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Bu caligma, “Verimli Hilal” bolgesinin farkli bolgelerinden toplanmig olan yabani
gernik bugday (T. dicoccoides) genotiplerinde DNA Metilasyon varyasyonunu MSAP
teknigi ile tanimlamak, bu varyasyonun yabani gernik genotiplerinin toplandigi bolgelere
gore degisip degismedigini belirlemek ve DNA metilasyonunun makarnalik bugdaymn
evriminde nasil bir rol oynadigini saptamaya ¢aligmak amaciyla yiiriitiilmistiir. Calismada
87 adet yabani gernik genotipi ve 3 adet makarnalik bugday genotipi kullanilmistir.
Genomik DNA’nin metilasyon modelini belirlemek igin 3 adet MSAP primer
kombinasyonu kullanilmigtir. Thalos transpozon elementini ¢evreleyen ‘CCGG’
bolgelerinin metilasyon modelini belirlemek icin 1 adet TMD (Transposon-Methylation
Display) primer kombinasyonu kullanilmistir. Farkli iilke orjinli yabani gernik
popiilasyonlarinin ortalama metilasyon seviyelerinin birbirine yakin oldugu belirlenmistir.
Yabani gernik popiilasyonunun makarnalik bugday popiilasyonuna gore daha fazla
metilasyon seviyesine sahip oldugu saptanmigtir. Genomik DNA’nin ve Thalos transpozon
elementinin incelenen metilasyon seviyesi ve modeli bakimindan genis varyasyon
gosterdigi saptanmistir.

Bu arastirmada genomik DNA ve transpozon metilasyonunun genellikle
orijinlerine 6zgii oldugu ve yabani bugdaylarn kiiltiir bugdaylarina gére daha yiiksek
metilasyon seviyesi ortaya koydugu saptanmistir. Bazi genotiplerin toplandiklar
orijinlerinden bagimsiz metilasyon modelleri sergileyebildigi, 6zellikle farkli metilasyon
seviyesi ve modeline sahip genotiplerin farkli ¢evre sartlar1 altinda epigenetik yanitin gen
fonksiyonlarini nasil diizenlendiginin anlasilmasi ile ilgili yapilacak arastirmalarda 6nem
arz ettigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yabani Gernik, Triticum dicoccoides, DNA Metilasyonu,
Epigenetik, MSAP, TMD
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ABSTRACT

MSec. THESIS

DETERMINATION OF DNA METHYLATION DIVERSITY IN WILD
DURUM WHEAT (Triticum dicoccoides) ACCORDING TO MSAP
(METHYLATION SENSITIVE AMPLIFICATION POLYMORPHISM)
TECHNIQUE

Mehmet Alper GOKCE

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor : Prof. Dr. Hakan OZKAN
Year: 2020, Pages: 113
Jury : Prof. Dr. Hakan OZKAN

: Prof. Dr. Riistii HATIPOGLU
: Assoc. Prof. Dr. Faheem Shehzad BALOCH

The purpose of this study was to determine variation of DNA metilation in the
genotypes of wild emmer wheat collected from different parts of the “Fertile Crescent "
region (T. dicoccoides) by the MSAP technique, to determine whether this variation varies
according to regions where wild emmer genotypes were collected, and to determine how
DNA methylation played a role in the evolution of durum wheat. In the study, 87 wild
emmer genotypes and 3 durum wheat genotypes were used. To determine the methylation
pattern of genomic DNA, 3 MSAP primer combinations were used. 1| TMD (Transposon-
Methylation Display) primer combination was used to determine the methylation model of
the 'CCGG' regions flanking the Thalos transposon element. It was determined that the
average methylation levels of wild emmer populations of different country origin were
close to each other. It was determined that the wild emmer population has a higher
methylation level than the durum wheat population. It was determined that genomic DNA
and Thalos transposon element showed wide variation in terms of methylation level and
model.

In this study, it was determined that genomic DNA and transposon methylation are
generally specific to their origin and that wild wheats exhibit higher methylation levels than
culture wheats. It was concluded that some genotypes can exhibit methylation patterns
independent of their origin, some genotypes may be important for future studies to
understand the role of epigenetic factors on gene function under different environmental
conditions.

Key Words: Wild emmer, Triticum dicoccoides, DNA Methylation, Epigenetic, MSAP,
TMD
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GENISLETILMIS OZET

“Verimli Hilal” bolgesinin farkli bolgelerinden toplanmis olan yabani
gernik bugday genotiplerinde (T. dicoccoides) DNA Metilasyon varyasyonunu
MSAP teknigi ile tanimlamak, bu varyasyonun yabani gernik genotiplerinin
toplandig1  bolgelere gore degisip degismedigini belirlemek ve DNA
metilasyonunun makarnalik bugdayin evriminde nasil bir rol oynadigini saptamaya
caligmak i¢in 87 adet yabani gernik genotipi ve 3 adet makarnalik bugday (Svevo,
Karakilgik ve Cesit4) genotipi kullanilmigtir. Yabani gernik genotiplerinin 15 adedi
[srail, 49 adedi Tiirkiye, 10 adedi Suriye, 13 adedi Liibnan orjinlidir. Yabani gernik
popiilasyonlar1 ve makarnalik bugday cesitleri 2018-2019 yetistirme yilinda
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Arastirma ve Uygulama
Alanina 15 Kasim 2018 tarihinde el ile ekilmistir.

Bu calisgmada 3 adet MSAP primer kombinasyonu kullanilarak 87 adet
yabani gernik ve 3 adet makarnalik bugdayinin metilasyon cesitliligi ve modeli
belirlenmistir. Bunlara ilave olarak yabani gernik ve makarnalik bugdaymn Thalos
transpozon elementini ¢evreleyen ‘CCGG’ bolgelerinin metilasyon cesitliligini ve
modelini belirlemek i¢in 1 adet TMD (Transpson-Methylation Display) primer
kombinasyonu kullanilmustir.

Yabani gernik popiilasyonu igerisinde (E)-ACT/(HM)-TCAG primer
kombinasyonu igin metilasyon seviyesi %45.54 ile %93.1 arasinda, (E)-
AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesi %50 ile %92.31
arasinda, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesi
%48.5 ile %84.87 arasinda, tiim primer kombinasyonlarinin ortalamasi igin
metilasyon seviyesi %49.74 ile %90.48 arasinda degismistir. (E)-ACT/(HM)-
TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotipin
TR74, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin TR43 oldugu, (E)-
AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine

sahip genotipin TR74, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin TR45
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oldugu, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiikk metilasyon
seviyesine sahip genotipin LB61, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin
SY42 oldugu saptanmistir. Tiim primerlerin ortalamasi dikkate alindiginda en
disik metilasyon seviyesine sahip genotipin TR74, en yiiksek metilasyon
seviyesine sahip genotipin ise TR24 oldugu belirlenmistir.

Makarnalik bugday genotiplerinin “(E)-ACT/(HM)-TCAG” primer
kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesinin %62.65 ile %48.15 arasinda, “(E)-
AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesinin %63.41 ile
%52.50 arasinda, “(E)-AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonu i¢in metilasyon
seviyesinin %78.63 ile %56.89 arasinda, tim primer kombinasyonlarinin
ortalamasi i¢in metilasyon seviyesinin ise %53.21 ile %63.40 arasinda degistigi
belirlenmistir. “(E)-ACT/(HM)-TCAG” primer kombinasyonu i¢in en diisiik
metilasyon seviyesine sahip genotipin Karakilgik88, en yiiksek metilasyon
seviyesine sahip genotipin Svevo oldugu, “(E)-AGC/(HM)-TCAG” primer
kombinasyonu i¢in en diisilk metilasyon seviyesine sahip genotipin Svevo, en
yiikksek metilasyon seviyesine sahip genotipin Cesit4 oldugu, “(E)-AGC/(HM)-
TCAG” primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotipin
Karakilgik88, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin ise Cesit4 oldugu
saptanmigtir. Tiim primerlerin ortalamasi dikkate alindiginda en diisiik metilasyon
seviyesine sahip genotipin Karakil¢ik88, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip
genotip Cesit4 oldugu belirlenmistir.

Yabani gernik ve makarnalik bugday genotiplerinin {i¢ primer
kombinasyonuna ait metilasyon tiplerine gore elde edilen metilasyon seviyeleri
belirlenmistir. Tiim primer ¢iftleri i¢in yabani gernigin makarnalik bugdaya gore
metilasyon seviyesinin daha yiiksek oldugu saptanmigtir. Tim primer ¢iftleri
incelendiginde Tip 2 metilasyon durumu i¢in makarnalik bugday genotiplerinin,
Tip 3 metilasyon durumu igin ise yabani gernik genotiplerinin metilasyon
seviyesinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. Yabani gernik bugdaylarinin Tiirkiye

(TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli genotipler arasinda farkli
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primer kombinasyonlarinin metilasyon tiplerine gore seviyeleri belirlenmistir.
Tiim kombinasyonlar i¢in Tip 2 metilasyon seviyesinin Tip 3 metilasyon
seviyesinden daha yiiksek oldugu saptanmustir. Farkli {ilke orjinli yabani gernik
popiilasyonlarinin ortalama metilasyon seviyelerinin birbirine yakin oldugu
belirlenmistir.

Yabani gernik ve  makarnalik  bugday  genotiplerinin  tiim
kombinasyonlardan metilasyona duyarli lokus sayisinin metillenmemis lokuslara
gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Tiim primer kombinasyonlarina gore
popiilasyonlar arasi gesitliligin P<0.05 icinde 6nemli, popiilasyon igi gesitliligin
P<0.001 icinde onemli oldugu belirlenmistir. Farkli iilkelere ait yabani gernik
bugday popiilasyonlarinin tiim kombinasyonlardan elde edilen sonuglari
degerlendirildiginde popiilasyonlar arasi g¢esitliligin P<0.01 icinde Onemli,
popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu saptanmustir.

TMD analizi i¢in Thalos/(HM)-TCAG primer ¢ifti kullanilarak 87 adet
yabani gernik ve 3 adet makarnalik bugday genotipinde Thalos traspozonunun
metilasyon seviyeleri belirlenmistir. Yabani gernik popiilasyonu igerisinde
Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesi %43.04 ile
%75.93 arasinda degismistir. Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonuna gore
Thalos transpozon elementinin incelenen genotiplerde metilasyon seviyesi
bakimindan genis varyasyon gosterdigi saptanmugtir. Yabani gernik popiilasyonu
icerisinde en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotip SY60, en yiiksek
metilasyon seviyesine sahip genotip ise Zavitan olmustur. Makarnalik bugday
genotipleri incelendiginde Thalos transpozon elementinin metilasyon seviyesinin
%56.04 ile %61.29 arasinda degistigi saptanmistir. Makarnalik bugday genotipleri
icerisinde en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotip Svevo, en yiksek
metilasyon seviyesine sahip genotip Karakil¢ik88 oldugu belirlenmistir.
Metilasyon tiplerine gére Thalos/(HM)-TCAG” primeri ¢ifti i¢in yabani gernik ve
makarnalik bugday popiilasyonlar1 karsilastirilldiginda Tip2 ve Tip3 metilasyon

seviyeleri birbirinden farklilik gostermesine ragmen toplam metilasyon seviyeleri
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cok yakin degerlerde oldugu saptanmistir. Yabani gernik ve makarnalik bugday
popiilasyonunda “Thalos/(HM)-TCAG” primer kombinasyonu i¢in popiilasyon igi
cesitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu saptanmistir. Farkl {ilke orijinli yabani
gernik  genotiplerinde  “Thalos/(HM)-TCAG” primer kombinasyonu igin
popiilasyon igi ¢esitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu bulunmustur.

Tiim primer kombinasyonlarindan elde edilen veriler kullanilarak
Neighboor-Joining analizi yapilmig, analiz yapilirken her bir primer
kombinasyonunun Hpall ve Mspl verileri ile ayr1 olacak sekilde dendogram
olusturulmugtur. Tim kombinasyonlarin verileri birlestirilerek elde edilen
dendogramlarda Hpall reaksiyonu i¢in tiim primer kombinasyonlarina ait
dendogram incelendiginde genotipler 3 ana gruba ayrilmis, 2 grubu Tiirkiye
genotipleri olusturmustur. LB21 ve SY62 genotipleri Tiirkiye popiilasyonuyla
birlikte kiimelenmistir. TR31, TR68, TR74, TR88 genotipleri diger Tiirkiye
genotiplerinden ayr1 bir sekilde kiimelenmistir. TR67 genotipi Israil, Liibnan,
Suriye grubu igerisinde kiimelenmigtir. Mspl reaksiyonu igin tiim primer
kombinasyonlarina ait dendogram 3 ana gruba ayrilmistir. Tiirkiye genotiplerinin
bir kismi Liibnan, Suriye, Israil genotipleriyle ayn1 ana grupta alt bir grup
olusturmustur. SY62 genotipi Tiirkiye alt gurubu igerisinde yer almistir. Tiim
dendogramlar gz Oniine alindiginda genellikle Tiirkiye genotipleri bir arada
gruplanirken, Suriye, Israil ve Liibnan genotipleri ayri olarak gruplanmistir.
Thalos/(Hpall)-TCAG primer kombinasyonuna ait dendogram incelendiginde 3
ana gruba ayrilmistir. Tiirkiye popiilasyonu bir ana grup altinda kiimelenmistir.
TR8S, TR68, TR74, TR31, TRS53 genotipleri Suriye, Liibnan, Israil
popiilasyonlariyla ayni ana grupta, IS49 ve SY62 genotipleri ise Tiirkiye grubu
igerisinde yer almistir. Thalos/(Mspl)-TCAG primer kombinasyonuna ait
dendogram incelendiginde dendogram 3 ana gruba ayrilmustir. Tiirkiye genotipleri
bir ana grubu olustururken, Tiirkiye genotiplerinin bazilar1 diger ana gruplara

dagilmstir. SY62 genotipi Tlirkiye popiilasyonuyla ayn1 grupta yer almistir.
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Bu arastirma kapsaminda saptanan yukaridaki bulgulara dayanarak,
genomik DNA ve transpozon metilasyonunun genellikle genotiplerin orijinlerine
0zgl oldugu, yabani bugdaylarin kiiltiir bugdaylarina gére daha yiiksek metilasyon
seviyesi ortaya koydugu saptanmistir. Baz1 genotiplerin toplandiklar1 bolgelerden
bagimsiz metilasyon modelleri sergileyebildigi, 6zellikle farkli metilasyon seviyesi
ve modeline sahip genotiplerin farkli ¢evre sartlar1 altinda epigenetik yanitin gen
fonksiyonlarini nasil diizenlendiginin anlagilmasi ile ilgili yapilacak arastirmalarda

Onem arz ettigi sonucuna varilmistir.

vil






TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibesiyle bana yol gosteren,
tesvik eden, desteklerini hep yanimda hissettigim danigman hocam Sayin Prof. Dr.
Hakan OZKAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tecriibesi ve deneyimleriyle bana yol gosteren, yiiksek lisans egitimim
boyunca beni destekleyen Prof. Dr. Riistii HATIPOGLU na sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Israil’de aldigim egitim siiresinde bana laboratuvarlarini agan ve tez
caligmama katki saglayan Prof.Khalil Kashkush’a, bu siiregte desteklerini
esirgemeyen Dr. Vadim Khasdan ve tiim laboratuvar ekibine sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢alismam sirasinda bana yardim ve destekte bulunan Dr. Esra CAKIR,
Dr. Mustafa TOPU, Dr. Ugur SESIZ, Yiiksek Ziraat Miihendisi Buse TAGAY,
Yiiksek Ziraat Miihendisi ibrahim KARAHAN ve Ziraat Miihendisi Mihriban
TAS’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica hayatimm her doneminde bana desteklerini esirgemeyen, bana her
zaman inanan, giivenen sevgili babam Biilend GOKCE, annem Medine GOKCE,
kardeslerim Esra GOKCE ve Ahmet Ersin GOKCE’ye sonsuz tesekkiir ve

stikranlarimi sunarim.

