992
4 Alegria 2011
5 Desiree 1975
6 Burren 2011
7 Rivira 2015
8 Sylvana 2014
9 Agata 1996
10 Nahita 2016
11 Lady Olympia 2005
12 Laura 2016
13 Lady Claire 2006
14 Murat bey 2017
15 Cagli 2017
16 Melody 2010
17 Fatih 2015
18 Nam 2016
19 Merebil 1997
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Cizelge 3.2. 19 Patates ¢esitlerinin 6zellikleri

CesitAdr _1°ian P1XP2 Ozellik Ve IEall(E
yontemi bolgeler
El Melezleme HE 95-0251 x Orta Erkenci, ¢esitli Ege, Akdeniz,

Mundo Valor nematod hastaliklarina  Karadeniz,

direncli Dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Arizona  Melezleme UK 150-19D22 x  Oldukga duyarlt Ege, Akdeniz,
MASCOTTE yaprak mantarina Karadeniz,

hassas, az derecede Dogu

yumru mantarina Anadolu, ¢

hassas, A ve Yn Anadolu

viriisline iyi

direngli,viriis X'e

bagisik, altin

nematodunun A

etmenine direngli.

Agria Melezleme QOuartsX Semja Orta erkenci, orta Ege, Akdeniz,
derecede yaprak Karadeniz,
mantarina hassas, az Dogu
derecede yumru Anadolu, I¢
mantarina hassas, A ve Anadolu
Yn viriisiine iyi
direngli,viriis X'e
bagisik, altin
nematodunun A
etmenine direngli.

Alegria Melezleme 'Divina’ x '3.169 Orta erkenci, orta Ege, Akdeniz,

010-86' derecede yaprak Karadeniz,
mantarina hassas, az G.dogu
derecede yumru Anadolu, i¢
mantarina hassas, A ve  Anadolu
Yn viriisiine iyi
direngli,viriis X'e
bagisik, altin
nematodunun A
etmenine direngli.

Desiree Melezleme Urgenta x Depesche  Orta erkenci, yaprak Ege, Akdeniz,
mantarina orta Karadeniz,
direncli, Yn viriisine ~ G.dogu
cok dayanikli, sigile Anadolu, i¢
bagisikli, altin Anadolu
nematoduna hassas A
tipine dayanikli

Burren  Melezleme  Marfona x Spunta  Erkenci, yaprak Ege, Akdeniz,
mantarina orta, Yn Karadeniz,
viriisiine ¢ok Dogu
dayanikli, sigile Anadolu, i¢
bagisikli, altin Anadolu

nematoduna hassas A
tipine dayanikl
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Cizelge 3.2. (Devam)

Riviera

Sylvana

Agata

Nahita

Lady
Olympia

Laura

Lady
Claire

Minerva x
Alcmaria

Fabula x Xantia

Melezleme BMS52.72 x SIRCO

Marfona

Melezleme Agria x KW78-34-

470

Saskia x MPI 49

540 2

Agria x KW 78-

34-470

Cok Erkenci , Yaprak
mantarina hassas, Yn
viriisiine ¢ok dayanikli,
sigile bagisikl, altin
nematodunun hassas A
Tipine dayanikli

Erkenci , Yaprak
mantarina hassas, Yn
viriisiine ¢ok dayanikli,
sigile bagisikl, altin
nematodunun hassas A
Tipine dayanikli

Cok erkenci, Yaprak
mantarina hassas, Yn
viriisiine ¢ok dayanikli,
sigile bagisikl, altin
nematodunun A Tipine
dayanikl

Erkenci , Yaprak
mantarina hassas, Yn
viriisiine ¢ok dayanikli,
sigile bagisikl, altin
nematodunun hassas A
Tipine dayanikli

Cok geccei ,
mukavemet A Viriisii
Dayanikli Adi Uyuz
Yiiksek X Viriisi
Dayanikli Bruising
Yiiksek Y Viriisii
Dayanikli Bakteriyel
Halka Ciurtikligi
Yiiksek

Cok erkenci, Yaprak
mantarina dayanikli,
Yn viriisiine ¢gok
dayanikli, sigile
bagisikli, altin
nematodunun A Tipine
dayanikli

Orta erkenci ,
MUKAVEMET A
Viriisii Dayanikli Adi
Uyuz Yiiksek X Viriisii
Dayanikli Bruising
Yiksek Y Viriisi
Dayanikl1 Bakteriyel
Halka Ciiriikligii
Yiiksek

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege,Akdeniz,
Karadeniz,
Dogu Anadolu,
I¢c Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege,Akdeniz,
Karadeniz, dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege ,Akdeniz,
Karadeniz,.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu
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Cizelge 3.2. (Devam)

Murat Melezleme
bey
Cagh Melezleme
Melody  Melezleme
Fatih Melezleme
Nam Melezleme
Merebil  Melezleme

Panda x Anais

Granola x Huincul

VE7445 X
W72.22.496

MF-1 x TS-4

Provento x Anais

Nena x m75-364

Orta erkenci ,
MUKAVEMET A
Viriisti Dayanikli Adi
Uyuz Yiiksek X Viriisii
Dayanikli Bruising
Yiksek Y Virtiisii
Dayanikli Bakteriyel
Halka Ciirtikligii
Yiiksek

Erkenci , Yaprak
mantarina hassas, Yn
virtisline ¢ok dayanikli,
sigile bagisikli, altin
nematodunun hassas A
Tipine dayanikli

Orta gegci , Karabacak
ve Rhizoctonia'ya
dayaniklidir. A Viriisi
Dayanikli Adi Uyuz
Yiiksek X Viriisii
Dayanikli Bruising
Yiiksek Y Virdisii
Dayanikli Bakteriyel
Halka Ciirtikligi
Yiiksek

Orta erkenci, A
Viriisline Dayanikli, X
Viriisiine Dayanikls,
Cirtikliige Dayanikl1 Y
Viriisii Dayanikli
Bakteriyel Halka
Cirikligi Yiksek
Orta erkenci, A
Viriisiine Dayanikli, X
Viriisiine Dayanikli,
Cirtikliige Dayanikli, Y
Virlisline Dayanikl
Bakteriyel Halka
Cirikligi Yiksek
Erkenci , Karabacak ve
Rhizoctonia'ya
Dayaniklidir.Y,A Virus
Drenci

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
G.dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

Ege, ,Akdeniz,
Karadeniz,
Dogu
Anadolu, I¢
Anadolu

e (Cok Erkenci: 80 giinden once

e Erkenci: 81-90 giin

e Orta Erkenci: 91-110 giin

e Gegei: 111-120 giin

e Cok Geggi: 121 giinden fazla
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3.2. Deney Tasarim

Patates yumru ve yapraklarindan alinan Orneklerle 6 farkli retrotranspozon
polimorfizmi incelenmistir. Yumrularin topraga ekilmesiyle elde edilen bitkiler
iklimlendirme odasinda 10-15 giin bekletilmistir. Sonra seraya gotiiriilmiistiir. Serada
biiyiitiilen bitkilerin yaprak kisimlari alindiktan sonra bu yumru ve yapraklardan izole
edilen genomik DNA’nin kalip olarak kullanilmasi ile Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-
3, P-Tst-6 ve Copia like olmak iizere alt1 retrotranspozonun polimorfizmi IRAP-PCR
yapilarak belirlenmistir. Jaccard benzerlik katsayisi formiilii kullanilarak, farkli
dokulardan alinan oOrnekler arasindaki benzerlik orani hesaplanmistir.Sukkula ve
Nikita gibi retrotranspozonlar ilk dnce arpa bitkisinde bulunmugken P-Tst-1, P-Tst-3,
P-Tst-6 ve Copia like gibi diger retrotranspozonlar patateslerde bulunmustur. Bu
arastirmada transpozon ¢alismasi i¢in kullanilan Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-
Tst-6 ve Copia like retrotranspozon primerlerinin kullanimi patates bitkisi (Solanum
tuberosum L.) i¢in Tirkiye’de ilk defa yapilmistir. Deney tasarimi Sekil 3.1°de

verilmistir.
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Yumru Dokulari [> Yumrularin topraga ekilmesiyle elde
edilen bitkiciklerin biiyiime odasina
alinmasi

U

[ Bitkilerin seraya aktarilmasi

4

[ Seradaki bitkilerden yaprak alinmasi

~ {

[ DNA Ekstraksiyonu } [ DNA Ekstraksiyonu }

U

[ Bitki DNA’sinin agaroz jelde ve nanodropta kontrolii 1

| 4 B
\ - L ]

P
IRAP-PCR (Sukkula, Nikita , P-Tst-1, }

=

P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like)

5

[ Agaroz Jel Elektroforezi 1

.