IX



ICINDEKILER SAYFA

OZ oot I
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et a e e et et e bt ne e tesneeneenees I
TESEKKUR ...ttt es s eeenenenes IX
ICINDEKILER ...ttt X
CIZELGELER DIZINT ..., X1V
SEKILLER DIZINT ...t XVI
SIMGELER VE KISALTMALAR ......cooviiiiiiieieeeeeeeeeeeee e XX
LLGIRIS oottt 1
2. ONCEKI CALISMALAR ......oooimiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee e 5
2.1. Farkli Bitki Tiirlerinde DNA Metilasyonunun Varyasyonlari...................... 9
2.2. Farkl Bitkilerin Organ ve Dokularinda DNA Metilasyon Profilleri.......... 10
2.3. Bugdayda Metilasyon Caligmalari............cccecueeviieriieniienieniiriesie e 12
2.4. Diger Bitkilerde Metilasyon Calismalart...........cccccveevverienienrencieniesieennenn 14

3. MATERYAL Ve METOD ...c..ooiiiiiiiiiiiieieieeteeeeetee et 21
3.1, Bitki Materyali......ccccveeiieiiieieeieeieeieeeesieesie et s 21
3.2. DNA IZOIASYONU ......evvieccceeeeeeeeee et 24
3.2.1. DNA Miktarinin ve Kalitesinin Belirlenmesi ............ccccoeeereenenneee. 27

3.3. MSAP (Metilasyona Duyarli Amplifiye Polimorfizm) Analizi.................. 29
3.3.1. Adaptorlerin Hazirlanmast..........ccceecvevverieiiiiiieieeieeseesee e 31

3.3.2. Restriksiyon/Ligasyon Reaksiyonu...........cccocveevievieerieeneenieesnennenns 31

3.3.3. On Selektif PCR (Preamplifikasyon) ASamast ..............ccccocoevennne. 33

3.3.4. Selektif PCR ASaMAaST ......ccuveiiiiiiiieeiiee et e 34

3.4. Transposon Metilasyon Goriintiisii (TMD) Analizi...........cccceevveeenveennenn. 35
3.4.1. Adaptorlerin Hazirlanmast ..........cccoeveeeiieeiieeiiiecieeeee e 36

3.4.2. TMD Restriksiyon/Ligasyon Reaksiyonu...........ccccceevvrenreeeneeenne. 36

3.4.3. On Selektif PCR (Preamplifikasyon) ASamast ...............cccccceunn..... 37

3.4.4. Selektif PCR ASAMAST......c.ccovieriieriieriienieeie et eie e 38



3.5. Kapiler Elektroforez’de Analiz i¢in Orneklerin Hazirlanmasi.................... 38

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi ........cccvevveerierieireiiesie e e eieeee e sveseve v 39

4 BULGULAR VE TARTISMA ..ottt 41
4.1. MSAP (Methylation Sensitive Amplified Polymorphism) Analizi............. 41
4.1.1. Genotiplerin DNA Metilasyon Seviyeleri.......ccovverververrenrenveannnn 41

4.1.2. Yabani Gernik ve Makarnalik Bugday Popiilasyonlarinin
Metilasyon Tiplerine Gore DNA Metilasyon Seviyeleri................. 45

4.1.3. Farkli Orijinli Yabani Gernik Genotiplerinin Metilasyon
Tiplerine Gére DNA Metilasyon Seviyeleri......ccccocveveveecciieecnenennee. 50

4.1.4. Yabani Gernik ve Makarnalik Bugday Popiilasyonunun
Polimorfik Lokus Bilgileri ile Molekiiler Varyans (AMOVA)

4.1.5. Yabani Gernik Popiilasyonlarinin Polimorfik Lokus Bilgileri ile

Molekiiler Varyans (AMOVA) AnalizZi........c.cccveveeneenienennnennenns 60
4.2. TMD (Transposon Methylation Display) Analizi...........cccccceeevrecreerieennnnnne 63
4.2.1. Tim Genotiplerin Thalos Transpozonu Metilasyon Seviyeleri....... 63

4.2.2. Yabani Gernik ve Makarnalik Bugday Popiilasyonlarinin
Metilasyon Tiplerine Gore Thalos Transpozonu Metilasyon
N LA 5] 1<) o TSP 65
4.2.3. Farkli Orijinli Yabani Gernik Popiilasyonlarinin Metilasyon
Tiplerine Gore Thalos Transpozonu Metilasyon Seviyeleri............ 67
4.2.4. Yabani Gernik ve Makarnalik Bugday genotiplerinin Thalos
Transpozonu Polimorfik Lokus Bilgileri ile Molekiiler Varyans
(AMOVA) ANAlIZI....oveiiiiiniieiiniecieeseecie et 68
4.2.5. Yabani Gernik Popiilasyonlarinin  Thalos Transpozonu
Polimorfik Lokus Bilgileri ile Molekiiler Varyans (AMOVA)
ANALIZI ettt e 70
4.3. Neighboor-Joining(NJ) ANAliZi .......ccceevvervieriieeriienieeneesie e 71



4.3.1. (E)ACT/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait
Dendogramlar ............cccveeieeieeiieieeie et sre e e et sreesreesenesare e 72

4.3.2. (E)AGC/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait
Dendogramlar ............cccveeieeiieieeieeie et sre et seresane e 75

4.3.3. (E)ACG/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait
Dendogramlar .........c..ccoveiiiieiiieeiieciee e 78
4.3.4. Tiim Primer Kombinasyonuna Ait Dendogramlar..............c............ 80

4.3.5. Thalos/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait
Dendogramlar ............cccviiiiieiiieeciieciee e 83
5. SONUC ve ONERILER ........cocooiiiiiiiiiieieieeeeeeeeeeeeee e nesaean 87
5.1. MSAP (Methylation Sensitive Amplified Polymorphism) Analizi ............ 87
5.2. TMD (Transposon Methylation Display) Analizi...........ccccevverirnirriennen. 94
5.3. Neighboor-Joining(NJ) ANalizZi .......coceeveririinenieiiiniiieneneeeneeeeeeene 94
KAYNAKLAR ..ottt ettt ettt ese et e sesaeessessesnsansesseennas 101
OZGECMIS ..ot 113

XII






CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Incelenen 87 yabani gernik genotipine ait toplanma yeri ve
DOIZEST c.vvevrieiieiieciee et ettt ettt eb e b era e staesraeerre e
Hpall/Mspl kesim enzimlerinin CpG bdélgelerinde sitozin
metilasyonuna duyarliliklarinin gematik gosterimi.............c........
MSAP igin kullanilan adaptor ve tiim primerlerin listesi..............
TMD ig¢in kullanilan adaptor ve tiim primerlerin listesi................
Bant profillerine gore 6rnek skorlama............cccccccveevvierciieenneennen.
Yabani gernik genotiplerinin primer kombinasyonlarina gore
MELIASYON  SEVIVESI .uveeevriiieiieeiieeiieeeieeeieeeieeeetee e eseveeevee e e
Makarnalik bugday genotiplerinin primer kombinasyonlarina
Ore MEtilaSyon  SEVIYESI ...ecoveerieereeriieniieniesieeteeieeieenieesiee e
Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda

farkli primer kombinasyonlarinin metilasyon tiplerine gore

1A 7<) (<) USSP
Tiirkiye (TR), israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli
yabani gemik popiilasyonlar1 arasinda farkli primer

kombinasyonlarinin metilasyon tiplerine gore seviyeleri..............
Yabani gernik ve makarnalik bugday popiilasyonlarina gore
primer kombinasyonlarinin lokus bilgileri...........ccccoeeeeienennnnee.
Yabani gernik ve makarnalik bugday genotiplerinin molekiiler
varyans analizi (AMOVA) sonuglart .........ccceeeeveevceeeserenveeeeneeens
Farkl1 ilkelere ait yabani gernik popiilasyonlarina gore primer
kombinasyonlarinin lokus bilgileri.......c..coooveniiniiiiiiininnincne,
Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY), Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik genotiplerinin molekiiler

(AMOVA) SONMUGIATT ....evveiiiieiieeciie et

varyans analizi

SAYFA



Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Tiim genotiplerin Thalos/(HM)-TCAG primer

kombinasyonuna gore metilasyon % SeVIyeSi.........ccceveereenenee.

Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda

Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun metilasyon

tiplering OTe SEVIYEIEII...cccuiviiiieiieeie ettt

Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB)
orijinli yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda Thalos/(HM)-

TCAG primer kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore

1oAY N 1 [ & SRR PP SRR

Yabani gernik ve makarnalik bugday genotiplerine gore

Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun lokus bilgileri ....

Yabani ve kiiltir makarnalik bugday popiilasyonlarinin

molekiiler varyans analiz (AMOVA) sonuglart ..........ccceevenenneee.

Farkl1 tilkelere ait yabani gernik popiilasyonlarma gore primer

kombinasyonunun lokus bilgileri..........c.cceeeverviencirerieeniieseerieeneen.

Yabani ve Kkiiltir makarnalik bugday popiilasyonlarinin

molekiiler varyans analizi (AMOVA) sonuglari ..........ccccceeveennenne

XV

69



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.
Sekil 3.8.

Sekil 3.9.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Bitkilerde DNA metilasyonunun diizenlenmesi (Zhang ve ark,

Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Arastirma
ve Uygulama Alanina ekilen yabani gernik genotipleri.....................
Yaprak orneklerinin havanda 0ZUtHIMESi.........ceceveeerieviieveeiieniiennens
Kloroform isoamyl alkol eklenmesinin ardindan iist faz goriintiisii
ve fazin yeni tlip igine aktarimi ..........ccoceveevvieeiieeiieenieeeiee e
Izopropanol eklenerek elde edilen DNA &rnedi ve iist faz
dokiilerek kurutmaya birakilan tlipler ..........cccceeeveeiciiiiiiieniieeieeens
DNA orneklerinin kantitatif miktar1 ve kalitesi DeNovix DS-11
FX Spectrophotometer/Fluorometer cihazi ile dl¢iilmesi...................
DNA orneklerinin kalitatif analizi i¢in kullanilan transilluminator
ve ultraviyale jel dokiimantasyon SiStemi..........coccevereeeerienerienuennens
DNA ’nin kalitatif analizi i¢in agaroz jel gortntiisii ........ccceevereeruennee.
Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonlarinin %0.8’lik agaroz jelde
KONITOLT ...
On Selektif PCR reaksiyonlarinin %1.5°lik agaroz jelde kontrolii.....
Yabani ve kiiltir makarnalik bugday genotipleri arasinda
“(E)ACT/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon
tiplerine gOTE SEVIVEICTT ...uuiiriiieiieeiie ettt eee e
Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday genotipleri arasinda “(E)-
AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon
tiplerine gOTE SEVIVEICTT ..cuuririieriieeiie et ciee et eee e e evee e
Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday genotipleri arasinda “(E)-
ACG/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon

tiplering gOTe SEVIYEIeTT ......ccuveiuieiieiierie et

SAYFA



Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Yabani ve kiiltir makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda
primer kombinasyonlarinin ortalamasimnin metilasyon tiplerine
gore seviyelerini gosteren hiStogram...........cceeeveeeveevieeveerieeseesnesnenns
Tiirkiye (TR), iIsrail (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda “(E)ACT/(HM)-TCAG”
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri.....................
Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda “(E)-AGC/(HM)-TCAG”
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri.....................
Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda “(E)-ACG/(HM)-TCAG”
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri.....................
Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda primer kombinasyonlarinin
ortalamasinin metilasyon tiplerine gére seviyeleri.........c.ccooeevuevuennee
Yabani ve kiiltir makarnalik bugday genotipleri arasinda
“Thalos/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon
tIplering GOTE SEVIYEICTT .....ievievieiieiieriieeie e et e e
Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda Thalos/(HM)-TCAG
primer kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri .........
(E)ACT/(H)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmuizi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik c¢esitler ve Zavitan genotipini ifade
CUMEKLEAIT). . eieiiieiiieciie ettt e e et e e eb e e reeenes
(E)ACT/(M)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmizi: Tirkiye, Yesil: [srail, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik c¢esitler ve Zavitan genotipini ifade
CUMEKLEAIT). . eieviiiiiii ettt e



Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

(E)AGC/(H)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmuzi :Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,

Siyah: Makarnalik c¢esitler ve Zavitan genotipini ifade

EMEKLEAIT). . euviiiiiciiieie et b et e reens

(E)AGC/(M)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmizi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,

Siyah: Makarnalik c¢esitler ve Zavitan genotipini ifade

CUMEKIEAIT)...eiiiiieeiiicciee et e e e e e e s

(E)ACG/(H)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram

(Kirmizi: Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,

Siyah: Makarnalik ¢esitlerve Zavitan genotipini ifade etmektedir) ...

(E)ACG/(M)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram

(Kirmizi: Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,

Siyah: Makarnalik g¢esitlerve Zavitan genotipini ifade etmektedir) ...

Tim Primer Kombinasyonun Hpall verilerine ait dendogram
(Karmuzi: Tiirkiye; Yesil: israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,

Siyah: Makarnalik c¢esitler ve Zavitan genotipini ifade

EEMEKLEAIT) ..o ivieieiii ettt

Tim Primer Kombinasyonun Msp verilerine ait dendogram

(Kirmuzr: Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,

Siyah: Makarnalik ¢esitlerve Zavitan genotipini ifade etmektedir) ...

Thalos/(H)-TCAG primer kombinasyonuna Hpall verilerine ait
dendogram (Kirmuzi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan,

Turkuaz: Suriye, Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini

ifade etmMEKLEdir).......cccvvieiuiieeiiicieecee e

Thalos/(H)-TCAG primer kombinasyonuna Mspl verilerine ait
dendogram (Kirmizi: Tiirkiye, Yesil: [srail, Mor: Liibnan,

Turkuaz: Suriye, Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini

ifade etmeKtedir).......cocvvieiuiiieiie e

78

79

81






SIMGELER VE KISALTMALAR

MSAP : Methylation Sensitive Amplification Polymorphism Sequencing
(Metilasyona Duyarli Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)

AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi)

TE : Transposable Element(Transpoze Olabilen Element)

TMD : Transposon-Methylation Display

MITE : Miniature inverted-repeat transposable element

CMT : Chromomethlase

DRM : Domains Rearrenged

RdDM : RNA-directed DNA Methylation

PEG : Polietilen Glisol

CTAB : Cetyl Trimethyl Amonyum Bromide

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dNTP : Deoksi- Niikleozid Trifosfat

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetikasit

g : Gram

M : Molar

ml : Mililitre

mM : Milimolar

MQM : Multiple QTL Mapping (Coklu QTL Haritalama)

NaCl : Sodyum kloriir

ng : Nanogram

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA)

TE : Tris/ EDTA Tampon ¢ozeltisi

uv : Ultraviolet

XX



ul
uM

: Mikrolitre

: Mikromolar

XXI



1. GIRIS Mehmet Alper GOKCE

1.GIRiS

Yaklagik 12.000 yil 6nce ‘Verimli Hilal’ olarak adlandirilan (Tiirkiye nin
Giineydogusu, Irak, iran, Suriye, Filistin, Israil ve Urdiin) bdlgede ‘avci toplayicr’
seklinde yasayan bir grup insan tarafindan bitkiler yetistirilmeye baslanmis ve
kiiltiire alinmugtir (Childe, 1953; Salamini ve ark, 2002). Verimli Hilal bolgesinde
baglayan tarim ayni zamanda niifusun artigina neden olmus ve bununla birlikte
kiiltiirel gelisim hiz kazanmugtir. Tahil tlirlerinin yabani atalar1 olan yabani
bugdaylar (Triticum urartu, T. boeoticum ve T. dicoccoides), yabani arpa
(Hordeum spontaneum) ve yabani c¢avdar’in (Secale vavilovii) “Verimli Hilal”
bolgesinde dagilim gosterdigi Salamini ve ark, (2002) tarafindan bildirilmistir.
Ozellikle arkeolojik kayitlar bu bolgede yasayan insanlarin, yabani tahillar: kiiltiire
almadan 6nce dogadan direk olarak hasat ettigini bize gostermistir (Moore ve ark,
2000; Zohary ve ark, 2000; Gopher ve ark., 2002; Salamini ve ark, 2002).

Bugday grubu icinde bulunan Triticum cinsi, kromozom sayisina gore
diploid (2n=14), tetraploid (2n=28) ve hekzaploid (2n=42) olmak {iizere ii¢ gruba
ayrilmistir (Feldman ve Levy, 2005). Kiiltiire alinmis makarnalik bugdayin yabani
progenitorii olan T. dicoccoides hem makarnalik bugdaym, hem de makarnalik
bugdaym Ae. tauschii (2n=14, DD) ile dogal melezlenmesi ve kromozomlarinin
katlanmasi sonucu meydana gelmis ekmeklik bugdaym olugmasima direk katkisi
nedeniyle “Bugdayin Anasi” olarak da adlandirilmaktadir. Yabani gernik bugday1
(T.dicoccoides) iki farkli genomu (AA ve BB) barindiran allotetraploid bir tiirdiir.
Bu tiir “Verimli Hilal” bdlgesinde dogal olarak dagilim gostermektedir (Feldman
ve Millet, 2001; Salamini ve ark, 2002; Ozkan ve ark, 2011).