[ . } »[ ..... }

[ Sonuglarin Degerlendirilmesi }

=

Sekil 3.1. Metotun anahatlarina dair sema
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3.3. DNA izolasyonu

Patates yumru ve yapraklari, toprak parcaciklarindan arindirmak igin tazyikli su ile
yikanmistir. Yumru, steril bigak kullanilarak iki pargaya ayrilmistir ve kabuklarindan
ayrilarak i¢ kisim elde edilmistir. I¢ kisim, kiigiik dilimler halinde kesilmeden dnce
yeniden tazyikli suda yikanmistir. Dilimler; daha ileri analizlerde degerlendirilmesi
amaciyla, -80 °C’de saklanacak homojen beyaz bir toz elde etmek igin, sivi azot

kullanilarak ogiitiilmiuistiir.

Genomik DNA, baz1 degisikliklerle birlikte (Wulff vd, 2002) tarafindan tarif
edildigi gibi CTAB yontemi ile izole edilmistir. Patates yumrularindan ve
yapraklarindan CTAB yontemi ile DNA izolasyonu; kalitatif PCR analizlerinde
kontrol  grubu olarak  gergeklestirilmistir.  Islemlerin  giivenirligini  ve
tekrarlanabilirligini kontrol amaciyla DNA izolasyonu her bir 6rnek i¢in iicer kez
tekrar edilmistir. Olas1 bir kontaminasyonu engellemek icin izolasyonda kullanilacak
malzemeler ve ¢ozeltiler (CTAB tamponu) 1.2 atm basingta, 121 °C’de, 15 dakika
bekletilerek otoklavlanmistir. Islem sirasinda ortamdan kaynaklanabilecek
kontaminasyon riskine karsi ornek yerine su kullanilarak da (izolasyon kontrolii)

Islem basamaklart uygulanmustir.
CTAB Ekstraksiyon Tamponu ve Igeriklerinin Hazirlanmasi

i. %2 (w/v) CTAB

ii. 1,42 M NaCl
iii.  9%0,2 (w/v) PVP 40
iv. 5 mM Askorbik Asit
v. 20 mM EDTA (pH: 8)
vi. 100 mM Tris-HCI

vii. % 0,02 2-merkaptoetanol
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CTAB Yontemiyle DNA Izolasyonu

1.

10.

11.
12.
13.

14.

15.
16.

DNA eldesi i¢in yumru ve yapraklar (200-250 mg) havanda siv1 azot ile iyice
ezilir.

2 mL tiip igerisine 0,5 mL’ye gelene kadar ezilmis 6rnek yerlestirilir. Sonra
tizerine 1 mL CTAB ¢ozeltisi eklenir.

Tiip, vortekslenerek karistirilir.

Tipiin iizerine 10 uL RNaz (10 mg/mL) ve 20 uL proteinaz K (20 mg/mL)
eklenir ve hafif¢e vortekslenir.

Tiip, 65 °C’de 1 saat su banyosunda bekletilir. 5 dakika araliklarla ters diiz
edilerek hafifce karigtirilir.

10.000 rpm devirde 10 dakika siireyle santrifiij uygulanir.

Stipernatant bagska bir tiipe aktarilir. (700-800 uL)

Uzerine esit hacimde kloroform ve 24:1 oraninda izoamil alkol eklenir.
Sonrasinda tiip, ters diiz edilerek hafif¢e karistirilir.

10.000 rpm devirde 10 dakika siireyle santrifiij uygulanir.

Santrifiijden c¢ikarilan tiipiin iist fazi1 yeni bir santrifiij tiipline aktarilir ve
lizerine esit hacimde izopropanol eklenir. Yeni tiip ters diiz edilerek hafifce
karistirilir. Sonra ornekler -20 °C’de bir gece bekletilir.

Ertesi giin 3000 rpm devirde 5 dakika santrifiij uygulanir.

Sonrasinda silipernatant atilir ve DNA dibe ¢oktiiriiliir.

DNA bulunan tiip 1 mL etanol ile yikanir. 3000 rpm devirde santrifii
uygulanir.

Etanoliin uzaklastirilmasi igin tiipler, etiiv igerisinde, 37 °C’de kurumaya
birakilir.

DNA, niikleaz icermeyen su igerisinde ¢ozdiirtiliir. (80-100 pL)

DNA varhiginin kontrolii icin izole edilmis DNA, % 1’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiiliir. Nanodrop spektrofotometresinin  (Thermo
Scientific NANO DROP 2000/2000c) absorbans okumalariyla saflik ve
yogunluk belirlenir. Izole edilen DNA sonraki ¢alismalar igin -20 °C’de

saklanir.
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3.4. DNA Analiz Yontemleri

izole edilen DNA’lar elektroforetik ve spektrofotometrik yontemler kullanilarak
analiz edilmistir.

3.4.1.Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen genomik DNA bantlarinin kalitatif analizi % 1°lik agaroz jel elektroforezi
ile gergeklestirilmistir. %1°lik agaroz jelin hazirlanmasinda 100 mL IX Tris-Asetat-
EDTA (TAE) tampon sistemi kullanilmistir. Agaroz (Sigma, A5073), % 1°lik jel igin
1g tartilmigtir. Stok 50X TAE tamponunun (Cizelge 3.3) sulandirilmasiyla hazirlanan,
100 mL IX TAE tamponu tartilan agarozla birlikte behere eklenmistir. Agaroz
tamamen ¢oziinene kadar mikrodalga firinda 2 dakika siire ile ¢6ziindiiriilmiistiir. Oda
sicakliginda yaklasik 60 °C’ye kadar sogutulan jele son konsantrasyonu 0.5 ng/ul
olacak sekilde 4 pl EtBr eklenip karistirllmigtir. Jel taragin yerlesmis oldugu yatay
elektroforez kasetine dokiilerek 30 dakika boyunca polimerize olmasi igin
bekletildilmistir. Katilasan agaroz jel, IX TAE tamponu iceren yatay elektroforez
tankinin igine yerlestirildirilmistir. 4 pl 6rnek, 1 pl yiikleme boyasi (5X DNA Loading
Dye BIO-37045, BIOLINE) ile karistirildiktan sonra taraklarla olusturulan
kuyucuklara DNA markir1 (katalog no yaz) ile birlikte yiiklenerek 80 V sabit
gerilimde, 60 dakika ylriitilmistiir. Yirlitme isleminden sonra DNA’lar UV

transilliminatdr ile goriintiilenmistir.

Cizelge 3.3. 50X TAE tamponunun igerigi

Adi Icerigi

50X TAE tamponu 242 g Tris baz1 (Bioshop, TRS001.1),
57,1 mL Glasiyalasetik asit (Sigma, A9967),

37,2 g Na;EDTA (pH 8.0)

3.4.2. Spektrofotometrik analiz

Orneklerden izole edilen genomik DNA’larin miktarinin hesaplanmasi ve safliklarmin
kontrol edilmesinde spektrofotometrik yontem (Nanodrop 2000C, Thermo)
kullanilmistir. DNA’larin miktar tayini, 260 nm dalga boyunda oGlgiilen absorbans
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degerlerine gore yapilmistir. Cift iplikli DNA molekiilii i¢in 1 optik densite (O.D.)
degeri 50 pg/ml’ye karsilik geldigi icin DNA’larin konsantrasyonu asagida verilen
formiile gore hesaplanmistir: DNA (pg/ml)= A260% sulandirma kat sayis1 x 50

Saflik kontrolii i¢in ise DNA’nin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki UV 1s181n1
sogurma degerlerinin orani (Az2e0/A2g0) kullaniimistir. Bu oran 1.8-2.0 deger araliginda
ise genomik DNA’nin saf oldugu kabul edilmistir (Sambrook vd, 1989).

3.5. IRAP- PCR Analizleri

Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6, Copia like retrotranspozon polimorfizmi,
IRAP-PCR yontemi kullanilarak analiz edimistir. Bu retrotranspozonlara ait diziler
NCBI veri tabaninda temin edilmis ve her biri i¢in LTR dizilerine uygun olarak IRAP

primerleri tasarlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. IRAP-PCR ¢alismasinda kullanilan primer dizileri.

Primer ad1 Primer dizileri Tm°C
Sukkula 5’GGA ACG TCG GCA TCG GGC TG 3’ 62
Nikita 5’ACC CCT CTA GGC GAC ATCC 3’ 61.0
P-Tst-1 5’ATG ACT AAA TCT GCC TAC TCATTC AACA 3’ 60.7
P-Tst-3 5’ACT AAA AAT CTGCCT ACT CAT TCA ACACTC 3’ 62.7
P-Tst-6 5’ACT AAA TCT GCCTACTCATTC AACACT C 3’ 62.2
Copia like F 5> GGGCTTGGTTCGAAAGGTTT 3’ 57.3
Copialike R 5 TCTGAGGCAAGACGTTCCTT 3’ 57.3

e (Sukkula, Nikita , P-Tst-1 , P-Tst-3 , P-Tst-6 , Copia like (Sentomer® DNA
Teknolojileri) retrotranspozonlari i¢in IRAP-PCR reaksiyonu kurulmustur. PCR
bilesenleri ve kosullar1 Cizelge 3.13-3.14 - 3.15-3.16 - 3.17 - 3.18’te verilmistir.

3.5.1. Sukkula retrotranspozonu icin IRAP-PCR analizi

Patates genomunda Sukkula retrotranspozonlarinin varliginin ve hareketlerinin

incelenmesi amaciyla toplam 19 patatesten elde edilen genomik DNA 6rnekleri IRAP-
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PCR yoOntemiyle analiz edilmistir. 200 uL PCR tiipiinde karistirilan IRAP-PCR
bilesenleri Cizelge 3.5’de, IRAP-PCR kosullar1 ise Cizelge 3.6’da verilmistir. IRAP
PCR iiriinleri, 3.4.1°deki gibi hazirlanan %1 ’lik agaroz jel kullanilarak 80 V gerilimde

60 dakikalik siirede gerceklestirilen elektroforez sisteminde goriintiilenmistir.

Cizelge 3.5. IRAP-PCR bilesenleri

PCR Bileseni Miktar (pl)
PCR master mix Bio Mix™ RED 125

Primer Sentomer® DNA Teknolojileri 2

DNA 4

Niikleaz Igermeyen Su 6.5

Toplam 25

Cizelge 3.6. IRAP-PCR kosullar1

Basamak Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
Baslar‘l.glg: 94 3 1
Denatuirasyonu
Denattirasyon 94 20"
B S *

aglanma 30" B

34

Uzama 7 o
Son Uzama 7 7 -

* Sukkula icin 58 °C, Nikita igin 52 °C, P-Tst-1 icin 40 °C, P-Tst-3 icin 46 °C, P-Tst-
6 i¢in 48 °C, Copia like i¢in 40 °C

3.5.2. Nikita retrotranspozonunun IRAP-PCR analizi

Patates genomunda Nikita retrotranspozonlarinin varligmin ve hareketlerinin
incelenmesi amaciyla toplam 19 patatesten elde edilen genomik DNA 6rnekleri IRAP-
PCR yontemiyle analiz edildi. 200 pL PCR tiipiinde karistirilan IRAP-PCR bilesenleri
Cizelge 3.5’de, IRAP-PCR kosullar1 ise Cizelge 3.6’da verilmistir. IRAP-PCR
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tirtinleri, 3.4.1°deki gibi hazirlanan %1°lik agaroz jel kullanilarak 80 V gerilimde 60

dakikalik siirede gerceklestirilen elektroforez sisteminde goriintiilenmistir.

3.5.3. P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 retrotranspozonlarinin IRAP-PCR analizi

Patates genomunda NCBI veritabanindan alinan P-Tst-1, P-Tst-3 ve P-Tst-6
retrotranspozonlariin varliginin ve hareketlerinin incelenmesi amaciyla toplam 19
patatesten elde edilen genomik DNA ornekleri IRAP-PCR ydntemiyle analiz edildi.
200 uL PCR tiiptinde karistirtlan IRAP-PCR bilesenleri Cizelge 3.5’de, IRAP-PCR
kosullari ise Cizelge 3.6’da verilmistir. IRAP-PCR firtinleri, 3.4.1°deki gibi hazirlanan
%1’lik agaroz jel kullanilarak 80 V gerilimde 60 dakikalik siirede gergeklestirilen

elektroforez sisteminde goriintiilenmistir.

3.5.4. Copia like retrotranspozonunun IRAP-PCR analizi

Patates genomunda NCBI veritabanina Primer3 Output programiyla yiiklenen
X52387.1 erisim numarasina sahip Copia retrotranspozonlarinin varliginin ve
hareketlerinin incelenmesi amaciyla toplam 19 patatesten elde edilen genomik DNA
ornekleri IRAP PCR yo6ntemiyle analiz edildi. 200 pL PCR tiipiinde karigtirilan IRAP-
PCR bilesenleri Cizelge 3.5’de, IRAP-PCR kosullar1 ise Cizelge 3.6’da verilmistir.
IRAP-PCR fiiriinleri, 3.4.1°deki gibi hazirlanan %1°lik agaroz jel kullanilarak 80 V
gerilimde 60 dakikalik siirede gerceklestirilen elektroforez — sisteminde

goriintiilenmistir.
3.5.5. Polimorfizmin hesaplanmasi

IRAP-PCR sonucuna gore drnekler arasindaki polimorfizmi hesaplamak i¢in Jaccard
Benzerlik Katsayist kullanilmistir. Bu amagla jelde belirgin olarak goriilen
monomorfik ve polimorfik bantlar sayilmistir. Elde edilen sonuglara Jaccard Benzerlik
Katsayis1 formiili uygulanarak Ornekler arasindaki % benzerlik oranlar

hesaplanmistir (Jaccard, 1908).

J (Jaccard Benzerlik Katsayisi) = MAB/MB + MA + MAB

MB: A bireyinde olmayan, B bireyinde var olan niteliklerin (bant) sayisi.
MA: A bireyinde var olan, B bireyinde olmayan niteliklerin sayisi.