Bitki 1slahinda modern tekniklerin hizli bir sekilde kullanilmaya
baslanmasi, ayni anaglarin bitki 1slahinda kullanilmasi gibi nedenlerden dolay1
kiiltiir bitkilerinin genetik tabaninin gitgide daraldigi ifade edilmistir (Frankel ve
Soule, 1981). Ozellikle baz1 kiiltiir bitkilerinde genetik cesitlilik olduk¢a azalmis ve

bu durumda bu kiiltiir bitkilerinin hastaliklara, zararlilara ve gevresel streslere karsi
1
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giderek daha duyarli hale gelmesine vesile olmustur. Ozellikle kiiltiir bitkilerinin
yabani akraba tiirlerinin bu stres faktorlerine karg1 daha dayanikli oldugu ve bitki
1slahinda kullanilabilecegi farkli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Richards
ve ark, 2009; Pigliucci, 2010; Martin ve ark, 2011). Bu sebeple kiiltiir bitkilerinin
yabani akrabalarinin 6nemi her gegen giin daha da artmis ve bu yabani kiiltiir
bitkileri kullanilarak “On 1slah” programlar bir ¢ok iilkede baslatilmistir.

“Verimli Hilal” bolgesinde dogal dagilim gosteren yabani gernik bugday
popiilasyonlarinin, kiiltiir bugdaylarindan daha genis bir genetik varyasyona sahip
oldugu farkli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir (Joshi ve Nguyen, 1993;
Ozkan ve ark, 2011). Bu genetik varyasyonun genetik temelinin arastirilmasi,
nedenlerinin ortaya ¢ikarilmasi ileriye doniik yapilacak olan bugday 1slah
caligmalarina 6nemli katki saglayacaktir. Son yillarda genetik varyasyonlarin
olugmasinda Epigenetigin etkisinin ne oldugu iizerine bir ¢ok aragtirma yapilmis ve
farkli hipotezler 6ne siiriilmiistiir (Salmon ve ark, 2008; Tok ve ark, 2011; Sa” ez-
Laguna ve ark, 2014, Venetsky ve ark, 2015). Epigenetik, DNA sekansindaki
degisiklikler ile agiklanamayan gen ekspresyonunda ve fonksiyonunda ortaya ¢ikan
kalitsal degisikliklerin arastirilmasi olarak ifade edilmistir (Richards, 2006; Bird,
2007). Epigenetik degisikliklerin belirli genleri aktive edebilen, genin etkisini
azaltan veya tamamen devre dis1 birakabilen bir dizi molekiiler siirece dayandigi ve
kalitsal oldugu rapor edilmistir (Wang ve ark, 2004; Bird, 2007). Epigenetik
degisiklikler DNA’nin sitozin metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve RNA aracili
gen susturma siireglerini kapsamaktadir (Grant-Downton ve Dickinson, 2005;
Berger, 2007). Epigenetik mekanizmalar, DNA sekansini1 degistirmeden gen
ekspresyonunu ve organizma fonksiyonunu degistirebilmekte ve fenotipik
varyasyona neden olabilmektedir (Cubas ve ark, 1999; Morgan ve ark, 1999;
Rakyan ve ark, 2003; Manning ve ark, 2006; Richards, 2006; Kucharski ve ark,
2008). Hipermetilasyon (hypermethylation) gen ekspresyonunun azalmasi ile
iligkiliyken, hipometilasyon (hypomethylation) gen ekspresyonunun artmasi ile

iligkilidir (Gonzalgo ve Jones, 1997). Yapilan calismalarda metilasyonun
2
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tekrarlayan DNA’larda yogunlukla goriilmesinden dolay1r transpozonlarin
(Transposable  Elements- TEs) susturulmasimin  DNA  metilasyonunun
gorevlerinden oldugu ileri siiriilmiistiir (Yaakov ve Kashkush, 2011; Mengi ve ark,
2012).

DNA metilasyon varyasyonunun belirlenmesinde Metilasyona Duyarli
Amplifiye Polimorfizm (MSAP, Methylation Sensitive Amplified Polymorphism)
ve bisulfit dizileme teknikleri yogun olarak kullanilmis olup halen kullanilmaya
devam edilmektedir (Salmon ve ark, 2008; Li ve ark, 2008; Yaakov ve Kashkush,
2011; Sa’” ez-Laguna ve ark, 2014; Venetsky ve ark, 2015; Song ve ark, 2018 ).
MSAP teknigi, standart bir AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)
protokoliindeki Msel enziminin yerine metilasyona duyarli enzimlerin (Mspl ve
Hpall) kullanilmasiyla gelistirilmis olup halen c¢oklu-lokus epigenotipinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Vos ve ark, 1995). MSAP teknigi kullanilarak
bir ¢ok kiiltiir bitkisinde metilasyon varyasyonu arastirilmistir. Yabani gernikte
Venetsky ve ark (2015) tarafindan sadece Israil orijinli materyal kullanilarak
genetik varyasyon tamimlanmaya c¢alistlmistir.  Ancak, “Verimli Hilal”
bolgesininden toplanmis materyalde bu tip bir arastirma heniiz yapilmamustir.

Bundan dolay1 bu ¢aligma, “Verimli Hilal” bolgesinin farkli bolgelerinden
toplanmig olan yabani gernik bugday genotiplerinde (T. dicoccoides) a) DNA
Metilasyon varyasyonunu MSAP teknigine ile tanimlamak, b) bu varyasyonun
yabani gernik genotiplerinin toplandigi bolgelere gore degisip degismedigini
belirlemek ve c) DNA metilasyonunun makarnalik bugdayin evriminde nasil bir rol

oynadigini saptama amaglariyla yiiritilmiistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Yabani gernik bugdayr (T.turgidum ssp. dicoccoides) iki farkli genomu
(AA ve BB) barindiran allotetraploid bir tiirdiir. Bu tiir “Verimli Hilal” boélgesinde
(Tiirkiye’nin giineydogusu, Irak, Iran, Suriye, Filistin, Israil ve Urdiin) dogal olarak
dagilim gostermektedir (Feldman ve Millet, 2001; Salamini ve ark, 2002).
T.turgidum ssp. dicoccoides, makarnalik bugdayin yabani atasidir (Feldman ve
Sears, 1981). Hem makarnalik bugdayin hem de makarnalik bugdaym Ae. tauschii
ile dogal melezlenmesi ve kromozomlarinin katlanmasi sonucu ekmeklik bugdayin
ortaya c¢ikmasma dogrudan katki yaptigi icin “bugdayin anasi” olarak da ifade
edilmektedir (Feldman ve Millet, 2001; Salamini ve ark, 2002; Ozkan ve ark,
2011).

Uzerinde yasadigimiz diinyada bulunan kiiltiir bitkilerinin yabani formlar
insan eliyle ortaya cikan felaketler dolayisiyla hizli bir sekilde azalmaktadir
(Avery, 1985). Bundan dolayi, kiiltiir bitkilerinin yabani gen kaynaklarinin
ivedilikle dagilim gosterdigi ekolojik alanlardan toplanmasi, tanimlanmasi ve
koruma altina alinip gelecek nesillere aktarilmasi gerekmektedir. Son yillarda
yogun olarak yapilan bitki 1slahi g¢aligmalari, ayni anaglarin melezlemelerde
kullanilmasina zemin hazirlamis ve bu durum da kiiltiir bitkilerinde genetik
cesitliligin azalmasma yol agcmistir (Frankel ve Soule, 1981). Ozellikle kiiltiir
bitkilerinin yabani akraba tiirlerinin abiyotik ve biyotik stres faktorlerine karg1 daha
dayanikli oldugu ve bitki 1slahinda kullanilabilecegi farkli arastiricilar tarafindan
rapor edilmistir (Richards ve ark., 2009; Pigliucci, 2010; Martin ve ark., 2011). Bu
durum Kkiiltiir bitkilerinin yabani akrabalarinin énemini her geg¢en giin daha da
artirmaktadir.

Farkli bolgelerden toplanmig olan yabani gernik bugdayimin genetik
yapisinin  bitkinin yetistigi yerin eko-cografik oOzelliginden, iklim ve toprak
faktorlerinden kaynaklandigi, bununda genetik c¢esitliligi arttirdigi rapor edilmistir

(Nevo ve Beiles, 1989; Li ve ark, 1999; Li ve ark, 2000; Li ve ark, 2002; Li ve ark,
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2003; Li ve ark, 2008; Peng ve ark, 2011). Ornegin, allozim (allozyme,
alloenzyme) ve rastgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) markdrleri
kullanilarak yapilan bir alisma Israil'deki mikrocografik bélgelerde yetisen yabani
gernik bugday popiilasyonlarinda, farkli toprak, topografya ve iklim kosullarinin
genetik cesitlilige neden oldugu bildirilmistir (Li ve ark, 2000). Israil’de “terra
rosa” ve “bazalt” toprak tiplerinde yetisen T.dicoccoides popiilasyonlar
kullanilarak yapilan bir calismada, popiilasyonlar arasinda genetik cesitliligin
oldukc¢a yiiksek oldugu, bu varyasyonun hem genetik hem de ekolojik faktorler
tarafindan etkilendigi Li ve ark, (2000) tarafindan 6ne siiriilmiistiir.

Epigenetik, DNA sekansindaki degisiklikler ile agiklanamayan gen
ekspresyonunda ve fonksiyonunda ortaya ¢ikan kalitsal degisikliklerin arastirilmasi
olarak ifade edilmektedir (Richards, 2006; Bird, 2007). Epigenetik degisiklikler,
belirli genleri aktive edebilen, azaltan veya tamamen devre dis1 birakabilen bir dizi
molekiiler siirece dayandigi, ayn1 zamanda kalitsal oldugu bildirilmistir (Wang ve
ark, 2004; Bird, 2007). Epigenetik degisiklikler DNA’nin sitozin metilasyonu,
histon modifikasyonlar1 ve RNA aracili gen susturma siireclerini kapsadigi rapor
edilmistir (Grant-Downton ve Dickinson, 2005; Berger, 2007).

Gegmiste, epigenetik terimi genotipin fenotipe nasil doniistiigiini
belirleyen ve bdylece gelisimsel biyoloji alaninin ¢ogunu kapsayan tiim siiregleri
icerecek sekilde daha genis bir anlamda kullanilmigtir (Richards, 2006; Bird,
2007). Tarihsel olarak, “epigenetik” kelimesi genetik prensiplerle agiklanamayan
olaylar1 tamimlamak igin kullanilmistir. Waddington (1940), epigenetik terimini

“fenotipi ortaya cikaran genler ve 1lriinleri arasindaki etkilesimleri arastiran

biyoloji dali” olarak tanimlamistir. Belirlenen ilk epigenetik molekiiler faktorii
1970'lerde kesfedilen DNA metilasyonudur. Holliday ve Pugh (1975) yaptiklari
caligmada, sitozin-guanin (CpG) diniikleotidlerinin metilasyonunu i¢eren kimyasal
DNA modifikasyonlarini kesfetmigler ve epigenetigin molekiiler mekanizmasini ilk
olarak ortaya ¢ikarmiglardir. 1980'lerin sonlarinda ve 1990'larin baslarinda DNA

metilasyonu’nun disilerde (XX) bir X kromozomunun inaktivasyonu ve genomik
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baskilanma (imprinting) yani genin aktivitesini durdurucu etkisi {izerinde
durulmusgtur. Daha sonraki calismalarda, X kromozomu inaktivasyonunun ve
genomik baskilanmanin (impirinting) epigenetik mekanizmalar tarafindan
diizenlendigi, epigenetik gen regiilasyon mekanizmalarinin kalitsal degisiklikler
meydana getirdigi rapor edilmistir. (Monk, 1988; Willard ve ark, 1993; Chen ve
Riggs, 2005). Belirlenen bir sonraki epigenetik faktdr ise histon modifikasyonlari
ve genomun diizenlenmesinde kromatin yapisinin éneminin anlagilmasi olmustur
(Turner, 1988). Bunu, 2000 yilinda protein kodlamayan RNA'nin belirlenmesi ve
2005 yilinda ilk epigenom analizi ¢caligsmasi takip etmistir (Pokholok ve ark, 2005).

Ekolojik epigenetik, epigenetik varyasyon ile ekolojik olarak ilgili
fenotipik varyasyon arasindaki iliskiyi arastirmaktadir (Schrey ve ark, 2013).
Epigenetik mekanizmalar, DNA sekansin1 degistirmeden gen ekspresyonunu
degistirebilmekte ve morfolojik karakterlerde varyasyona neden olabilmektedir.
(Cubas ve ark, 1999; Morgan ve ark, 1999; Rakyan ve ark, 2003; Richards, 2006;
Manning ve ark, 2006; Kucharski ve ark, 2008). Epigenetik degisiklikler, ilgili
genin fonksiyonu tlizerinde dogrudan bir etkiye sahip olabilmekte ve bu sayede bir
organizmanin belirli gevresel kosullara adaptasyonunu etkileyebilmektedir (Flavia
ve ark, 2019).

Epigenetik regiilasyon, gen diziliminin DNA sekansi digindaki
modifikasyonlarla kalitsal olarak degistirilebilmesidir. Cogunlukla CG ve CHG (H;
A, C, T) bolgelerinin 5-sitosin metilasyonundan meydana gelmektedir (Gruenbaum
ve ark, 1982). Genel bir kural olarak, hipermetilasyon (hypermethylation) gen
ekspresyonunun azalmasi ile iligkiliyken, hipometilasyon (hypomethylation) gen
ekspresyonunun artmast ile iligkilidir (Gonzalgo ve Jones, 1997).

Kiiltiir bitkileri ve bunlarin yabani formlarinda metilasyon temelli
epigenetik varyasyonun yapisi ve kapsami hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu
konuda yapilmis ¢alismalarda Metilasyona Duyarli Amplifiye Polimorfizm
(MSAP, Methylation Sensitive Amplified Polymorphism; Reyna-Lopez ve ark.,

1997) ve bisulfit dizileme tekniklerinin yogun olarak kullanildigi goriilmektedir
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(Gardiner ve ark, 2005; Salmon ve ark, 2008; Li ve ark, 2008; Yaakov ve
Kashkush, 2011; Sa” ez-Laguna ve ark, 2014; Venetsky ve ark, 2015; Song ve ark,
2018). MSAP tekniginin DNA'nin metilasyonundaki varyasyonlari dogru ve
maliyetsiz bir sekilde tarayabilecegi bildirilmistir (Schrey ve ark., 2013). MSAP,
standart bir AFLP protokoliindeki Msel’in yerini metilasyona duyarli enzimlerin
(Mspl ve Hpall) kullanilmasiyla gerceklestirilir. Mspl ve Hpall enzimleri, CCGG
tanima dizisinin sitozin metilasyonuna farkli hassasiyet gostermeleri sayesinde
MSAP analizi yapilabilmektedir (Reyna-Lopez ve ark, 1997; Salmon ve ark,
2008). MSAP analiz metodu kullanilarak Hordeum vulgare (Li ve ark, 2008), Viola
cazorlensis (Herrera ve Bazaga, 2010), Triticum aestivum (Zhong ve ark, 2009) ve
Arabidopsis thaliana (Cervera ve ark, 2002) gibi birgok kiiltiir ve yabani bitkide
CCGG bolgelerindeki metilasyon varyasyonunun yapisi ve orani hakkinda bilgi
elde edilmistir. MSAP analiz metodu oldukg¢a fazla avantaja sahiptir. Genom dizisi
bilinmeyen canlilarda dahil olmak iizere model dis1 sistemler iizerinde aragtirma
yapilmasina olanak saglamaktadir.

S5-metilsitozin ilk olarak 1925 yilinda tiiberkiil basillerinin DNA'sindan
kristal bir pikrat olarak elde edildiginde niikleik asidin bir bileseni olarak rapor
edilmistir (Johnson ve Coghill, 1925). Metillenmis DNA, bagka teknikler
kullanilarak tespit edilemese de 1950'de, bir¢ok hayvan ve bugday DNA'sinda
metillenmis sitozinin varligi ve miktar1 rapor edilmistir (Vischer ve ark., 1949;
Wyatt, 1950). Sonraki yillarda yapilan bilimsel ¢alismalar sonucunda 5-
metilsitozin miktarinin (metillesme miktarinin) seker pancari, egrelti otu, yonca,
lahana, ¢avdar, misir, yerfistigi, aycicegi ve pamukta yiiksek seviyede bulundugu
rapor edilmistir (Thomas ve Sherrat, 1956; Ergle ve Katterman, 1961). Hem
bitkilerde hem hayvanlarda sitozinin esas olarak CG diniikleotit bolgelerinde
metillestigi rapor edilmistir (Gruenbaum, 1981). Bununla birlikte, baz1 bitki
tiirlerinde bulunan yiiksek miktarda 5-metilsitozin metilasyonunun CG dizileriyle
sinirli olmadigini ve sitozinin CNG'de (N= C,G, A,T) ve daha az miktarda CNN

sekanslarinda da metillendigini gosterilmistir (Gruenbaum, 1981).
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Metiltransferazlar, sitozinin 5. karbonuna S- adenosyl-I- methionine metil
grubunu ekleyerek sitozin metilasyonunu sagladigi rapor edilmistir (Zhang ve ark,
2018). Metiltransferazlar CG, CHG ve CHH bolgelerini metillemelerine gore 3
siniffa ayrildigr bildirilmistir  (Sekil 2.1) (Zhang ve ark, 2018). METI1
metiltransferaz, yeni sentezlenen DNA'y1 metile ederek CG metilasyonunu
sirdiirirken, CHG (H; A, T veya C'yi temsil eder) metilasyonunu CMT3
(Chromomethlase 3) veya CMT2’nin sagladig1 bildirilmistir. CHH metilasyonu,
genomik bolgeye bagli olarak DRM2 (Domains Rearranged Methylase 2) veya
CMT?2 ile sagladig1 saptanmustir (Zhang ve ark, 2018). RADM (RNA- directed
DNA methylation) yolagi araciligiyla DRM2, transpozonlarin kenarlarinda bulunan
tekrar dizileri tizerinde CHH metilasyonunu siirdiirdiigii bildirilmistir (Sekil 2.1).

De novo
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Demethylation

Sekil 2.1. Bitkilerde DNA metilasyonunun diizenlenmesi (Zhang ve ark, 2018)

2.1. Farkh Bitki Tiirlerinde DNA Metilasyonunun Varyasyonlari

Bugiine kadar, yosunlardan tahillara, sebzelerden agaglara kadar bir¢ok
bitki tiirinde DNA metilasyonu calisilmistir. Metilom verileri olan 30'dan fazla
bitki tiirli arasinda, vaskiiler olmayan tek hiicreli Chlamydomonas reinhardtii (yesil
algler)’in en diisiik DNA metilasyonuna sahip oldugu (CG, CHG ve CHH sirasiyla
(%5.4, %2,6 ve %2,5) rapor edilmistir (Feng ve ark, 2010). Yapilan bilimsel
caligmalar tarla bitkilerinin genel olarak 6zellikle CG ve CHG bakimindan yiiksek

seviyede DNA metilasyonuna sahip oldugunu gostermistir (Bartels ve ark., 2018).
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Canlilarda CG metilasyonu, CHG (H ; A,C, T) ve CHH metilasyonuna
gore daha yiiksek bir frekansta goriilmektedir (Niederhurth ve ark., 2016; Takuno
ve ark, 2016). Omegin bugdaygillerde meydana gelen stozin metilasyonunun
%50’sinin CG metilasyonu oldugu rapor edilmistir (Niederhurth ve ark., 2016).
CHG ve CHH metilasyon seviyeleri, tiirler arasinda CG metilasyonundan daha
genis Olgiide varyasyon gostermektedir. Ornegin, B. vulgaris metilasyonunun
%81,2’i CHG ve %18,9’i CHH metilasyonu iken, Eutrema salsugineum’in
metilasyonunun %9,3’linlin CHG metilasyonu, %38,2’sinin CG metilasyonu ve %
6,1’inin ise CHH metilasyonu oldugu rapor edilmistir (Niederhurth ve ark., 2016).
Vitis vinifera metilasyonunun %46.0’sinin CG metilasyonu, %20.4’sinin CHG
metilasyonu ve %1.2’si CHH metilasyonu oldugu bildirilmistir (Niederhurth ve
ark., 2016). Tiirler arasinda metilasyon tiplerinin genis varyasyona sahip oldugu
bir¢ok arastirict tarafindan rapor edilmistir (Zemach ve ark., 2010; Feng ve ark.,
2010; Takuno ve ark., 2016; An ve ark., 2017). Turpgillerde CG ve CHG
metilasyonunu diisiik iken CHH metilasyonunun yiiksek oldugu, ancak bazi
bugdaygil tiirlerinde ise CHH metilasyonunun bulunmadigr belirtilmistir
(Niederhurth ve ark., 2016; Bartels ve ark., 2018). Cokus ve ark., (2008)
Arabidopsis genomunun %?24’tiniin metillenmis CG bdlgesi, %6.7’sinin
metillenmis CHG bolgesi (H = A, C veya T) ve %]1.7’sinin metillenmis CHH
bolgeleri icerdigini, ayni zamanda Arabidopsis genomunda bulunan transpoze
olabilen element (TEs) dizilerinin ¢ogunlugunun metillestigini rapor etmislerdir.
2.2. Farkh Bitkilerin Organ ve Dokularinda DNA Metilasyon Profilleri

Bilimsel ¢aligmalar; farkli tiirler, organlar, dokular ve hiicreler arasinda
genis bir DNA metilasyon varyasyonu oldugunu ortaya koymustur (Bartels ve ark.,
2018). Genom biiyiikliigii ile DNA metilasyon seviyesi, genomun sahip oldugu GC
igerigi ve kromatin yapisi arasinda bugiine kadar olumsuz ve/veya olumlu bir iligki
rapor edilmemistir. Ancak, C. elegans'm genomunda DNA metilasyonunun
goriilmedigi, Drosophila melanogaster genomunun ¢ok diisiik diizeyde metilasyon

goriildiigli veya hi¢ goriilmedigi, bazi mantar tiirlerinde nispeten diisiik metilasyon
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seviyesinin tespit edildigi, angiospermler ve memelilerin ise nispeten yiiksek
metilasyona seviyesine sahip oldugu rapor edilmistir (Bartels ve ark., 2018).
Bitkilerin farkli organlarinda bulunan metilasyon seviyesininde farkli
oldugu bircok calismada ifade edilmistir (Hsieh ve ark., 2009; Becker ve ark.,
2011; Calarco ve ark., 2012; Ibarra ve ark., 2012; Lin ve ark., 2017; Ganguly ve
ark., 2017). Ornegin, domates ve Arabidopsis gibi bir¢ok tiirde yapilan bilimsel
caligmalarda kotiledonlarin bitki yapraklari, siirglinleri ve koklerine gore daha
diigiik bir DNA metilasyonun seviyesine sahip oldugu bildirilmistir (Messeguer ve
ark., 1991; Zluvova ve ark., 2001; Ruiz-Garcia ve ark., 2005). Seftalide
olgunlagmamis  siirglin  apikal meristemin (SAM), olgun SAM ile
karsilastirildiginda daha diisiik DNA metilasyonuna sahip oldugu rapor edilmistir
(Bitonti ve ark., 2002). Arabidopsis kok meristemin hiicrelerinin metillesme
oraninin oldukega yiiksek oldugu bildirilmistir (Kawakatsu ve ark., 2016). Celtikte,
CG ve CHG metilasyon seviyelerinin incelenen organlar arasinda (embriyolar,
siirglinler, kokler ve yapraklar) ¢ok benzer oldugu, ancak CHH metilasyon
seviyesinin embriyolardan geng siirgiinlere ve koklere dogru yiikselis gosterdigi,
olgun yapraklarda ise en yiiksek seviyelere ulagtig1 rapor edilmistir (Zemach ve
ark., 2010). Ay arastiricilar, ¢eltik embriyosunda saptanan ti¢ tiir metilasyon (CG,
CHG, CHH) seviyesinin ¢eltik endosperminde saptanan metilasyon seviyelerinden
daha yiiksek oldugunu, diger bir deyisle endospermde bulunan metilasyon
seviyesinin diisiik bulundugunu bildirmislerdir. Arabidopsis bitkisinin yapraklar
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, arabidopsisin yapraklarinda %30.5 CG, %10.0
CHG ve %3.9 CHH metilasyon seviyesi bulundugu rapor edilmistir (Niederhurth
ve ark., 2016). Arabidopsis kullanilarak yapilan bir calismada CG metilasyon
seviyesinin incelenen tiim bitki organlarinda ayni seviyede oldugu ancak
endospermde diisilk bulundugu rapor edilmistir (Bartels ve ark., 2018). Celtik
yapraklariin ise CG'nin %58.4'1, CHG'nin %31.0'1 ve CHH bdlgesinin %5.1'inin
metilasyona ugradigi belirtilmistir (Niederhurth ve ark., 2016). Beta vulgaris

bitkisinin yapraklarinin ise CG’nin %92.6, CHG’nin% 81.2 ve CHH bdlgesinin ise
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%18.9’nin metillestigi rapor edilmistir (Niederhurth ve ark., 2016; Bartels ve ark.,
2018)

2.3. Bugdayda Metilasyon Calismalari

Venetsky ve ark (2015), Israil’in 5 farkli ekolojik bolgesinden toplamus
olduklart Triticum dicoccoides genotiplerinde kalitsal metilasyona dayali
epigenetik varyasyonun yapisi ve kapsami arastirdiklar: bu ¢alismada, Metilasyona
Duyarli Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP) ve Transposon Metilasyon
Polimorfizmi tekniklerini kullandiklarini, kalitimsal epigenetik varyasyonun
degerlendirilmesini saglamak icin tiim genotipleri iki generasyon boyunca ayni
sartlarda yetistirdiklerini, TE’leri ¢evreleyen CCGG bolgeleri de dahil olmak
tizere CCGG bolgelerinin metilasyon seviyesinin %46 ile %76 arasinda degistigini,
metilasyon modelinin genotipler arasinda belirgin olarak farkli oldugunu,
istatistiksel olarak anlamli popiilasyona 6zgii metilasyon modelini saptadiklarini,
metilasyona dayali epigenetik cesitliligin eko-cografik olarak diizenlenmis
olabilecegini ve kismen iklim ve toprak faktorleri tarafindan belirlenebilecegini
bildirmislerdir.

Kaur ve ark (2018), yaptiklar1 ¢alismada metilasyona duyarli amplifiye
polimorfizm (MSAP) yontemini kullanarak kurakliga dayanikli ve dayaniksiz iki
bugday genotipinde su stresinin metillesmeye etkisini belirlemek amaciyla
metilasyon modellerinin analizini yaptiklar1 bu ¢aligmada, kurakliga dayanikli
genotip ile kurakliga dayaniksiz genotip karsilastirildiginda kurakliga dayanikli
genotipte demetilasyonun yiiksek oldugunu, koklerde ve yapraklarda metilasyon
seviyelerinin farkli olmasindan dolayr metilasyonun dokuya 06zgii oldugunu,
kurakliga toleransli ve kurakliga hassas ¢esitler arasinda stabil olarak DNA
metilasyon farkliliklar1 olan birkag bolge bulundugunu bildirerek genotipe 6zel
epigenetik markdrler tanimladiklarini rapor etmislerdir.

Zhong ve ark (2009), yaptiklar1 calismada tuza toleransi farkli olan iki

ekmeklik bugday cesidinde (tuza toleransli Dekang-961 ve hassas Lumai-15) tuz
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stresi ile ortaya ¢ikan DNA metilasyon degisikligini MSAP teknigini kullanarak
incelediklerini, Dekang-961 ¢esidinin CCGG bdlgesinin Lumai-15 ¢esidine gore
fazla metillendigini, NaCl stresinin hem Dekang-961 hem de Lumai-15 gesitlerinde
CCGG bdlgelerinin demetilasyonuna ve bazi bolgelerin ise hipermetilasyonuna
neden oldugunu, her iki ¢esitte de tuz stresinin DNA metilasyonunda belirgin bir
degisiklige neden oldugunu, metilasyon seviyesinin uygulanan NaCl dozuna gore
degistigini, bu degisikliklerin tuz stresi altinda bitkilerin adaptasyonu icin bir
mekanizma olabilecegini rapor etmislerdir.

Yaakov ve Kashkush (2011), yaptiklar1 caligmada yeni sentezlenen
allohekzaploid bugdayin ilk dort generasyonunda ii¢ adet TE (Transpoze olabilen
element) ailesini (Balduin, Apollo ve Thalos) g¢evreleyen CCGG bdlgelerinin
metilasyon modellerini transpozon metilasyon goriintileme teknigini (TMD)
kullanarak incelediklerini, iic TE ailesini ¢evreleyen CCGG bolgelerinin %54
oraninda  hipermetilasyonun  gosterdigini, yeni  sentezlenen  bugday
allohekzaploidinin ilk dort generasyonunda metilasyon modellerinde degisiklikler
belirlendigini, en fazla metillesmenin (%70) yeniden sentezlenen allohekzaploid
bugdaynin ilk iki generasyonunda goriildiigiinii rapor etmislerdir.

Song ve ark (2018), Xinong 1376 ekmeklik bugda cesidinin albino
mutantindaki (Triticum aestivum L.) yaprak rengini diizenleyen epigenetik
mekanizmalar aragtirmak i¢in yaptiklar1 c¢aligmada, Metilasyona Duyarli
Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP) analizi ile epigenetik degisiklikleri tespit
ettiklerini, beyaz veya kirmizi yapraklarim daha yiiksek sitozin metilasyon
seviyelerine sahip oldugunu, MSAP analizi sonucunda 150 adet DNA pargasini
sekansladiklarii, sekanslanan bu 150 adet DNA fragmentinin BLAST analizi
sonucunda 77 adedinin kodlanan bdlgelerde bulundugunu, sekans bigilerinin
homolojisinin arastirilmasi sonucunda bu dizilerin ¢ogunlugunun sinyal iletimi,
transkripsiyon  diizenlemesi, transkripsiyon sonrast  diizenleme, DNA

modifikasyonu ve onarimi, tasima, seliiloz biyosentezi, fotosentez, protein
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ubikitinasyonu, stres yanitlart ve retropozisyon gibi islemlerde yer aldigim
bildirmiglerdir.

Mengi ve ark (2012), MSAP teknigini kullanarak bugday tohumlarinin
¢imlenmesi sirasinda DNA metilasyon dinamikleri incelemek igin yaptiklari
calismada, kuru tohumlar ile ¢imlendirilmis tohumlarin embriyo ve endosperm
dokularinda genomik DNA'nin MSAP profillerini incelediklerini, sitozin
metilasyonunda belirgin degisiklikleri tespit ettiklerini, farkli dokulardaki MSAP
profillerini karsilagtirmalar1 sonucunda kuru tohumlardaki metilasyon seviyesinin
yiksek bulundugunu, metilasyonun her iki grupta meydana gelmesine ragmen
demetilasyonun ¢imlenmekte olan bugday tohumlarinda daha baskin oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, MSAP analizi sonucunda, 16 adet polimorfik DNA
fragmentini klonlayip sekansladiklarini, sekanslanan bu 16 adet DNA
fragmentinden 9 adedinin CCGG bdlgesi igerdigini, BLAST analizi sonucunda
klonlanmig dizilerin 4 adedinin kodlanan bdlgelerde bulundugunu, 16 adet DNA

fragmentinden {i¢iiniin retrotranspozonlara homolog oldugunu rapor etmislerdir.

2.4. Diger Bitkilerde Metilasyon Calismalari

Li ve ark (2008), MSAP teknigini kullanarak ¢ok yillik bir yabani arpa tiirii
olan Hordeum brevisubulatum popiilasyonlar1 i¢inde ve popiilasyonlar arasinda
DNA metilasyon c¢esitliligini inceledikleri calismada, Kuzeydogu Cin'deki
Songnen Prairie'de dagilim gosteren H. brevisubulatum'un dort dogal
popiilasyonunu temsil eden 24 genotipi incelediklerini, bir popiilasyondaki bireyler
arasinda DNA metilasyon modellerinde yiiksek polimorfizm seviyesinin tespit
edildigini, dort popiilasyon arasinda ortaya c¢ikan metilasyon modellerinde
(metilasyona dayali epigenetik popiilasyon yapisi) popiilasyonlar arasi farkliliklarin
bulundugunu, Hordeum brevisubulatum popiilasyonlar1 arasinda DNA metilasyon
modellerinde polimorfizmi tespit etmek icin MSAP tekniginin kullanilabilecegini

rapor etmislerdir.
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Li ve ark (2009), yaptiklar1 ¢alismada pamuk (Gossypium hirsutum L.)
genomundaki sitozin metilasyonunu ve tuz stresi altinda sitozin metilasyon
modelindeki degisiklikleri incelemek amaciyla kendinlenmis pamuk hatt1 olan
YZ1'in ¢imlendirilmis tohumlarim1 3 hafta boyunca 100 ila 200 mmol NaCl
cozeltisine maruz biraktiklarin1 ve gelisimlerini  gozlemlediklerini, 100 mmol
NaCl'nin bitki boyunu ve pamuk fidelerinin kék uzunlugunu arttirdigini, 200
mmol NaCl'nin bitki biliylimesini o6nemli 0l¢lide yavaslattigini, NaCl
konsantrasyonu 100 ila 200 mmol arasinda arttirildiginda, yan koklerin sayisinin
tuz stresi ile biiylik Ol¢lide inhibe edildigini rapor etmislerdir. Farkli tuz
konsantrasyonlarinda yetistirdikleri 6rnekleri 3 hafta sonra hasat ettiklerini ve bu
orneklerde yetistirilen bitki 6rnekleri 3 hafta sonra hasat ettiklerini, genomik DNA
ve toplam RNA izolasyonu yaptiklarini, metilasyona duyarhh amplifiye
polimorfizm (MSAP) yontemi kullanarak DNA metilasyon seviyesini
tanmimladiklarini, DNA metilasyon seviyesinin tuz konsantrasyonu arttikca %
41.2'den % 34.5'e diistiiglinii, uygulanan tuz konsantrasyonu ile DNA metilasyon
diizeyi arasinda anlamli derecede (r = -0.986, P < 0.05) negatif korelasyon
bulundugu, 100, 150 ve 200 mmol NaCl ¢dzeltisine maruz birakilmis genotiplerde,
kontrol DNA’ya (0 mmol NaCl) gére metilasyon oranlarinin sirasiyla %6.4, %7.6
ve %11.3, demetilasyon oranlarinin ise sirasiyla %12.7, %11.1 ve %8.2 oldugunu
bildirmiglerdir.