MAB: Hem A hem de B bireyinde var olan niteliklerin sayisi.
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4. BULGULAR

4.1. DNA izolasyonu

Tez calismamizda; DNA izolasyonu, 19 patates ¢esidinin yumru ve yapraklarindan
alinan 6rnekler tizerinde CTAB yonteminin kullanilmasiyla yapilmistir. Yumrulardan
izole edilen genomik DNA’larin %1°’lik agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1’de verilmistir.
Elde edilen DNA miktar1 ve saflifi Epoch marka spektrofotometrede (Nano Drop
2000C) olgiilmiis ve PCR reaksiyonu icin 20 ng/ul olacak sekilde seyreltilmistir
(Cizelge 4.1). Elde edilen jel goriintiisii ve spektrofotometrik 6l¢iim sonuglarina gore

genomik DNA izolasyonunun her gesit i¢in basarili bir sekilde yapildigr goriilmiistiir.

M LM An Agr Aleg v > £a Nabh  LaO Lau LaC Muobey Ca Mel Fat  Nam  Mer

Sekil 4.1. 19 Patates Cesidindeki gDNA Izolasyon Sonuglar
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Cizelge 4.1. 19 Patates yumrularindan DNA izolasyon sonuglar1 (NanoDrop2000C).

Yaprak Yumru
ORNEK Adt: Millj(’}lﬁRI DN‘;Gggl;gIGI ORNEK Adt: MIIID(’}IQRI DNE“GE;“Z%IGI
(ng/u) (260/280) (ng/p) (260/280)

EL Mundo 146,7 1,80 El Mundo 1315 1,85
Arizona 122,5 1,70 Arizona 1439 1,80
Agria 77,6 1,71 Agria 145,0 1,90
Alegria 110,5 1,70 Alegria 2194 1,80
Desiree 96,9 1,64 Desiree 176,6 1,97
Burren 82,1 1,70 Burren 511,5 2,01
Rivira 139,8 1,80 Rivira 157,4 1,81
Sylvana 102,7 1,73 Sylvana 268,2 1,88
Agata 1000,3 1,98 Agata 926,2 1,97
Nahita 896,8 1,82 Nahita 918,8 1,82
Lady 856,8 1,89 Lady 820,5 1,88
Olympia Olympia

Laura 39,1 1,81 Laura 145,6 1,80
Lady Claire ~ 2281,4 1,95 Lady Claire ~ 2104,2 1,95
Murat bey 1382,8 1,94 Murat bey 1469,4 1,94
Caglt 714,0 2,18 Cagl 872,9 1,90
Melody 376,4 1,90 Melody 1644,9 2,01
Fatih 1072,7 1,92 Fatih 1026,5 1,92
Nam 1038,5 2,08 Nam 798,3 1,96
Merebil 1565,3 2,00 Merebil 1862,5 1,96
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4.2. IRAP-PCR Analizi Sonug¢lari

4.2.1. Sukkula IRAP-PCR sonuglari

Yaprak o6rneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde Sukkula transpozonu i¢in gesitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-20 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
6 bant siras1 (200-1000 bg) igerisinde 4-5 tane olacak sekilde tespit edilmistir (Sekil
4.2, Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Yumru 6rneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde
Sukkula transpozonu igin ¢esitler arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-20 araliginda

ve polimorfik bant sayis1 ise toplam 5 bant sirasi (200-1000 bg) igerisinde 4-5 tane