Wang ve ark (2016), pamukta tuz toleransi ve heterozisin DNA metilasyon
seviyesini ile iligkisini arastirdiklar1 ¢aligmada, bir adet melez pamuk ¢esidi olan
CCRI 29 ve onun iki anacini materyal olarak kullandiklarini, DNA metilasyon
seviyesini belirlemek icin MSAP yontemini kullandiklar1  bildirmiglerdir.
Aragtiricilar, melez CCRI 29 ¢esidinin her iki anaca gore daha yiiksek tuz toleransi
seviyesine sahip oldugunu, tuz stresi altinda melez CCRI 29'daki toplam DNA
metilasyon seviyesinin Onemli Olglide artarken iki ebeveynin tuz stresi ile
kontrolleri arasinda 6nemli bir degisiklik gozlemlenmedigini, melez CCRI29'daki

hipermetilasyonun hipometilasyondan o6nemli ol¢iide daha yiiksek olarak
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bulduklarini, pamuk genomunda toplam DNA metilasyon seviyesinin ve ayrica
farkli metilasyon tiplerinin artmasinin, metilasyonun pamugun tuza toleransinda
o6nemli bir rol oynadigini, hem hipometilasyonun hem de hipermetilasyonun farkli
genler lizerinde meydana geldigini, bazi genlerin tuz stresinden sonra ayni
metilasyon seviyesini korudugunu, bunun da pamukta tuz stresine yanit verirken
karmagik gen ekspresyon degisikliklerini ortaya c¢ikardigini rapor etmislerdir.
Melez CCRI 29'daki ¢ogu sitozin metilasyon bolgesinin ebeveynlerden en az
biriyle ayn1 statiiyli paylasmasia ragmen, melez CCRI29'da hem kontrol hem de
tuz stresi altindaki ebeveynlere kiyasla hipometilasyonun hipermetilasyondan
onemli 6lciide daha yiiksek oldugunu ve bunun sonucu olarak demetilasyonun
pamuk melezinde heterozisi agiklayacak bir mekanizma olabilecegini
bildirmislerdir.

Tan (2010), musir fidelerinde PEG (Polyethylene glycol) ve NaCl
muamelesi ile ortaya c¢ikan metilasyon degisikligini saptamak i¢in yaptigi
calismada MSAP teknigini kullandigini, stresle iligkili 25 adet DNA fragmentini
klonladigim ve sekansladigini, iki adet fragmentin (LP166 ve LPS911) GagePol
Retrotranspozon protein genlerine homolog bulundugunu ve ozmotik stresin
retrotranspozonlarin metilasyonunu arttirdigini bildirmistir.

Ashikawa (2001), celtik genomunda CCGG sekansinin  metilasyon
durumunu metilasyona duyarli amplifiye polimorfizm(MSAP) teknigi kullanilarak
aragtirdigi bir calismada, CpG bdlgesinin metilasyon durumunun iki sinifa
ayrildigini, birinci smifta CpG bolgesindeki metilasyon durumunun tiim geltik
cesitleri arasinda benzer bulunurken, ikinci smif CpG bolgesindekimetilasyon
durumunun ¢esitlere gore farklilik gosterdigini, iki sinif arasindaki metilasyon
polimorfizminin goriilme sikliginin genetik uzaklikla ile iligkili olmadigini rapor
etmistir.

Ruiz-Garci’a ve ark (2005), yaptiklari calismada Arabidopsis gelisimi
boyunca DNA metilasyonunun stabilitesini analiz etmek i¢in Metilasyona Duyarh

Amplifiye Polimorfizm (MSAP) yoéntemini kullandiklarini, yaptiklar1i ¢aligma
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sonucunda kotiledonlardan vejetatif organlara ve iireme organlarina kadar ilerleyen
bir DNA metilasyon egilimi saptadiklarini rapor etmislerdir.

Salmon ve ark (2008), yaptiklari c¢alismada yiiksek diizeyde fenotipik
degiskenlik gosteren bir tiir olan Brassica oleracea’nin genom metilasyonunun
derecesini degerlendirmek ve metilasyon polimorfizmini fenotipik degiskenlikle
iliskilendirmek i¢in metilasyona duyarli amplifikasyon polimorfizmi (MSAP)
teknigini 30 B. oleracea popiilasyonunda ve tiir ¢esitliligini temsil eden hatlarda
kullandiklarini, bu tiirde yiiksek bir metilasyon oraninin ortaya ¢iktigini (%52-60
araliginda), MSAP fragmentlerinin % 30-41'inin Mspl tarafindan ve %17-27'sinin
ise Hpall tarafindan kesildigini, metillenmis fragmentlerin c¢ogunun (%95)
populasyonlar ve hatlar arasinda polimorfik oldugunu rapor etmislerdir.

Portis ve ark (2004), biber tohumlarinin ¢imlenmesi sirasinda MSAP
teknigini kullanarak sitozin metilasyonunun durumunu tespit etmeye calistiklar1 bu
calismada, kuru tohumlarin ve ¢imlenme asamasindaki tohumlarin embriyo
dokularmmdan elde edilen genomik DNA'nmin MSAP profillerinde belirgin
degisiklikler tespit edildigini, kuru tohumlarda saptanmayan fragmentlerin
¢imlenme sirasinda belirli bir agamada hem EcoRI/Hpall hem de EcoRI/Mspl ile
kesimden sonra mevcut oldugunu, kuru tohumlarda her iki enzim ile kesim
sonrasinda mevcut bazi  fragmentlerin ¢imlenme sirasinda saptanmadigini,
demetilasyon olaylarinin ¢imlenme sirasinda transkripsiyonel aktivasyon igin
meydana geldigini rapor etmislerdir.

Sa” ez-Laguna ve ark (2014), ¢ok diisiik seviyede genetik cesitlilik ve
onemli derecede fenotipik plastisite derecesi ile karakterize edilen Pinus pinea'da
sitozin metilasyon modelinin genom c¢apinda analizi ile ilgili yaptiklar1 bu
calismada, Ispanyol P. pinea popiilasyonlarindan vejetatif olarak cogaltilmis
agaclarin DNA metilasyon profillerini Metilasyona Duyarli Amplifiye Polimorfizm
(MSAP) teknigi ile analiz ettiklerini, sonuglara gore yiiksek derecede sitozin
metilasyonu (skorlanan tim DNA parcalarmin %64,36's1) saptandigini, yiiksek

derecede epigenetik ¢esitlilik tespit edildigini belirtmislerdir.
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Transpoze olabilen element dizilerinin (TE'ler) bitkilerde diger genlere
kiyasla daha fazla hipermetilasyona ugradigi rapor edilmistir (Kumar ve Benetzen,
1999; Rabinowicz ve ark, 2003; Madlug ve Comai, 2004). Yapilan ¢alismalarda,
metilasyonun tekrarlayan DNA’larda yogunlukla goriilmesi, transpozonlarin
(Transposable Elements- TEs) susturulmasmmin DNA metilasyonunun birincil
gorevi oldugunun diisliniilmesine neden olmustur (Gehring ve Henikoff, 2008).
Okaryotik evrimin ¢ok erken safhalarinda DNA metilasyonunun ortak atalarda var
olabilecegi rapor edilmistir (Zemach ve ark, 2010). DNA metilasyonu Okaryotik
evrim sirasindaki farkli tiirlerin olusumunda dogal varyasyonlarin ayrilmaz bir
pargasi oldugu bildirilmistir (Bartels ve ark, 2018). DNA metilasyonu evrimsel
stirecte karmagik yol izlemisti. DNA metilasyonunun 6nemli etkilerinden biri
transpoze olabilen elementlerin (TE) genislemesi ve daralmasindan sonra
proliferasyonunu sinirlandirmasidir. TE'lerde yiiksek metilasyon seviyelerinin
anlami, ¢ogu bitki tiiriinde TE'leri susturmaktir. Transpoze olabilen elementleri
(TE) kontrol altinda tutmasinin yaninda epigenetik gen diizenlemesinde rol
oynadig1 bilinmektedir. Ornegin nusir, dizilenmis metilomlar arasinda en biiyiik
genomu olan bir tiirdiir. Biiyllk genom boyutuna ragmen, genlerin ¢ogu DNA
metilasyonunun dogal hedefi olan TE'ler (transpoze olabilen elementler) ile
iligkilidir. Bu, misirda neden bu kadar yiiksek metilasyon oldugunu agiklar (CG,
CHG ve CHH'de sirasiyla %86, %74 ve %5). TE'lerdeki bu metilasyon
bolgelerinin milyonlarca yillik evrimden sonra bazi spesifik dokularda veya
hiicrelerde gen diizenlemesinin  ayrilmaz bir parcast haline geldigi
disiiniilmektedir. DNA metilasyonu, patojenler ve abiyotik stresler gibi farkli
gevresel uyaranlar tarafindan degistirilebilir. Bitkiler bu dinamik gegici metilasyon
degisiklikleri evrim sirasinda korumayabilir. Farkli bitki tiirleri ayn1 veya benzer
DNA metilasyon modellerine sahip olmadigi bilinmektedir. Ciinkii farkli DNA
metiltransferazlara (MET1, CMT2, CMT3, DRM1 ve DRM?2) ve demetilazlara
(DME, ROS1, DML2 ve DML3) sahiptirler. Anjiyospermlerdeki DNA metilasyon
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modellerinin kompleks ve dinamik yapida, evrim sirasinda epigenomun ayrilmaz

bir pargasi oldugu ileri siiriilmiistiir (Bartels ve ark., 2018)
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Bitki Materyali

Bu ¢aligmada “Verimli Hilal” bolgesinde toplanmis olan 87 adet yabani
gernik genotipi ile 3 adet makarnalik bugday ¢esidi (Svevo, Karakilgik ve Cesit4)
materyal kullamilmigtir. Yabani gernik genotiplerinin 15 adedi Israil, 49 adedi
Tiirkiye, 10 adedi Suriye, 13 adedi Liibnan orjinlidir. Kullanilan bitki materyaline
ait detayli bilgi Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.de verilmistir. Yabani gernik
popiilasyonlar1 ve makarnalik bugday cesitleri 2018-2019 yetistirme yilinda
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Arastirma ve Uygulama
Alanina 15 Kasim 2018 tarihinde el ile ekilmistir (Sekil 3.1).

Tarla denemesi, tesadiif bloklar1 deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Genotipler 1m uzunlugundaki siralara, sira iizeri 10 cm ve sira arasi
50 cm olacak sekilde elle ekilmistir. Dekara toplam 16 kg saf N ve 8 kg P,0s
gelecek sekilde giibreleme yapilmistir. Ekimden 6nce dekara 8 kg/da saf N ve 8 kg
P,0s5 gelecek sekilde 20-20-0 kompoze giibre verilerek azotun yarisi ve fosforun
tamami topraga atilmistir. Azotun diger yarist ise kardeslenme-sapa kalkma
donemlerinde iki esit kisimda iire giibresi olarak verilmistir. Yabanci ot kontrolii

elle yapilmustir.
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Cizelge 3.1. Incelenen 87 yabani gernik genotipine ait toplanma yeri ve bolgesi

Genotip Toplandig1

No Ulke Toplanma Yeri

TR1 TURKIYE Kilis’in 37 km kuzeydogusundan Gaziantep’e dogru

TR2 TURKIYE Ovadag’in 12 km kuzeybatisindan Piringlik’e dogru

TR3 TURKIYE Siverek’in 20.2 km dogusu

TR4 TURKIYE  Narl’nin 39 km giineydogusu

TRS TURKIYE  Kilis’in 37 km kuzeydogusundan Gaziantep’e dogru

1S6 ISRAIL Taiba

TR7 TURKIYE  Siverek Karakeci yolu Azemi Koyii

1S8 ISRAIL Taiba

TR9 TURKIYE  Siverek’in 4 km giineyinde Karakegili yolu

TR10 TURKIYE Diyarbakir’in 25 km giiney batist

IS11 ISRAIL BatShelemo

TRI12 TURKIYE  Diyarbakir karayolu ve Karacadag kavsagmin km
giineybatis1

TRI13 TURKIYE Diyarbakir’in 24 km giineybatisindan Ovadag’a dogru

TR14 TURKIYE Diyarbakir’in 50 km kuzey batis1

TR15 TURKIYE  Siverek Karakeci yolu Azemi Kdyii

LB16 LUBNAN Kfarkouk ve Aiha arasinda

TR17 TURKIYE  Siverek Karakeci yolu Azemi Kdyii

TR18 TURKIYE  Karacadag’in 20 km dogusu

LB19 LUBNAN Aiha’dan 1 km sonra Kfarkouk ve Aiha arasinda

TR20 TURKIYE  Karacadag’da Diyarbakir’in 33.6 km batist

LB21 LUBNAN Rashaya yakinlari

TR22 TURKIYE  Karacadag’da Diyarbakir’m 52.6 km batist

TR23 TURKIYE Ovadag’in 18.5 km kuzeybatisindan Piringlik’e dogru

TR24 TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 44 km batisi

TR25 TURKIYE Karabahge’nin 37.9 km giineybatisi

LB26 LUBNAN Rashaya yakinlar1

TR27 TURKIYE  Ovadag’in 18.5 km kuzeybatisindan Piringlik’e dogru

TR28 TURKIYE  Karabahge nin 37.9 km giineybatis

1529 ISRAIL Bat Shelemo

TR30 TURKIYE  Siverek’in 20.2 km dogusu

TR31 TURKIYE  Kahramanmaras’in 112 km kuseybatist

TR32 TURKIYE  Kilis’in 37 km kuzeydogusundan Gaziantep’e dogru

SY33 SURIYE Atareb’den 7 km Qalaat Saman’a dogru, Aleppo

TR35 TURKIYE  Karacadag’da Diyarbakir’m 33.6 km batisi

SY36 SURIYE Kazrin

TR37 TURKIYE  Karacadag’da Diyarbakir’i 32.6 km batist

TR38 TURKIYE  Karacadag’da Diyarbakir’m 44 km batist

TR39 TURKIYE  Karacadag’da Diyarbakir’m 52 km batist

1S40 ISRAIL En haShofet and Daliyya arasinda
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Cizelge 3.1’in devami.

Genotip Toplandig

No Ulke Toplanma Yeri

TR41 TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 36.2 km batist

SY42 SURIYE Kazrin

TR43 TURKIYE Diyarbakir’in 24 km giineybatisindan Ovadag’a dogru
TR44 TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 36.2 km batis1

TR45 TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 36.2 km batisi

TR46 TURKIYE Narli’nin 34 km giineydogusu

LB47 LUBNAN Mt.Hermon

TR48 TURKIYE Kilis’in 37 km kuzeydogusundan Gaziantep’e dogru
1549 ISRAIL Afula-Tiberias

SY50 SURIYE Damaskus

LB51 LUBNAN Kfarkouk ve Aiha arasinda

IS52 ISRAIL Afula-Tiberias

TR53 TURKIYE Narl’nin 34 km giineydogusu

Zavitan ISRAIL -

TRSS TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 52 km batis1

TR56 TURKIYE Karakeci cayiri

TR57 TURKIYE Karabahge’nin 41.6 km giineybatisi

SY58 SURIYE Sweida’nin 32 km Sale ve Malah arasinda

SY59 SURIYE Nawa

SY60 SURIYE Aleppo-Afrin’den sonra Aleppo-Abeen yolu

LB61 LUBNAN Sahlet’in yukarisinda Aiha-Kfarkouk

SY62 SURIYE Sweida

IS63 ISRAIL Bet Me’ir

1S64 ISRAIL Bet Me’ir

TR65 TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 51 km batist

TR67 TURKIYE Kilis’in 37 km kuzeydogusundan Gaziantep’e dogru
TR68 TURKIYE Siir-Pervari yolu {izeri Umurlu K&yii’niin 5km dogusu
1S69 ISRAIL Rosh Pinna’nin 1-2 km giineyinden Safad’a dogru
LB70 LUBNAN Sahlet’in yukarisinda Aiha-Kfarkouk

LB71 LUBNAN Sahlet’in yukarisinda Aiha-Kfarkouk

LB72 LUBNAN Hermon Dagi

1S73 ISRAIL Rosh Pinna’nin 1-2 km giineyinden Safad’a dogru
TR74 TURKIYE Kozluk yolunun 6.8km kuzeyinde Giimiisorgii’ye dogru
SY75 SURIYE Dera

TR76 TURKIYE Idil’den 34.9 km batiya, Mardin

TR77 TURKIYE Ovadag’in 12.9 km kuzeybatisindan Piringlik’e dogru
SY79 SURIYE Krayya

IS80 ISRAIL Rosh Piina yolu {izeri Safad sehir sinir1

LBS81 LUBNAN Hermon Dag1

TRS2 TURKIYE Karakeci Yolu
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Cizelge 3.1’in devami.