olacak sekilde tespit edilmistir (Sekil 4.2, Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

~~~~~~——~

5 e S

Sekil 4.2. Yaprak orneklerinde Sukkula IRAP-PCR sonucu
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Sekil 4.3. Yumru 6rneklerinde Sukkula IRAP-PCR sonucu
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Cizelge 4.2. Sukkula retrotranspozonu bant sayilari

Yaprak Yumru

Cesit  No  Pozitif Negatif Pozitif Negatif
ELM 1 5 1 4 1
Ari 2 5 1 4 1
Agr 3 5 1 4 1
Aleg 4 5 1 4 1
De 5 5 1 4 1
Bur 6 5 1 4 1
Riv 7 5 1 4 1
syl 8 5 1 4 1
Aga 9 5 1 5 0
Nah 10 4 2 4 1
La.O 11 5 1 4 1
Lau 12 4 2 4 1
La.C 13 5 1 4 1
Mubey 14 5 1 5 0
Ca 15 4 2 4 1
Mel 16 4 2 4 1
Fat 17 5 1 4 1
Nam 18 5 1 4 1
Mer 19 5 1 4 1
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Cizelge 4.3. Yaprak 6rneklerinde Sukkula retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey

Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

0 -

0 0 -

0 0 0 -

0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 -

20 20 20 20 20 20 20 20 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 -

20 20 20 20 20 20 20 20 20 0 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 20 0 -

20 20 20 20 20 20 20 20 20 0 20 0 20 20 -

20 20 20 20 20 20 20 20 20 0 20 0 20 20 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 20 0 0 20 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 20 0 0 20 20 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 20 0 0 20 20 0 0 -




4%

Cizelge 4.4. Yumru 6rneklerinde Sukkula retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey
Ca
Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah LaO Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

0 L

0 0 -

0 0 0 -

0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 0 -

0 0 0 0 0 0 0 -

20 20 20 20 20 20 20 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 -

20 20 20 20 20 20 20 20 0 20 20 20 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 20 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 0 0 -

0 0 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 0 0 0 -




4.2.2. Nikita IRAP-PCR sonugclari

Yaprak orneklerinden elde edilen PCR fiiriinlerinde Nikita transpozonu igin gesitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-92 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
12 bant siras1 (200-2500 bg) igerisinde 1-12 tane olacak sekilde tespit edilmistir.
Yumru 6rneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde Nikita transpozonu i¢in gesitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-64 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
15 bant sirast (200-2500 bg) icerisinde 6-13 tane olacak sekilde tespit edilmistir (Sekil
4.5, Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7).

M ELM An Agr Al e Bur Ry 2 A LaO Lav LaC Mubey Ca Mol Fat Nam Mer

L R e —

200

Sekil 4.4. Yaprak orneklerinde Nikita IRAP-PCR sonucu

M ELM Ari Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah LaO Law La.C Mubey Ca Mel Fat Nam Mer

1500h¢

1000b¢

b
400he¢

200b¢

Sekil 4.5. Yumru 6rneklerinde Nikita IRAP-PCR sonucu
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Cizelge 4.5. Nikita retrotranspozonu bant sayilari

Cesit Yaprak Yumru
No pozitif negatif pozitif negatif
ELM 1 12 0 11 4
Ari 2 7 5 8 7
Agr 3 7 5 11 4
Aleg 4 10 2 13 2
De 5 9 3 7 8
Bur 6 8 4 12 3
Riv 7 8 4 12 3
Syl 8 10 2 10 5
Aga 9 8 4 8 7
Nah 10 1 11 7 8
La.O 11 9 3 9 6
Lau 12 7 5 8 7
La.C 13 7 5 10 5
Mubey 14 9 3 10 5
Ca 15 6 6 10 5
Mel 16 7 5 7 8
Fat 17 6 6 6 9
Nam 18 7 5 10 5
Mer 19 6 6 8 7
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Cizelge 4.6. Yaprak o6rneklerinde Nikita retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey

Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

42 -

42 0 -

17 30 30 -

25 22 22 10 -

33 13 13 20 11 -

33 13 13 20 11 0 -

17 30 30 0 10 20 20 -

33 13 13 20 11 0 0 20 -

92 86 86 90 89 88 88 90 88 -

25 22 22 10 0 11 11 10 11 89 -

42 0 0 30 22 13 13 30 13 86 22 -

42 0 0 30 22 13 13 30 13 86 22 0 -

25 22 22 10 0 11 11 10 11 89 0 22 22 -

50 14 14 40 33 25 25 40 25 83 33 14 14 33 -

42 0 0 30 22 13 13 30 13 86 22 0 0 22 14 -

50 14 14 40 33 25 25 40 25 83 33 14 14 33 0 14 -

42 0 0 30 22 13 13 30 13 86 22 0 0 22 14 0 14 -

50 14 14 40 33 25 25 40 25 83 33 14 14 33 0 14 0 14 -




1%

Cizelge 4.7. Yumru 6rneklerinde Nikita retrotranspozonu polimorfizm oranlart

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey

Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

28 -

0 28 -

16 39 16 -

&7 13 37 46 -

9 33 9 8 42 -

9 33 9 8 33 0 -

9 20 9 23 30 17 17 -

28 0 28 39 0 33 33 20 -

37 0 37 39 0 42 42 30 0 -

18 11 18 31 22 25 25 10 11 22 -

28 0 28 39 13 33 33 20 0 13 11 -

9 20 9 23 30 17 17 0 20 30 10 20 -

9 20 9 23 30 17 17 0 20 30 10 20 0 -

9 20 9 23 30 17 17 0 20 30 10 20 0 0 -

37 0 37 46 0 42 42 30 0 0 22 0 30 30 30 -

46 25 46 54 14 50 50 40 25 14 34 25 40 40 40 14 -

9 20 9 23 30 17 17 0 20 30 10 20 0 0 0 30 40 -

28 0 28 39 13 33 33 20 0 13 11 0 20 20 20 13 25 20 -




4.2.3. P-Tst -1 IRAP-PCR sonuclari

Yaprak orneklerinden elde edilen PCR f{iriinlerinde P-Tst-1 transpozonu i¢in ¢esitler
arasindaki polimorfizm oranlart % 0-100 araliginda ve polimorfik bant sayis1 ise
toplam 10 bant siras1 (400-2500 bg) igerisinde 0-10 tane olacak sekilde tespit
edilmistir. Yumru 6rneklerinden elde edilen PCR {iriinlerinde PTst-1 transpozonu i¢in
cesitler arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-63 araliginda ve polimorfik bant sayisi
ise toplam 9 bant siras1 (400-2500 bg) igerisinde 3-8 tane olacak sekilde tespit
edilmistir(Sekil 4.8, Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10).

M FILLM  Ar e I « o iy y Ags  Nah Lo Lan  Lat Mubey Ca Mel Fal Nam Mer
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Sekil 4.6. Yaprak orneklerinde P-Tst-1 IRAP-PCR sonucu

M ELM A Agr Aleg De Bur Riv Syl Agn Nabh LaO Lasn LaC Mubey Ca Mel Fut Nam  Mer

-
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200bg

Sekil 4.7. Yumru 6rneklerinde P-Tst-1 IRAP-PCR sonucu

47



Cizelge 4.8. P-Tst-1 retrotranspozonu bant sayilari

Cesit _\_(aprak _ Yumru
No pozitif negatif pozitif negatif
ELM 1 9 1 7 2
Ari 2 8 2 7 2
Agr 3 4 6 7 2
Aleg 4 10 0 8 1
De 5 8 2 4 5
Bur 6 5 5 8 1
Riv 7 6 4 3 6
Syl 8 8 2 8 1
Aga 9 8 2 6 3
Nah 10 0 10 6 3
La.O 11 6 4 8 1
Lau 12 9 1 3 6
La. C 13 5 5 7 2
Mubey 14 8 2 4 3
Ca 15 7 3 8 1
Mel 16 6 4 6 3
Fat 17 5 5 7 2
Nam 18 d 3 5 4
Mer 19 5 5 3 6
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Cizelge 4.9. Yaprak orneklerinde P-Tst -1 retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey
Ca
Mel
Fat
Nam
Mer

ELM Ari Agr Aleg De Bur Riv. Syl Aga Nah LaO Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
11 -

56 50 -

10 20 60 -

11 0 50 20 -

46 38 20 50 38 -

33 25 33 40 25 17 -

11 0 50 20 0 38 25 -

11 0 50 20 0 38 25 0 -

100 100 100 100 100 100 100 100 100 -

33 25 33 40 25 17 0 25 25 100 -

0 11 56 10 11 46 33 11 11 100 33 -

46 38 20 50 38 0 17 38 38 100 17 46 -

11 0 50 20 0 38 25 0 0 100 25 11 38 -

22 13 43 30 13 29 14 13 13 100 14 22 29 13 -

33 25 33 40 25 17 0 25 25 100 0 33 17 25 14 -

46 38 20 50 38 0 17 38 38 100 17 46 0 38 29 17 -

22 13 43 30 13 29 14 13 13 100 14 22 29 13 0 14 29 -

46 38 20 50 38 0 17 38 38 100 17 46 0 38 29 17 0 29 -




05

Cizelge 4.10. Yumru 6rneklerinde P-Tst -1 retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey
Ca
Mel
Fat
Nam
Mer

ELM Ari Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah LaO Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
0 -

0 0 -

13 13 13 -

43 43 43 50 -

13 13 13 0 50 -

53 53 53 63 25 63 -

13 13 13 0 50 0 63 -

14 14 14 25 33 25 50 25 -

14 14 14 25 33 25 50 25 0 -

13 13 13 0 50 0 63 0 25 25 -

57 57 57 63 25 63 0 63 50 50 63 -

0 0 0 13 43 13 57 13 14 14 13 57 -

43 43 43 50 0 50 25 50 33 33 50 25 43 -

13 13 13 0 50 0 63 0 25 25 0 63 13 50 -

14 14 14 25 33 25 50 25 0 0 25 50 14 33 25 -

0 0 0 13 43 13 57 13 14 14 13 57 0 43 13 14 -

29 29 29 38 20 38 40 38 17 17 38 40 29 20 38 17 29 -

57 57 57 63 25 63 0 63 50 50 63 0 57 25 63 50 57 40 -




4.2.4. P-Tst-3 IRAP-PCR sonuclari

Yaprak orneklerinden elde edilen PCR f{iriinlerinde P-Tst-3 transpozonu i¢in ¢esitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-83 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
9 bant siras1 (400-2500 bg) igerisinde 0-6 tane olacak sekilde tespit edilmistir. Yumru
orneklerinden elde edilen PCR {iriinlerinde PTst-3 transpozonu i¢in ¢esitler arasindaki
polimorfizm oranlart % 0-57 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam 10 bant
strast (400-2500 bg) icerisinde 3-7 tane olacak sekilde tespit edilmistir(Sekil 4.11,
Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13).

M ELM An Agr  Aleg De Bur Riv Syl Agn Nah LaO Law LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
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Sekil 4.8. Yaprak orneklerinde P-Tst-3 IRAP-PCR sonucu

M ELM An Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah LaO Law LaCMubey Ca Mel Fat Nam Mer

Sekil 4.9. Yumru orneklerinde P-Tst-3 IRAP-PCR sonucu
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Cizelge 4.11. P-Tst-3 retrotranspozonu bant sayilari

Cesit Yaprak Yumru
No pozitif negatif pozitif negatif
ELM 1 6 3 3 7
Ari 2 6 3 7 3
Agr 3 5 4 6 4
Aleg 4 5 4 7 3
De 5 4 5 4 6
Bur 6 3 6 3 7
Riv 7 6 3 5 5
Syl 8 5 4 6 4
Aga 9 4 5 4 6
Nah 10 1 8 3 7
La. O 11 3 6 6 4
Lau 12 3 6 4 6
La.C 13 3 6 6 4
Mubey 14 5 4 4 6
Ca 15 4 5 6 4
Mel 16 4 5 % 3
Fat 17 3 6 7 3
Nam 18 3 6 3 7
Mer 19 3 6 3 7
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Cizelge 4.12. Yaprak 6rneklerinde P-Tst-3 retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey
Ca
Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau La.C Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

0 L

17 17 -

17 17 0 -

33 33 20 20 -

50 50 40 40 25 -

0 0 17 17 33 50 -

17 17 0 0 20 40 17 -

33 33 20 20 0 25 33 20 -

83 83 80 80 75 67 83 80 75 -

50 50 40 40 25 0 50 40 25 67 -

50 50 40 40 25 0 50 40 25 67 0 -

50 50 40 40 25 0 50 40 25 67 0 0 -

17 17 0 0 20 40 17 0 20 80 40 40 40 -

33 33 20 20 0 25 33 20 0 75 25 25 25 20 -

33 33 20 20 0 25 33 20 0 75 25 25 25 20 0 -

50 50 40 40 25 0 50 40 25 67 0 0 0 40 25 25 -

50 50 40 40 25 0 50 40 25 67 0 0 0 40 25 25 0 -

50 50 40 40 25 0 50 40 25 67 0 0 0 40 25 25 0 0 -
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Cizelge 4.13. Yumru 6rneklerinde P-Tst-3 retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey

Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau La.C Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

531/ -

50 14 -

57 0 14 -

25 43 33 43 -

0 57 50 57 25 -

40 29 17 29 20 40 -

50 14 0 14 33 50 17 -

25 43 33 43 0 25 20 33 -

0 57 50 57 25 0 40 50 25 -

50 14 0 14 33 50 17 0 33 50 -

25 43 33 43 0 25 20 33 0 25 33 -

50 14 0 14 33 50 17 0 33 50 0 33 -

25 43 33 43 0 25 20 33 0 25 33 0 33 -

50 14 0 14 33 50 17 0 33 50 0 33 0 33 -

57 0 14 0 43 57 29 14 43 57 14 43 14 43 14 -

57 0 14 0 43 57 29 14 43 57 14 43 14 43 14 0 -

0 57 50 57 25 0 40 50 25 0 50 25 50 25 50 57 57 -

0 57 50 57 25 0 40 50 25 0 50 25 50 25 50 57 57 0 -




4.2.5. P-Tst-6 IRAP-PCR sonuclari

Yaprak orneklerinden elde edilen PCR f{iriinlerinde P-Tst-6 transpozonu i¢in ¢esitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-60 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
5 bant siras1 (600-2000 bg) igerisinde 0-5 tane olacak sekilde tespit edilmistir. Yumru
orneklerinden elde edilen PCR {iriinlerinde PTst-6 transpozonu i¢in ¢esitler arasindaki
polimorfizm oranlar1 % 0-40 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam 6 bant
strast (200-1000 bg) icerisinde 3-5 tane olacak sekilde tespit edilmistir(Sekil 4.14,
Cizelge 4.15 ve Cizelge 4.16).

M ELM Ar Agr Aleg De  Bar Riv Syl Apa Nabh  LaO Lam LaC Muobey Ca Mel Fat Nam  Mer

1 500he

1001bg

SiHIb

HHIb

200b

Sekil 4.10. Yaprak orneklerinde P-Tst-6 IRAP-PCR sonucu

M ELM Ari Agr Aleg De Bar Riv Syl Agas Nah LaO Leu LaC Mubey Ca  Mel Fat Nam Mer

Sekil 4.11. Yumru 6rneklerinde P-Tst-6 IRAP-PCR sonucu
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Cizelge 4.14. P-Tst-6 retrotranspozonu bant sayilari

st Yaprak Yumru
No pozitif negatif pozitif negatif
ELM 1 3 2 3 3
Ari 2 4 1 5 1
Agr 3 2 3 4 2
Aleg 4 4 1 5 1
De 5 4 1 4 2
Bur 6 4 1 3 3
Riv 7 4 1 5 1
Syl 8 3 2 4 2
Aga 9 4 1 4 2
Nah 10 0 5 3 3
La.O 11 4 1 4 2
Lau 12 3 2 3 3
La.C 13 3 2 4 2
Mubey 14 5 0 5 1
Ca 15 4 1 5 1
Mel 16 2 3 5 1
Fat 17 2 3 3 3
Nam 18 3 2 3 3
Mer 19 3 2 3 3
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Cizelge 4.15. Yaprak orneklerinde P-Tst-6 retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Avri
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey

Mel
Fat
Nam
Mer

ELM Ari Agr Aleg De Bur Riv. Syl Aga Nah LaO Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
25 -

33 50 -

25 0 50 -

25 0 50 0 -

25 0 50 0 0 -

25 0 50 0 0 0 -

0 25 33 25 25 25 25 -

25 0 50 0 0 0 0 25 -

100 100 100 100 100 100 100 100 100 -

25 0 50 0 0 0 0 25 0 100 -

0 25 33 25 25 25 25 0 25 100 25 -

33 50 33 50 50 50 50 33 50 100 50 33 -

40 20 60 20 20 20 20 40 20 100 20 40 40 -

25 0 50 0 0 0 0 25 0 100 0 25 25 20 -

0 25 33 25 25 25 25 0 25 100 25 0 0 60 50 -

33 50 0 50 50 50 50 33 50 100 50 33 33 60 50 0 -

0 25 33 25 25 25 25 0 25 100 25 0 0 40 25 33 33 -