Genotip No  Toplandig:

Ulke Toplanma Yeri
1S83 ISRAIL Rosh Piina yolu iizeri Safad sehir sinir1
1S84 ISRAIL Kokhav haShahar
TRS5 TURKIYE  Karabahge nin 41.6 km giineybatis
LB86 LUBNAN Hermon Dag1
TRS88 TURKIYE Siirt-Eruh yolu tizeri iziimliik kdytiniin 6 km batis1
TR89 TURKIYE Karacadag’da Diyarbakir’in 36.2 km batist
LB90 LUBNAN Ainata ve Ain Harch arasi

Sekil 3.1.  Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Arastirma ve
Uygulama Alanina ekilen yabani gernik genotipleri

3.2. DNA izolasyonu

Aragtirmada kullanilan 90 bugday genotipin her birinden tek bitki olacak
sekilde gen¢ yaprak oOrnekleri metilasyon degisikligine karst es zamanli olarak
hasat edilmis, hasat edilen Ornekler laboratuvara getirilmis ve dogrudan DNA

izolasyonuna baslanmigtir. Yaprak ornekleri 23 Mart 2019 tarihinde saat 08:45-
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09:15 araliginda hasat edilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢cin CTAB protokolii
kullanilmistir (Doyle ve Doyle, 1987). Bu yontemde; yas yaprak orneklerinin her
birinden 0.8 g tartilarak havan icerisinde siv1 azot kullanilarak ogiitilmiistiir (Sekil

3.2.).

R N . Ve .

Sekil 3.2. Yaprak orneklerinin havanda 6giitiilmesi

Ogiitiilmiis yaprak drnekleri bulunan tiipler igerisine, 0.9 ml CTAB tampon
¢ozeltisi (100 mMTris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP,
%0.1 Na,S,05) ilave edilmis ve elle birkac defa hafifce calkalanmistir. Ornekler
sicaklifr 65°C olan su banyosuna yerlestirilmistir. Ornekler her 10 dakikada bir
hafifce c¢alkalanmak suretiyle 1 saat 15 dakika boyunca su banyosunda
bekletilmisgtir.

Su banyosundan ¢ikarilan Ornekler oda sicakliginda 15 dk sogumaya
birakilmig ve daha sonra tiiplerin igerisine ekstraksiyon tampon ¢ozeltisi ile esit
oranda (0.9 ml), kloroform: isoamyl alkol (24:1) ilave edilmistir. Tiipler yavasca ve
stirekli olarak 15 dakika boyunca c¢alkalanmistir. Tiipler 15 dakika boyunca 14000
rpm devirde santrifiij yapilmistir. Santrifiijden sonra her tiip icerisindeki siv1 iki faz

haline gelmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3.  Kloroform isoamyl alkol eklenmesinin ardindan iist faz gdriintiisii ve
fazin yeni tiip igine aktarimi

Santriflij olan 6rneklerin {ist fazlar1 alinarak (yaklasik 0.7 ml) 1.5 ml’lik
yeni bir tiipe aktarilmig, yeni tiipiin igerisine soguk (-25°C’de bekletilmis)
isopropanol (0.65 ml) ilavesi yapilmistir. Tipler ¢ok yavas bir sekilde pellet

goriiliinceye kadar birkac defa calkalanmaistir.

Sekil 3.4.  Izopropanol eklenerek elde edilen DNA &rnegi ve iist faz dokiilerek
kurutmaya birakilan tiipler

Tiipler 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek tiip icerisindeki DNA’nin

¢cOkelmesi saglanmig ve isopropanol tlipten bosaltilmigtir. Daha sonra tiipiin
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igerisine, igerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan %76’lik etanol’den 0.60 ml
ilave edilmis ve tiipler 30 dakika calkalandiktan sonra 5000 rpm’de 2 dakika
santrifiij edilmistir. Daha sonra iist faz dokiilerek gece boyunca dogal olarak
kurumaya birakilmistir. Kurutulan DNA’nin {izerine 500 ul ultra saf su (ddH,O)
eklenerek ¢ozdiirme islemi gerceklestirilmis ve ¢ozdiiriilen DNA o6rnekleri -25°C

saklanmustir.

3.2.1. DNA Miktarmin ve Kalitesinin Belirlenmesi

DNA orneklerinin kantitatif miktar1 ve kalitesi DeNovix DS-11 FX
Spectrophotometer/Fluorometer cihazi ile dlglilmiigtir. DNA miktar1 400ng/ul ile
1000ng/pl arasinda degismektedir. Ayrica 260/280 ve 260/230 degerleri de kontrol
edilmistir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. DNA o6rneklerinin kantitatif miktar1 ve kalitesi DeNovix DS-11 FX
Spectrophotometer/Fluorometer cihazi ile dlgiilmesi.

DNA’nin kalitatif analizi i¢in 4 pl DNA 0.5 ml’lik tiiplere konulmus ve
bunun {izerine 2 pl Loading Dye ve 6 pl ultra saf su eklenerek toplam hacim 12

ul’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan 6rneklerden 12 pl alinarak 0.5X TAE soliisyonu
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igerisinde bulunan onceden hazirlanmis %1’lik agaroz jele yiiklenmis ve agaroz
jele yiiklenen bu oOrnekler 100 voltta 40 dakika kosturulmustur. Kontrolii
saglayabilmek amactyla son kuyucuklara 1 kbp ladder DNA yiiklenmistir. Agaroz
jeldeki DNA 6rnekleri ultraviyole transilluminatdér yardimiyla goriintiilenmis, daha
sonra ultraviyale jel dokiimantasyon sisteminde goriintiisii kaydedilmistir (Sekil
3.6.). Bu islemler sonucunda DNA miktar1 100ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir
(Sekil 3.7.).

el

Sekil 3.6. DNA orneklerinin kalitatif analizi i¢in kullanilan transilluminator ve
ultraviyale jel dokiimantasyon sistemi
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TR1 TR2Z TRS TR4 TR5 IS6 TR7 IS8 TR9 TR10 1511 TR12 TR13 TR14 TR15 LB16 TR17 TR18 LB19 1 kbp

—

TR T LYY T

Sekil 3.7. DNA’nin kalitatif analizi i¢in agaroz jel goriintiisii

3.3. MSAP (Metilasyona Duyarh Amplifiye Polimorfizm) Analizi

MSAP yontemi, Vos ve ark, (1995)’'min gelistirdigi AFLP (Standart
Cogaltilmig Parca Uzunluk Polimorfizmi) tekniginin degistirilmis versiyonudur.
MASP teknigi Reyna-Lopez ve ark, (1997) tarafindan gelistirilmistir. Bu teknikte
kesici enzim olarak Hpall ve Mspl kullanilir. Her iki enzimde metillenmemis
CCGG bolgelerini keser. Hpall DNA’nin ¢ift zincirinde bir yada iki sitozinin
metilasyonuna ("C"CGG, C"CGG, "CCGG) karsi duyarliligindan dolay1 kesim
yapmazken, Mspl i¢ sitozinin metillenmesi (C"CGG) durumunda kesim yapar
(Cizelge 3.2.). Distaki sitozinin yart metilasyonu durumunda, yani sadece tek
zincirde dista kalan sitozin metillendiginde Hpall kesim yapabilirken Mspl enzimi

kesim yapamaz (Shaked ve ark., 2001).
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Cizelge 3.2. Hpall/Mspl  kesim enzimlerinin CpG  boélgelerinde  sitozin
metilasyonuna duyarliliklarinin sematik gosterimi

Metilasyon tipi Metillesme durumu Hpall | Mspl

Tip 1 CCGG + +
GGCC

Tip 2 "CCGG + -
GGCC

Tip 3 C"CG G C"CG G - +

G GC"C GGCC
Tip 4 "C"CGG "CCGG "C"CG G - -
Gggeren GGee" G GCC

+:Enzim kesim yapar; -:Enzim kesim yapmaz; Tip 1: Metilasyon durumu yok; Tip 2: D1s
sitozin yar1 metilasyonu; Tip 3: I¢ sitozin metilasyonu veya yar1 metilasyonu; Tip 4: Her iki
sitozin metilasyonu, dis sitozin metilasyonu veya her iki sitozin yar1 metilasyonu

MSAP analizi i¢in Reyna-Lopez ve ark,(1997)’nin gelistirdigi metot
kullanilmigtir. MSAP reaksiyonlarinda 6n selektif PCR asamasinda 1 secici
niikleotit igeren ECORI primeri olarak ECORI+A ve segici niikleotit igermeyen
Hpall/Mspl primerleri kullanilmistir. Segici PCR asamasinda 3 secici niikleotid
iceren floresan boyalarla etiketli ECORI primerleri ve 4 segici niikleotit igeren

etiketsiz Hpall/Mspl primerlerinin kombinasyonu kullanilmistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3.3. MSAP i¢in kullanilan adaptor ve tiim primerlerin listesi

Primer/
Adaptor  EcoR I (E) Hpa II/Msp I (H/M)

Adaptorl CTCGTAGACTGCGTACC GATCATGAGTCCTGCT

Adaptor2 AATTGGTACGCAGTCTAC CGAGCAGGACTCATGA

On Selektif Primer
GACTGCGTACCAATTC+A ATCATGAGTCCTGCTCGG

Selektif Primerler
GACTGCGTACCAATTC+ACT ATCATGAGTCCTGCTCGG+TCAG
GACTGCGTACCAATTC+AGC
GACTGCGTACCAATTC+ACG
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3.3.1. Adaptorlerin Hazirlanmasi

Adaptorler, konsantrasyonu 1pg/ul olacak sekilde 100 ul’lik stoklar
halinde hazirlanmistir. ECORI-Adaptorl, EcoRI-Adaptor2, Hpall/Mspl-Adaptorl,
Hpall/Mspl-Adapt6ér2 tek zincirli oligoniikleotid dizileri ilk once seyreltilerek
adaptér karigimimi hazirlamak igin 1 pg/pl konsantrasyona sahip stok haline
getirilmistir.

Tek zincirli EcoRI adaptorlerinden 180 ul’lik adaptér karigimi
hazirlanmigtir. Bu islem ic¢in 5.1 pl stok EcoRI-Adaptérl 0.2 ml’lik per tiipiine
eklenmistir. Uzerine 4.5 pl stok ECORI-Adaptor2 eklenmistir. 170.4 ul ultra saf su
eklenerek hacim 180 pl’ye tamamlanmigtir. Daha sonra tek zincirli Hpall/Mspl
adaptorlerinden 180 pl’lik adaptor karigimi hazirlanmistir. Bu islem i¢in 45 pl stok
Hpall/Mspl-Adaptérl 0.2 ml’lik PCR tiipiine eklenmistir. Uzerine 45 pl stok
Hpall/Mspl-Adaptér2 eklenmistir. 90 pl ultra saf su eklenerek hacim 180 ul’ye
tamamlanmustir.

Adaptor karigimlart 95°C’de 5 dakika boyunca PCR cihazinda inkiibe
edilmistir. Daha sonra 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmis ve ardindan
adaptor karigimlart PCR tiiplerinden 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Bu islem ile
tek zincirli EcoRI ve Hpall/Mspl oligoniikleotidleri dimer yapisi olusturarak ¢ift
zincirli EcoRI ve Hpall/Mspl adaptorii haline getirilmistir. Bu reaksiyonlar
Restriksiyon/Ligasyon Reaksiyonunda adaptor olarak kullanilmak tizere -20 °C’de

derecede saklanmugtir.

3.3.2. Restriksiyon/Ligasyon Reaksiyonu

Restriksiyon ve Ligasyon reaksiyonu tek bir tiip igerisinde bir arada
gergeklestirilmistir. Bu reaksiyon ile restriksiyon enzimleri genomik DNA’y1
kendilerine 6zgii bolgelerden kesmis, ayni reaksiyon igerisinde kesilen bolgelere
Ozgii adaptorlerin (Ecorl enzimi igin Ecorl adaptérii, Hpall/Mspl enzimleri igin

Hpall/Mspl adaptorleri) ligasyonu saglanmistir. Restriksiyon/Ligasyon reaksiyon
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hacmi 10 pl olarak hazirlanmistir. Reaksiyon 1.5 ml’lik ependorf tiipler igerisinde
gergeklestirilmistir.

Mspl igin Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu; 1 pl 10X DNA ligaz buffer, 1
ul 0.5 M NaCl, 1 ul Hpall/Mspl Adaptérii, 1 ul Ecorl adaptori, 0.1 ul Mspl
restriksiyon enzimi(20000U/ml), 0.1 pl Ecorl restriksiyon enzimi(20000U/ml), 0.3
ul T4 DNA Ligaz(400000u/ml), 4 pl genomik DNA ve 1.5 ul ultra saf su
icermektedir. Hpall icin Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu; 1 pul 10X DNA ligaz
buffer, 1 pul 0.5 M NaCl, 1 ul Hpall/Mspl Adaptorii, 1 pl Ecorl adaptori, 0.2 pl
Hpall restriksiyon enzimi(10000U/ml), 0.1 ul Ecorl restriksiyon
enzimi(20000U/ml), 0.3 pl T4 DNA Ligaz (400000u/ml), 4 pl genomik DNA ve
1.4 pl ultra saf su icermektedir.

90 DNA ornegi ve negatif kontroller i¢in restriksiyon/ligasyon karisimi
hazirlanmis ve tiiplere 6 ul olacak sekilde dagitilmistir. Uzerine 4 ul genomik
DNA eklenerek pipetleme yontemiyle karistirilmistir. Negatif kontroller icin DNA
yerine 4 ul ultra saf su kullanilmistir.

Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu inkiibator icerisinde 37°C’de 3 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiipler igerisine 90 pl ultra saf su
eklenerek seyreltilmistir.

Seyreltilmis reaksiyonun her birinden kontol i¢in 10 pl alinarak %0.8’1lik
agaroz jel icerisindeki kuyucuklara yiliklenmis ve 40 dakika boyunca
kosturulmugtur (Sekil 3.8). Kontrolii saglayabilmek amaciyla son kuyucuklara 1
kbp ladder DNA yiiklenmigtir. Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonlari 6n selektif
PCR agamasi i¢in -20 °C’de saklanmustir.
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TR1 TRZ TR3 TR4 TRS IS6 TR7 IS8 TR9 TR10 IS11 TR12 TR13 TR14 TR15 LB16 TR17 TR19 LB19 1kbp

Sekil 3.8. Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonlarinin %0.8’lik agaroz jelde kontrolii

3.3.3. On Selektif PCR (Preamplifikasyon) Asamasi

Calismada kullanilan 6n selektif PCR amplifikasyonu agamasi igin
reaksiyonun hacmi 20 pl olarak hazirlanmistir. On selektif PCR reaksiyonu; 8.9 pl
ultra saf su, 2 ul 10X Taq DNA Polimeraz buffer, 2 pl 25 mM MgCl,, 0.8 pl 2.5
mM dNTP, 0.3 pul Tag DNA Polimeraz (5U/ ul), 1 ul HM (Mspl-Hpall) 6n selektif
primeri, 1 pul ECORI primeri ve 4 ul seyreltilmis Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu
DNA’s1 igermektedir. Oncelikle 90 drnek ve negatif kontroller icin PCR karigimi
hazirlanmig ve PCR tiiplerinin her birine 16 ul olacak sekilde dagitilmistir
Ardindan 4 pl seyreltilmis Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu DNA’s1 eklenerek
pipetleme yontemiyle karigtirilmig. Negatif kontroller igin DNA yerine 4 pl ultra
saf su kullanilmustir.