0 25 33 25 25 25 25 0 25 100 25 0 0 40 25 33 33 0 -
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Cizelge 4.16. Yumru o6rneklerinde P-Tst-6 retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey
Ca
Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

40 -

25 20 -

40 0 20 -

25 20 0 20 -

0 40 25 40 25 -

40 0 20 0 20 40 -

25 20 0 20 0 25 20 -

25 20 0 20 0 25 20 0 -

0 40 25 40 25 0 40 25 25 -

25 20 0 20 0 25 20 0 0 25 -

0 40 25 40 25 0 40 25 25 0 25 -

25 20 0 20 0 25 20 0 0 25 0 25 -

40 0 20 0 20 40 0 20 20 40 20 40 20 -

40 0 20 0 20 40 0 20 20 40 20 40 20 0 -

40 0 20 0 20 40 0 20 20 40 20 40 20 0 0 -

0 40 25 40 25 0 40 25 25 0 25 0 25 40 40 40 -

0 40 25 40 25 0 40 25 25 0 25 0 25 40 40 40 0 -

0 40 25 40 25 0 40 25 25 0 25 0 25 40 40 40 0 0 -




4.2.6.Copia like IRAP-PCR sonuglari

Yaprak orneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde Copia like transpozonu igin gesitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-88 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
7 bant siras1 (200-1000 bg) igerisinde 1-7 tane olacak sekilde tespit edilmistir. Yumru
orneklerinden elde edilen PCR fiiriinlerinde Copia like transpozonu igin gesitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 % 0-20 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise toplam
5 bant siras1 (200-1000 bg) igerisinde 4-5 tane olacak sekilde tespit edilmistir(Sekil
4.17, Cizelge 4.18 ve Cizelge 4.19).

M ELM An Agr Aleg  De  Bur Riv. Syl Aga Nah LaO Lan LaC Mubey Ca Mcl  Fat Nam  Mer

Sekil 4.12. Yaprak orneklerinde Copia like IRAP-PCR sonucu

N e W B v R Y R R R D R — . —

Sekil 4.13. Yumru 6rneklerinde Copia like IRAP-PCR sonucu
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Cizelge 4.17. Copia like retrotranspozonu bant sayilari

st Yaprak Yumru
No pozitif negatif pozitif negatif
ELM 1 5 2 4 1
Ari 2 7 0 5 0
Agr 3 6 1 5 0
Aleg 4 5 2 5 0
De 5 6 1 4 1
Bur 6 5 2 5 0
Riv 7 5 2 5 0
Syl 8 6 1 5 0
Aga 9 5 2 5 0
Nah 10 1 6 4 1
La.O 11 5 2 5 0
Lau 12 5 2 4 1
La.C 13 6 1 4 1
Mubey 14 6 1 4 1
Ca 15 5 2 5 0
Mel 16 5 2 5 0
Fat 17 5 2 5 0
Nam 18 7 0 4 1
Mer 19 7 0 4 1
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Cizelge 4.18. Yaprak orneklerinde Copia like retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg
De
Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey
Ca
Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari  Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau La.C Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
29 -

17 15 -

0 29 17 -

17 15 0 17 -

0 29 17 0 17 -

0 29 17 0 17 0 -

17 15 0 17 0 17 17 -

0 29 17 0 17 0 0 17 -

80 86 83 80 83 80 80 83 80 -

0 29 17 0 17 0 0 17 0 80 -

0 29 17 0 17 0 0 17 0 80 0 -

17 15 0 17 0 17 17 0 17 83 17 17 -

17 15 0 17 0 17 17 0 17 83 17 17 0 -

0 29 29 0 29 0 0 29 0 80 0 0 29 29 -

0 29 29 0 29 0 0 29 0 80 0 0 29 29 0 -

0 29 29 0 29 0 0 29 0 80 0 0 29 29 0 0 -

29 0 15 29 15 29 29 15 29 86 29 29 15 15 29 29 29 -

29 0 15 29 15 29 29 15 29 86 29 29 15 15 29 29 29 0 -
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Cizelge 4.19. Yumru 6rneklerinde Copia like retrotranspozonu polimorfizm oranlari

EL.M
Ari
Agr
Aleg

Bur
Riv
Syl
Aga
Nah
La.O
Lau
La.C
Mubey

Mel
Fat
Nam
Mer

EL. Ari Agr Aleg De Bur Riv Syl Aga Nah La.O Lau LaC Mubey Ca Mel Fat Nam Mer
M

20 -

20 0 -

20 0 0 -

0 20 20 20 -

20 0 0 0 20 -

20 0 0 0 20 0 -

20 0 0 0 20 0 0 -

20 0 0 0 20 0 0 0 -

0 20 20 20 0 20 20 20 20 -

20 0 0 0 20 0 0 0 0 20 -

0 20 20 20 0 20 20 20 20 0 20 -

0 20 20 20 0 20 20 20 20 0 20 0 -

0 20 20 20 0 20 20 20 20 0 20 0 0 -

20 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 20 20 20 -

20 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 20 20 20 0 -

20 0 0 0 20 0 0 0 0 20 0 20 20 20 0 0 -

0 20 20 20 0 20 20 20 20 0 20 0 0 0 20 20 20 -

0 20 20 20 0 20 20 20 20 0 20 0 0 0 20 20 20 0 -




5. TARTISMA VE SONUC

Bitki genomunda bulunan transpozon dizileri, gen anlatimlarinda ve genom
evrimlerinde 6nemli olmasina ragmen c¢alismalar hala baglangic seviyesindedir.
Yapilan bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye’ de yaygin olarak iiretilen ve/veya tiiketilen 19
patates ¢esidinde transpozon hareketleri, birbirleri arasindaki farklar ve her bir gesitte
yumru ve yaprak arasinda transpozon hareketlerinin arastirilmasi hedeflenmistir.
Biitiin 6rnekler transpozon (Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like)
hareketleri acisindan karsilastirilarak genetik varyasyonlarin nedenleri arastirilmistir.
19 patates gesidinin, yumru ve yaprak genomik DNA-‘lar1 kullanilarak IRAP-PCR

yapilmis ve ¢esitler arasinda ki genetik varyasyonlar arastirilmistir.

Tez calismamizda yaprak oOrneklerinden elde edilen PCR iiriinlerinde
Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like transpozonlari igin gesitler
arasindaki polimorfizm oranlar1 sirasiyla % 0-20, % 0-92, % 0-100, % 0-83, % 0-60
ve % 0-88 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise Sukkula transpozonunda toplam 6
bant siras1 (200-1000 bg) igerisinde 4-5 tane, Nikita transpozonunda toplam 12 bant
strast (200-2500 bg) igerisinde 1-12 tane, P-Tst-1 toplam 10 bant sirast (400-2500 bg)
igerisinde 0-10 tane, P-Tst-3 transpozununda toplam 9 bant siras1 (400-2500 bg)
icerisinde 0-6 tane, P-Tst-6 transpozonunda toplam 5 bant sirast (600-2000 bg)
igerisinde 0-5 tane ve Copia like transpozonunda toplam 7 bant siras1  (200-1000 bg)
igcerisinde 1-7 tane olacak sekilde tespit edilmistir. Yumru orneklerinden elde edilen
PCR irtinlerinde Sukkula, Nikita, P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like
transpozonlari i¢in ¢esitler arasindaki polimorfizm oranlar sirasiyla % 0-20, % 0-64,
% 0-63, % 0-57, % 0-40 ve % 0-20 araliginda ve polimorfik bant sayisi ise Sukkula
transpozonunda toplam 5 bant sirasi (200-1000 bg) igerisinde 4-5 tane, Nikita
transpozonunda toplam 15 bant siras1 (200-2500 bg) icerisinde 6-13 tane, P-Tst-1
transpozonunda toplam 9 bant siras1 (400-2500 bg) icerisinde 3-8 tane, P-Tst-3
transpozonunda toplam 10 bant siras1 (400-2500 bg) icerisinde 3-7 tane, P-Tst-6
transpozonunda toplam 6 bant siras1 (200-1000 bg) igerisinde 3-5 tane ve Copia like
transpozonunda toplam 5 bant siras1 (200-1000 bg) igerisinde 4-5 tane olacak sekilde
tespit edilmistir. En yiiksek polimorfizm orami yapraktan alinan ornekte P-Tst-1

transpozununda (% 0-100) goriiliirken, en diisiik polimorfizm oranmi yapraktan ve
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yumrudan alinan 6rneklerde Sukkula transpozonunda (% 0-20) ve yumrudan alinan
ornekte Copia like transpozununda (% 0-20) goriilmistiir. En yiiksek polimorfik banda
sahip ¢esit Nikita transpozonunda 13 bant goriilen Alegria ¢esidi olurken, en diisiik
polimorfik banda sahip ¢esit P-Tst-1, P-Tst-3 ve P-Tst-6 transpozonlarinda bant

goriilmeyen Nahide ¢esidi olmustur.

(Demirel vd, 2018) 18 farkl patates genotipinde 45 farkli inter-PBS transposon
markdru kullanarak patates bitkisinde molekiiler markor olarak basari ile kullanmastir.
IRAP-PCR teknigi ise daha kolay uygulanabilir bir metot olup hizli sonug alinabilir
olmasi tercih edilme sebeplerindedir. Bunun yani sira retrotranspozonlarindan
kaynaklanan polimorfizmlerin belirlenmesinde siklikla tercih edilen modern
yontemlerdendir (Haji, 2019; Yilmaz, 2013). Yapilan patates bitkisinde
uygulanabilirligi bu c¢alisma ile ortaya ¢ikmistir.

Nikita ve Sukkula transpozonlari, ilk defa arpa bitkisinde tanmlanmistir. Bu
transpozonlarla yapilan ¢alismalar genellikle arpa bitkisi ile sinirli kalmistir (Alavi-
Kia vd., 2008, Yilmaz, 2013) ve son yillarda farkli organizmlarda bu transpozon
hareketleri tespit edilmistir (Karlik vd., 2019; Marakli vd.,2019, Cakmak vd., 2017).
Bu calisma ile birlikte literatiirde ilk defa c¢esitlerde patates bitkisinde tranpozon
polimorfizme hesaplanmistir. Polimorfizmlerin birbirlerinde farkli olmalarinin sebepi

ise calisilan organizmlarin birbirlerinden ¢ok farkli olmasidir.

Patatese 6zgii P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 transposonlari siklikla patates bitkisinde
calistimistir (Novakova, 2009; Kaya, 2018; Aydin 2019 ). Novakova vd (2009), 20
patates cesitinde P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 primerleri araciligiyla ve IRAP-PCR
metotuyla calismistir ve ortalama polimorfizm oranlart %11 ile % 79 arasinda
belirlenmigtir. Bu calismada ise 19 patates ¢esitinde P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6
polimorfizm oranlar1 %0 ile % 92 arasinda belirlenmistir. Bu farkliligin sebepi ise
kullanilan patates genotiplerinin birbirinde farkli olmasidir. Novakova vd (2009),
sadece yumrudan transpozon analiz yapmis iken bu ¢alismada ise yumru ve yapraktan

yapilmustir.

Copia like transpozonlar1 patates ve domates gibi gesitli bitkilerde (Camirand
vd, 1990; Flavell vd, 1992; Rogers ve Pauls, 2000; Voytas vd, 1992) siklikla
calistimistir. Bu c¢alisma ile de yerel patates cesitlirinde calisilmistir. Sonuglari

birbirlerin farklt olmasinin en temel sebeplerinde biri ise bu ¢aligmada kullanilan
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primerin bu ¢alisma kapsaminda dizayn edilip kullanilmasidir. Ayn1 zamanda genotip

g¢esitlerinin birbirinde farkli olmasidir.

Yapilan tez ¢alismasi neticesinde kullanilan 6 retrotranspozon IRAP-PCR
sonuglara gore birbirinden farkli polimorfizm oranlar1 elde edilmistir. Bitki genom
yapist ve gen anlatimi igin degeri ¢ok olan retrotranpozonlart biyolojisi konusunda
calismalar  baslangic  seviyesindedir.  Patates  bitkisinde  retrotranspozon
polimorfizmleri ¢alismalar1 ¢ok az olmakla birlikte patates genom projesi
(Consortium, 2011) ile daha da ilerlemistir. Tarimsal biyoteknolojide, molekiiler
markir yontemleri, bitki genetik varyasyonlarinin incelenmesi i¢in son derece dnemli
metotlardir.  Bunlardan, mikrosatellit, SSR(Basit tekrarli dizi), CAPS(Bo6linmiis
Cogaltilmis Polimorfik Diziler), RAPD(Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA),
SNP(tek niikleotid polimorfizmi) vb. gibi metotlar patates bitkisinde genis bir sekilde
uygulanmistir (Bryan vd, 2004; Finkers-Tomczak vd, 2009; Lopez-Pardo vd, 2013).
IRAP-PCR yontemi ile retrotranspozon analizleri bitki yetistirmede olduk¢a 6nemlidir
(Yiizbasioglu, 2016) ve patates bitkisinde kullanilmistir (Novakova vd, 2009). Sukkula
ve Nikita retrotranpozon ile daha Once arpa bitkisinde IRAP-PCR metodu ile
polimorfizm analizleri yapilmistir (Y1lmaz, 2013). Bu ¢alisma ile literatiirde ilk defa
patates bitkisinde Sukkula ve Nikita polimorfizm analizleri yapilmigtir. Bununla
birlikte bu patates cesitlerinderetrotranspozon polimorfizmlerinin tanimlanmasi igin
Sukkula ve Nikita primeriyle IRAP-PCR yontemi daha 6nce kullanilmamistir. IRAP
metotu RAPD tekniginden farkli olarak tekrar iiretilebilir bir metottur ve ayrica AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) tekniginden daha kolay (Bakker vd,
2004) ve daha ucuz bir metoddur (Yiizbasioglu, 2016). Retrotranspozonlara dayali
molekiiller markirlar, patates ile 1ilgili biyogesitlilik, filogenetik ve evrimsel

arastirmalarda oldukca biiyiik potansiyel degere sahiptir.

Elde edilen sonuglar kapsaminda patates bitkisinde meydana gelen
polimorfizmlerin ortaya ¢ikarilmasinda P-Tst-1, P-Tst-3, P-Tst-6 ve Copia like
transpozonlarida patatese 0zgili transpozonlar olarak arastirilmistir ve yiiksek oranda
polimorfizm tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, bu transpozon dizilerinin, patates
cesitlerinin  belirlenmesinde  molekiiller ~markir olarak  kullanilabilecegini

gostermektedir.
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EKLER

Ek 1: Temsili kapali tohumlu (Oliver vd, 2013) bitki genomlarinin TE (%).

Dicotyledons

Aile Rosaceae Vitac Brassic Fabaceae Solanaceae
eae aceae
Tiirler Malus Frag  Vitus Arabidopsi Glyc Medic Solanu  Solan
X aria  vinifer S ine ago m um
domes vesca a thaliana  max trunca lycopers tubero
tica tula icum sum
Genom 742 240 487 125 1,11 375 900 844
biiyiikliigii 5
(Mbg)
Haploid 17 7 19 5 20 8 12 12
kromozom
sayilar1 2
Tip I
Retro-TEs
LTR/Gypsy 25.2 6.0 14.0 5.2 295 14 19.7 15.2
LTR/Copia 5.5 4.6 4.8 14 125 24 6.3 3.8
LTR/other 0.4 3.8 — — — 9.6 35.8 33.2
LINE 6.5 0.2 0.6 0.9 025 34 0.4 0.7
SINE — 0.06 — — — 0.1 0.2 0.3
Siniflandirt — — — — — — — —
Imamus
Toplam 376 147 19.4 7.5 422 16.9 62.3 53.2
Retro-TEs
Tip Il:
DNA-TEs
CACTA — 2.6 0.2 0.9 102 0.1 0.1 0.1
Helitron — 0.07 — 5.6 0.5 0.2 — —
hAT 0.3 0.6 0.8 0.3 004 0.1 0.1 0.2
PIF/Harbin — 0.2 — 0.2 0.3 0.2 — 0.1
ger
Tcl/Marine — — — 0.3 0.03 — — —
r
Mutator — 0.2 0.4 3.1 4.5 0.6 — —
Diger — — — 0.1 0.09 — 0.3 0.3
MITE/Tour 0.6°  0.6° — — 03 0.1° — —
ist
MITE/Stow — — — — 0.5 — — —
away
Siniflandiri — — — 0.5 0.2 0.2 0.4
Imamis
Toplam 0.9 5.2 14 11.0 16.5 14 0.9 1.2
DNA-TEs
Bilinmeyen 3.9 0.9 0.7 — — — —
Toplam 42.4 20.7 21.5 18.5 58.7 18.3 63.2 54.4
TEs
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Ek 2: Retrotranspozonlarin genel siniflandirilmasi

LTR tasimayan SINE
LINE
Retrotranspozonlar
Tnl, BARE (BARE-2,
Copia BARE-1), Horpia
P P-Tst-1, P-Tst-3, P-
Tst-6 and Copia like.
Otonom
RIRE-8, BAGY (BAGY-
GVDS 2, Laura, Latidu) Athila
ypsy (Wham,Sabrina,Nikita
LTR )
Retrotranspozonlar L
TRIM Cassandra, Veju
jpionog) LARD  Sukkula, Dasheng
olmayan
Morgane Morgane

- Alt1 ¢izili olanlar bu ¢alismada kullanilanlardir™
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