On selektif PCR dongii kosullar;; 94°C’de 3 dakika, 30 dongii boyunca
denatiirasyon agamasi, 94°C’de 30 saniye, primerin baglanma asamasi, 60°C’de 30
saniye, uzama asamasi 72°C’de 1 dakika ve sonlandirma asamasi 4°C olacak
sekilde gerceklestirilmistir. On selektikf PCR reaksiyonlarmdan 10 pl alinarak 1.5
ml’lik tiiplere aktarilmis, lizerine 190 pl ultra saf su eklenerek seyreltilmistir.
Selektif PCR agamasinda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

PCR tiiplerinde kalan 10 pl 6n selektif PCR driinlerinin {izerine 2 ul
loading dye eklenerek %1.5’lik agaroz jelde kosturulmustur (Sekil 3.9). Kontrolii
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saglayabilmek amaciyla son kuyucuklara 100 bp ladder DNA yiiklenmistir. On
selektif PCR reaksiyonu Mspl ve Hpall restriksiyon/ligasyon DNA firiinleri i¢in

ayni sartlar altinda birbirinden bagimsiz gerceklestirilmistir.

TR1 TR2 TR3 TR4 TR5 IS6 TR7 IS8 TR9 TR10 IS11 TR12 TR13 TR14 TR15 LB16 TR17 TR18 LB19 1kbp

T L LI LTI r s

Sekil 3.9. On Selektif PCR reaksiyonlarinin %1.5’lik agaroz jelde kontrolii

3.3.4. Selektif PCR Asamasi

Caligmada kullanilan selektif PCR amplifikasyonu asamasi igin
reaksiyonun hacmi 20 pl olarak hazirlanmistir. On selektif PCR reaksiyonu; 10 pl
ultra saf su, 2 pul 10X Taq DNA Polimeraz buffer, 2 pl 25 mM MgCl,, 0.8 pl 2.5
mM dNTP, 0.2 pul Tag DNA Polimeraz(5U/ ul), 1 pl FAM ile isaretlenmis
HM(Mspl-Hpall) selektif primeri, 1 pl EcORI primeri ve 3 pl seyreltilmis 6n
selektif PCR iiriinii icermektedir. Oncelikle 90 &rnek ve negatif kontroller i¢in PCR
karigimi hazirlanmig ve PCR tiiplerinin her birine 17 pl olacak sekilde dagitilmistir.
Ardindan 3 pl seyreltilmis On selektif PCR eklenerek pipetleme yontemiyle
karistirllmigtir. Negatif kontroller igin DNA yerine 3 pl ultra saf su kullanilmistir.

Selektif PCR dongii kosullari; 94°C’de 2 dakika, denatiirasyon asamasi
94°C’de 30 saniye, primerin baglanma asamasi 63°C’den 57 °C’ye (her dongiide
1°C azalarak) 30 saniye, uzama asamasi 72°C’de 1 dakika olmak iizere toplam 7

dongii , denatiirasyon asamasi 94°C’de 30 saniye, primerin baglanma asamasi
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56°C’de 30 saniye, uzama asamasi 72°C’de 1 dakika olmak tizere toplam 25 dongi

ve sonlandirma agsamasi 15°C seklinde gergeklestirilmistir.

3.4. Transposon Metilasyon Goriintiisii (TMD) Analizi

TMD, CCGG bdlgelerinin metilasyon durumunu TE (Transpoze olabilen
element)'leri ¢evreleyen dizilerde genom ¢apinda analiz edilmesini saglayan bir
yontemdir. Transpozonlarin metilasyon durumunu analiz etmek igin MSAP
yontemi degistirilerek uygulanmistir. Bu ydntemde ECORI restriksiyon enzimi
restriksiyon/ligasyon asamasina dahil edilmemis, DNA o6rnekleri Mspl ve Hpall ile
birbirinden bagimsiz olarak kesilmistir. Yine ayni sekilde EcoRI adaptorleri
kullanilmamis, Mspl restriksiyon/ligasyon reaksiyonu icin Mspl adaptorii, Hpall
restriksiyon/ligasyon reaksiyonu i¢in Hpall adaptorii kullanilmstir.

Bu yontem ile MITE (a miniature inverted-repeat transposable element)
transpozon ailesine ait olan sinif 2 transpozon elementi Thalos’un metilasyon
durumu analiz edilmistir. TMD reaksiyonlarinda 6n selektif PCR asamasinda
Thalos spesifik primer ve secici niikleotit icermeyen Hpall/Mspl primerleri
kullanilmistir (Cizelge 3.4). Segici PCR asamasinda flourosan boya ile etiketli
Thalos spesifik primeri ve 4 secici niikleotit igeren etiketsiz Hpall/Mspl primeri

kullanilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. TMD ig¢in kullanilan adaptor ve tiim primerlerin listesi

Primer/

Adaptor Thalos 5’ -3’ Hpa I[I/Msp I (H/M) 5 -3°
Adaptorl - GATCATGAGTCCTGCT
Adaptor2 - CGAGCAGGACTCATGA

On Selektif Primer
GCTCCGTATGTAGTCACTTATTGA ATCATGAGTCCTGCTCGG

Selektif Primerler
GCTCCGTATGTAGTCACTTATTGA ATCATGAGTCCTGCTCGG+TCAG
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3.4.1. Adaptorlerin Hazirlanmasi

Adaptorlerden 1ug/ul olacak sekilde 100 ul’lik stoklar hazirlanmigtir.
Hpall/Mspl-Adaptorl, Hpall/Mspl-Adaptér2 olmak iizere 2 farkli stok
hazirlanmstir.

Hpall/Mspl tek zincirli adaptorlerinden 180 pl’lik adaptér karisimi
hazirlanmistir. Bu islem igin 45 pl stok Hpall/Mspl-Adaptorl 0.2 ml’lik per tiipiine
eklenmistir. Uzerine 45 pl stok Hpall/Mspl-Adaptor2 eklenmistir. 90 ul ultra saf
su eklenerek hacim 180 ul’ye tamamlanmaistir.

Adaptor karisimlar 95°C’de 5 dakika boyunca PCR cihazinda inkiibe
edilmistir. Daha sonra 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir ve
ardindan adaptor karisimlart PCR tiiplerinden 1.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Bu
reaksiyonlar Restriksiyon/Ligasyon Reaksiyonunda adaptor olarak kullanilmak

tizere -20 °C’de derecede saklanmistir.

3.4.2. TMD Restriksiyon/Ligasyon Reaksiyonu

Restriksiyon ve Ligasyon reaksiyonu tek bir tiip igerisinde bir arada
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyon ile restriksiyon enzimi genomik DNA’y1 kendine
0zgli bolgelerden kesmis, ayni reaksiyon igerisinde kesilen bolgelere 0zgii
Hpall/Mspl adaptorleri ile ligasyon saglanmigtir. Restriksiyon/Ligasyon reaksiyon
hacmi 10 pl olarak hazirlanmistir. Reaksiyon 1.5 ml’lik tiipler igerisinde
gergeklestirilmistir.

Mspl igin Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu; 1 pl 10X DNA ligaz buffer, 1
pl 0.5 M NaCl, 1 pl Hpall/Mspl Adaptorii, 0.1 pl Mspl restriksiyon
enzimi(20000U/ml), 0.3 pl T4 DNA Ligaz(400000U/ml), 2 ul genomik DNA ve
4.6 pl ultra saf su icermektedir. Hpall i¢in Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu; 1 ul
10X DNA ligaz buffer, 1 ul 0.5 M NaCl, 1 pl Hpall/Mspl Adaptorii, 0.2 pl Mspl
restriksiyon enzimi(20000U/ml), 0.3 ul T4 DNA Ligaz(400000u/ml), 2 pl genomik
DNA ve 4.5 pl ultra saf su icermektedir.
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90 DNA ornegi ve negatif kontroller igin restriksiyon/ligasyon karisimi
hazirlanmis ve tiiplere 8 ul olacak sekilde dagitilmistir. Uzerine 2 ul genomik
DNA eklenerek pipetaj yontemiyle karigtirilmistir. Negatif kontroller igin DNA
yerine 2 pl ultra saf su kullanilmistir. Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu inkiibator
icerisinde 37 °C’de 3 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra tiipler
igerisine 90 pl ultra saf su eklenerek seyreltilmistir.

Seyreltilmis reaksiyonun her birinden 10 pl alinarak %0.8’lik agaroz jel
igerisindeki kuyucuklara yiliklenmis ve 40 dakika boyunca kosturulmustur.
Kontrolii saglayabilmek amaciyla son kuyucuklara 1 kbp ladder DNA
yiiklenmistir. Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonlari 6n selektif PCR asamasi i¢in -20

°C’de derecede saklanmustir.

3.4.3. On Selektif PCR (Preamplifikasyon) Asamasi

Caligmada kullanilan 6n selektif PCR amplifikasyonu agsamast igin
reaksiyonun hacmi 20 pl olarak hazirlanmistir. On selektif PCR reaksiyonu; 8.9 pl
ultra saf su, 2 ul 10X Taq DNA Polimeraz buffer, 2 ul 25 mM MgCl,, 0.8 pl 2.5
mM dNTP, 0.3 ul Tag DNA Polimeraz(5U/ pl), 1 ul HM(Mspl-Hpall) 6n selektif
primeri, 1 pl transpozon primeri ve 4 pl seyreltilmis Restriksiyon/Ligasyon
reaksiyonu DNA’s1 icermektedir. Oncelikle 90 6rnek ve negatif kontroller icin
PCR karisimi hazirlanmig ve PCR tiiplerinin her birine 16 ul olacak sekilde
dagitilmistir Ardindan 4 pl seyreltilmis Restriksiyon/Ligasyon reaksiyonu DNA’s1
eklenerek pipetleme yontemiyle karistirilmigtir. Negatif kontroller igin DNA yerine
4 ul ultra saf su kullanilmistir.

On selektif PCR déngii kosullari; 94 °C’de 3 dakika, 30 dongii boyunca
denatiirasyon asamasi, 94 °C’de 30 saniye, primerin baglanma asamasi, 60 °C’de 30
saniye, uzama asamasi 72 °C’de 1 dakika ve sonlandirma asamasi 4 °C seklinde
gercgeklestirilmistir. On selektikf PCR reaksiyonlarindan 10 pl almarak 1.5 ml’lik
tiiplere aktarilmis, iizerine 190 pl ultra saf su eklenerek seyreltilmistir. Selektif

PCR asamasinda kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir. PCR tiiplerinde kalan
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10 pl on selektif PCR iiriinlerinin {izerine 2 pl loading dye eklenerek %1.5’1lik
agaroz jelde kosturulmustur. Kontrolii saglayabilmek amaciyla son kuyucuklara
100 bp ladder DNA yiiklenmistir. On selektif PCR reaksiyonu Mspl ve Hpall
restriksiyon/Ligasyon DNA iiriinleri i¢in ayni sartlar altinda birbirinden bagimsiz

gergeklestirilmistir.

3.4.4. Selektif PCR Asamasi

Calismada kullanilan selektif PCR amplifikasyonu asamasi igin
reaksiyonun hacmi 20 ul olarak hazirlanmistir. On selektif PCR reaksiyonu; 10 pl
ultra saf su, 2 ul 10X Taq DNA Polimeraz buffer, 2 ul 25 mM MgCl,, 0.8 pl 2.5
mM dNTP, 0.2 pl Tag DNA Polimeraz(5U/ pl), 1 pl FAM ile isaretlenmis
HM(Mspl-Hpall) primeri, 1 pl FAM ile isaretlenmis transpozon primeri ve 3 pl
seyreltilmis on selektif PCR iiriinii igermektedir. Oncelikle 90 &rnek ve negatif
kontroller i¢cin PCR karigimi hazirlanmis ve PCR tiiplerinin her birine 17 pl olacak
sekilde dagitilmistir. Ardindan 3 pl seyreltilmis 6n selektif PCR eklenerek pipetaj
yontemiyle karigtirilmigtir. Negatif kontroller i¢in DNA yerine 3 pl ultra saf su
kullanilmastir.

On selektif PCR dongii kosullari; 94 °C°de 2 dakika, denatiirasyon asamas1
94 °C’de 30 saniye, primerin baglanma asamasi 63 °C’den 57 °C’ye (her dongiide
1°C azalarak) 30 saniye, uzama agsamasi 72 °C’de 1 dakika olmak {izere toplam 7
dongii , denatiirasyon asamasi 94 °C’de 30 saniye, primerin baglanma asamasi 56
°C’de 30 saniye, uzama asamasi 72 °C’de 1 dakika olmak iizere toplam 25 dongii

ve sonlandirma agsamasi 15 °C seklinde gergeklestirilmistir.

3.5. Kapiler Elektroforez’de Analiz i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

MSAP ve TMD selektif PCR islemi sonrasi, her bir 6rnek igin, 2.5 ul
selektif PCR {iriinii alinarak 9.9 pl Hi-Di Formamid ve 0.6 pl LIZ-500 size
standart ile birlikte 96°lik platelerin her bir kuyucuguna yiiklenmistir. Daha sonra

plate santrifiij cihazinda plate kisa siireli santrifiij edilerek baloncuklarin
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giderilmesi saglanmistir. Ornekler Applied Biosystems 3730 xI DNA analizatdr

cihazina yiklenmis ve okuma yapilmgtir.

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Kapiler Elektroforez’den alinan veriler GeneMapper 4.0 programi
kullanilarak analiz edilmistir. Her bir primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl i¢in
alinan verileri GeneMapper 4.0 programinda bir arada analiz edilerek genotiplerin
metilasyon durumlarinin belirlenmesi saglanmistir. Analiz sonuglarinda her bir alel
(bant) grafikte pik olarak kendini gdstermistir.

MSAP ve TMD analizleri i¢in tiim 6rneklerde baz biiyiikliiklerine gore her
bir pik (alel) ‘1’ ile skorlanirken olmayan aleller ‘0’ ile skorlanmistir. Skorlama
islemi icin ‘Excel’ paket programi kullanilmistir. Skorlama yapilirken
kombinasyonlar birbirinden ayri sekilde degerlendirilmistir. Her bir genotip igin
metillenen allelleri ifade eden Hpall ‘1° Mspl 0’ ve Hpall ‘0 Mspl’'l” ,
metillenmeyen alelleri ifade eden Hpall ‘1’ Mspl ’1°, Tip 4 metilasyonu ve alelin
genotipte bulunmamasmi ifade eden Hpall ‘0’ Mspl’0’ seklinde skor tablosu
olusturulmustur. Daha sonra metillenen allelerin sayis1 toplam alellerin sayisina
boliinerek metilasyon ylizdeleri belirlenmistir. Tip 4 metilasyonu ifade etse de
alelin bulunmama durumunu da ifade edebilecegi icin metilasyon yiizdesi

hesaplanirken toplam alel sayisina dahil edilmemistir(Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Bant profillerine gore 6rnek skorlama
Bant Profili Skor
Genotip 1 Genotip 2 Genotip 1 Genotip 2
Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl Hpall Mspl
+ + + - 1 1 1 0
+ - + + 1 0 1 1
- + - - 0 1 0 0
+ - + - 1 0 1 0
+ + - + 1 1 0 1

‘msap’ R paket programi (Pérez-Figueroa, 2013) kullanilarak Molekiiler

Varyans analizleril AMOVA) yapilmistir. Ayrica alel sayisi, metillenen alel sayisi,

metillenmeyen alel sayisi hesaplanmigtir. Filogenetik aga¢ olusturmak igin

DARwin 6.0 paket programi kullanilmistir (Perrier ve Jocquemoud-Collet, 2006).
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. MSAP (Methylation Sensitive Amplified Polymorphism) Analizi
4.1.1. Genotiplerin DNA Metilasyon Seviyeleri

Bu ¢aligmada 3 adet primer ¢ifti kombinasyonu kullanilarak 87 adet yabani
gernik ve 3 adet makarnalik bugday genotipinin metilasyon seviyeleri
belirlenmistir. Ug primere ait elde edilen sonuglar detayli olarak Cizel 4.1.’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Yabani gernik genotiplerinin primer kombinasyonlarina gore
metilasyon seviyesi

Genotipler (E)-ACT/ (E)-AGC/ (E)ACG/ Ortalama
(HM)-TCAG (HM)-TCAG (HM)-TCAG  Metilasyon
Metilasyon Metilasyon Metilasyon Seviyesi
Seviyesi Seviyesi Seviyesi
(%) (%) (%) (%)

TRI1 62.03 61.19 59.48 60.90
TR2 65.00 - 53.13 59.07
TR3 76.25 - 64.62 70.44
TR4 70.51 63.04 56.06 63.20
TRS 61.73 69.00 59.03 63.25

IS6 55.21 68.93 52.49 58.88
TR7 71.25 - 62.32 66.79

IS8 - 70.80 - 70.80
TR9 67.62 62.73 57.87 62.74
TR10 - 70.00 - 70.00
IS11 60.24 60.91 52.26 57.80
TR12 72.94 75.93 59.04 69.30
TR13 70.51 69.09 68.84 69.48
TR14 69.84 63.55 75.41 69.60
TR15 73.42 56.36 61.14 63.64
LB16 57.14 68.64 62.21 62.66
TR17 68.83 54.74 57.14 60.24
TRI18 68.67 66.67 55.78 63.71
LB19 77.68 - 73.13 75.41
TR20 80.81 69.09 67.91 72.60
LB21 65.12 64.60 60.84 63.52
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Cizelge 4.1.’in devamu

Genotipler (E)-ACT/ (E)-AGC/ (E)ACG/ Ortalama
(HM)-TCAG (HM)-TCAG (HM)-TCAG Metilasyon
Metilasyon Metilasyon Metilasyon Seviyesi
Seviyesi Seviyesi Seviyesi
(%) (%) (%) (%)
LB21 65.12 64.60 60.84 63.52
TR22 62.71 - 61.21 61.96
TR23 78.21 72.41 63.87 71.50
TR24 90.48 - - 90.48
TR25 69.01 58.76 60.00 62.59
LB26 53.03 66.25 57.38 58.89
TR27 88.89 80.00 70.59 79.83
TR28 68.42 69.31 61.59 66.44
1S29 47.13 68.69 51.55 55.79
TR30 66.20 - 60.36 63.28
TR31 54.21 66.94 58.08 59.74
TR32 74.07 68.69 62.03 68.26
SY33 53.66 66.98 58.29 59.64
TR34 50.59 70.59 54.38 58.52
TR35 53.33 - 55.56 54.45
SY36 61.45 71.29 65.75 66.16
TR37 68.12 64.95 59.35 64.14
TR38 67.82 63.74 58.48 63.35
TR39 52.38 69.14 65.28 62.27
1S40 - 73.56 - 73.56
TR41 - 74.67 64.83 69.75
SY42 61.25 77.27 84.87 74.46
TR43 93.10 - 68.29 80.70
TR44 66.18 74.12 56.16 65.49
TR45 77.03 92.31 61.29 76.88
TR46 74.32 73.33 64.29 70.65
LB47 68.92 75.31 73.83 72.69
TR48 64.38 68.35 63.03 65.25
1S49 62.86 65.22 57.59 61.89
SY50 51.95 72.84 76.34 67.04
LB51 53.66 73.91 52.67 60.08
1S52 59.78 - 70.59 65.19
TRS53 70.42 71.43 57.50 66.45
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Cizelge 4.1.”in Devami

Genotipler (E)-ACT/ (E)-AGC/ (E)ACG/ Ortalama
(HM)-TCAG (HM)-TCAG (HM)-TCAG Metilasyon
Metilasyon Metilasyon Metilasyon Seviyesi
Seviyesi Seviyesi Seviyesi
(%) (%) (%) (%)
TRS55 69.07 74.70 61.94 68.57
TR56 64.58 65.00 57.74 62.44
TR57 56.10 64.84 84.25 68.40
SY58 60.61 63.04 72.03 65.23
SY59 57.29 55.70 60.36 57.78
SY60 - 60.23 54.17 57.20
LB61 47.31 57.95 48.50 51.25
SY62 52.56 64.63 53.52 56.90
1S63 - 67.09 57.23 62.16
1S64 54.00 63.33 59.04 58.79
TR65 58.82 59.76 61.25 59.94
TR67 60.47 70.00 57.83 62.77
TR68 80.19 62.65 52.10 64.98
1S69 66.23 66.22 59.63 64.03
LB70 64.10 76.47 51.19 63.92
LB71 50.00 62.03 5143 54.49
LB72 - 68.06 63.09 65.58
1S73 66.28 58.97 54.97 60.07
TR74 45.54 50.00 53.57 49.70
SY75 48.89 70.10 57.84 58.94
TR76 70.37 - 51.97 61.17
TR77 72.41 73.03 58.13 67.86
SY79 56.00 69.41 59.60 61.67
1S&0 - 68.63 56.73 62.68
LBS81 55.10 56.82 56.79 56.24
TR&2 56.18 65.52 60.22 60.64
1S83 52.83 59.04 51.85 54.57
1S84 62.14 87.01 58.58 69.24
TR85 56.25 64.37 53.05 57.89
LB86 62.07 83.33 56.16 67.19
TR&8 54.95 53.75 57.41 55.37
TR&9 58.43 - 59.88 59.16
LB90 60.23 64.94 61.69 62.29
Zavitan 68.42 61.18 60.98 63.53
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Cizelge 4.2. Makarnalik bugday genotiplerinin primer kombinasyonlarma gore
metilasyon seviyesi

Genotipler (E)-ACT/ (E)-AGC/ (E)ACG/ Ortalama
(HM)-TCAG (HM)-TCAG (HM)-TCAG Metilasyon
Metilasyon Metilasyon Metilasyon Seviyesi
Seviyesi (%) Seviyesi (%) Seviyesi (%) (%)
Svevo 62.65 52.50 - 57.58
Karakilgik88 47.17 55.56 56.89 53.21
Cesit 4 48.15 63.41 78.63 63.40

Cizelge 4.1°den goriildiigii gibi, yabani gernik pupiilasyonu igerisinde (E)-
ACT/(HM)-TCAG Primer kombinasyonu ic¢in metilasyon seviyesi %45.54 ile
%93.1 arasinda, (E)-AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon
seviyesi %50 ile %92.31 arasinda, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu
%48.5 ile  %84.87

kombinasyonlarinin ortalamasi igin metilasyon seviyesi %49.74 ile %90.48

icin metilasyon seviyesi arasinda, tim primer
arasinda de@ismistir. Venetsky ve ark, (2015) Israil orjinli yabani gernik
popiilasyonlarini igerisinde metilasyon seviyesinin %63.7 ile %71.3 arasinda
oldugunu bildirmistir. Elde ettigimiz bulgularda metilasyon seviyesi araliginin
Venetsky ve ark, (2015) bildirdigi bulgulara gére daha genis aralikta olmasinin
sebebi popiilasyonlarimizin daha genis bir cografi dagilim gostermesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Incelenen genotiplerin metilasyon seviyeleri
bakimindan genis bir varyasyon gosterdigi sonucuna varilmistir. (E)-ACT/(HM)-
TCAG primer kombinasyonu i¢in en diigiikk metilasyon seviyesine sahip genotipin
TR74, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin TR43 oldugu, (E)-
AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine
sahip genotipin TR74, en yiikksek metilasyon seviyesine sahip genotipin TR45
oldugu, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon

seviyesine sahip genotipin LB61, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin

SY42 oldugu saptanmistir. Tiim primerlerin ortalamasi dikkate alindiginda en
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disilk metilasyon seviyesine sahip genotipin TR74, en yiiksek metilasyon
seviyesine sahip genotipin ise TR24 oldugu belirlenmistir.

Makarnalik bugday genotipleri i¢in Cizelge 4.2. incelendiginde (E)-
ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesinin %62.65 ile
%48.15 arasinda, (E)-AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin metilasyon
seviyesinin  %63.41 ile %52.50 arasinda, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer
kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesinin %78.63 ile %56.89 arasinda, tiim primer
kombinasyonlarinin ortalamasi i¢in metilasyon seviyesinin ise %53.21 ile %63.40
arasinda  degistigi  ortaya  ¢ikmaktadir. (E)-ACT/(HM)-TCAG  primer
kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotipin Karakil¢ik88,
en yliksek metilasyon seviyesine sahip genotipin Svevo oldugu, (E)-AGC/(HM)-
TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotipin
Svevo, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin Cesit4 oldugu, (E)-
ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine
sahip genotipin Karakilgik88, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin ise
Cesit4 oldugu saptanmigtir. Tiim primerlerin ortalamasi dikkate alindiginda en
diisiik metilasyon seviyesine sahip genotipin Karakilgik88, en yiiksek metilasyon

seviyesine sahip genotip Cesit4 oldugu belirlenmistir.

4.1.2. Yabani Gernik ve Makarnalik Bugday Popiilasyonlarinin Metilasyon
Tiplerine Gore DNA Metilasyon Seviyeleri

Yabani gernik ve makarnalik bugday popiilasyonlarinin ii¢ primer
kombinasyonuna ait metilasyon tiplerine gore elde edilen metilasyon seviyeleri
detayli olarak Cizelge 4.3.’de verilmistir. Cizelge 4.3. incelendiginde, (E)-
ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda Tip 2 metilasyon durumuna gore
yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %40.808 ‘i metillenmisken makarnalik
bugday genotiplerinde lokuslarin %35.268’1 metillenmis oldugu anlasilmaktadir.
Tip 3 metilasyon durumlar1 incelendiginde ise bu degerlerin %23.063 ve ‘%17.388

olarak  saptandigi  ortaya  ¢ikmaktadir. Toplam  metilasyon  durumu
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degerlendirildiginde yabani gernik genotiplerinin lokuslarim  %63.871 ‘i
metillenmigken makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin  %52.806’s1
metillenmistir. Metilasyona ugramayan lokuslar yabani gernik genotipleri i¢in
%36.129 seviyesinde iken, makarnalilk bugday genotiplerinde lokuslarin
%47.344’liik kismimi kapsamaktadir. Bu verilerin sonucunda (E)-ACT/(HM)-
TCAG primeri ¢ifti i¢in yabani gernik popiilasyonlarinin makarnalik bugday
popiilasyonlarina goére metilasyon seviyelerinin daha yiiksek oldugu sonucuna
varilmistir (Sekil 4.1.). Venetsky ve ark, (2015) yaptiklar1 ¢alismada yabani gernik
bugdayinin metilasyon seviyesinin makarnalik bugdaya gore daha yiiksek

oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.3. Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda farkl
primer kombinasyonlarinin metilasyon tiplerine gore seviyeleri

Primer Kombinasyon Adi Yabani (%) Kiiltiir (%)
(E)-ACT/(HM)-TCAG
Tip 1 HPA+/MSP+ (Metilasyon yok) 36.129 47.344
Tip 2 HPA+/MSP- 40.808 35.268
Tip 3 HPA-/MSP+ 23.063 17.388
Toplam Metilasyon 63.871 52.806
(E)-AGC/(HM)-TCAG
Tipl HPA+/MSP+ (Metilasyon yok) 32.625 42.843
Tip 2 HPA+/MSP- 37.673 32.256
Tip 3 HPA-/MSP+ 29.702 24.901
Toplam Metilasyon 67.375 57.157
(E)-ACG/(HM)-TCAG
Tipl HPA+/MSP+ (Metilasyon yok) 39.658 32.244
Tip 2 HPA+/MSP- 34.945 52.480
Tip 3 HPA-/MSP+ 25.396 15.276
Toplam Metilasyon 60.342 67.756
Primerlerin ortalamasi
Tip 1 HPA+/MSP+ (Metilasyon yok) 36.137 40.810
Tip 2 HPA+/MSP- 37.809 40.001
Tip 3 HPA-/MSP+ 26.054 19.188
Toplam Metilasyon 63.863 59.240
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(E)-ACT/(HM)-TCAG
Metilasyon Seviyesi(%)

Tipl Tip 2 Tip 3 Toplam Metilasyon
(Metilasyon Yok) HPA+/MSP- HPA-/MSP+
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Sekil 4.1.  Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday genotipleri arasinda
“(E)ACT/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon
tiplerine gore seviyeleri

(E)-AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda yabani gernik
popiilasyonlarinda lokuslarin Tip 2 metilasyon durumlari incelendiginde, yabani
gernik  popiilasyonlarinda lokuslarin  %37.673nlin, makarnalik bugday
popiilasyonlarinda ise lokuslarin %32.256’sinin  metillenmis oldugu ortaya
cikmaktadir. Tip 3 metilasyon durumlar incelendiginde, yabani gernik
popiilasyonlarinda lokuslarin  %29.702°si  metillenmigken makarnalik bugday
popiilasyonlarinda lokuslarin %24.901’inin metillenmis oldugu anlasilmaktdir. Bu
durum toplam metilasyon durumu igin degerlendirildiginde yabani gernik
popiilasyonlarinda lokuslarin %67.375’sinin, makarnalik bugday
popiilasyonlarinda  lokuslarin =~ %57.157’sinin  metillenmis oldugu ortaya
cikmaktadir. Metilasyona ugramayan lokuslar ise yabani gernik popiilasyonlari i¢in
%32,625’lik bir kismi kapsarken makarnalik bugday popiilasyonlar i¢in lokuslarin
%42.843’inli olusturmustur. Bu verilerin sonucunda (E)-AGC/(HM)-TCAG
primeri ¢ifti i¢in yabani gernik popiilasyonlarinin makarnalik bugday
popiilasyonlarina goére metilasyon seviyelerinin daha yiiksek oldugu sonucuna

varilmistir (Sekil 4.2.).
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(E)-AGC/(HM)-TCAG
Metilasyon Seviyesi (%)
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Tipl Tip 2 Tip 3 Toplam Metilasyon
(Metilasyon Yok) HPA+/MSP- HPA-/MSP+
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Sekil 4.2.  Yabani ve Kkiiltlir makarnalik bugday genotipleri arasinda “(E)-
AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon tiplerine
gore seviyeleri

(E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda Tip 2 metilasyon
durumlari incelendiginde, yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %34.9451
metillenmisken makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarmm %352.480’inin
metillenmis oldugu anlasilmaktadir. Tip 3 metilasyon durumlar incelendiginde
yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %25.396’s1 metillenmisken makarnalik
bugday popiilasyonlarinda lokuslarin %15.276’sinin metillenmis oldugu ortaya
cikmaktadir. Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde yabani gernik
genotiplerinin  lokuslarin = %60.342°si  metillenmisken makarnalik bugday
genotiplerinin lokuslarin  %67.756’sinin  metillendigi anlagilmaktadir. Yabani
gernik genotiplerinde lokuslarin %39.658 unda metilasyon durumu bulunmazken,
makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin %32.244’u metilasyon durumu

icermemistir (Sekil 4.3.).
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(E)-ACG/(HM)-TCAG
Metilasyon Seviyesi(%)
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Sekil 4.3.  Yabani ve Kkiiltlir makarnalik bugday genotipleri arasinda “(E)-
ACG/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon tiplerine
gore seviyeleri

Tim primer kombinasyonlarinin ortalamasi degerlendirildiginde Tip 2
metilasyon durumu incelendiginde yabani gernik genotiplerinde lokuslarin
%37.809’1i makarnalik bugday genotiplerinde ise %40.001’inin metillenmis oldugu
ortaya c¢ikmaktadir. Tip 3 metilasyon durumlart incelendiginde, yabani gernik
genotiplerinde lokuslarin  %26.054’1i makarnalik bugday genotiplerinde ise
%19.188’inin metillendigi ortaya c¢ikmaktadir. Toplam metilasyon durumu
incelendiginde yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %63.863°li makarnalik
bugday genotiplerinde ise lokuslarin 9%59.240’min metillenmis oldugu ortaya
cikmaktadir. Yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %36.137’sinde metilasyon
durumu olusmazken, makarnalik bugday genotiplerinde bu durum %40.810’luk
seviyede oldugu sonucuna varilmistir .Bu verilerin sonucunda tiim primer ciftleri
icin yabani gernigin makarnalik bugdaya gdére metilasyon seviyesinin daha yiiksek
oldugu saptanmustir. Venetsky ve ark, (2015) Israil orjinli yabani gernik
popiilasyonlarinin ortalama %66.4 metilasyon seviyesinde oldugunu bildirmistir.
Elde ettigimiz sonuglarin Venetsky ve ark, (2015) ile uyum igerisinde oldugu

belirlenmistir.
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Tip 2 metilasyon durumu i¢in makarnalik bugday genotiplerinin, Tip 3
metilasyon durumu igin ise yabani gernik genotiplerinin metilasyon seviyesinin
daha yiiksek oldugu ortaya c¢ikmistir (Sekil 4.4). Bununla birlikte toplam

metilasyon durumunun yabani gernik popiilasyonlarinda daha yiiksek oldugu

anlasilmaktadir.
Primerlerin Ortalamasi(%)
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Sekil 4.4.  Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday poptilasyonlar1 arasinda primer
kombinasyonlarinin  ortalamasmin  metilasyon tiplerine gore
seviyelerini gdsteren histogram

4.1.3. Farkh Orijinli Yabani Gernik Genotiplerinin Metilasyon Tiplerine Gore
DNA Metilasyon Seviyeleri

Yabani gernik bugdaylarin Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve
Liibnan (LB) orijinli genotipler arasinda farkli primer kombinasyonlarinin

metilasyon tiplerine gore seviyeleri Cizelge 4.4.’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli yabani
gernik popiilasyonlar1 arasinda farkli primer kombinasyonlarinin
metilasyon tiplerine gore seviyeleri

Primer Adi/ Metilasyon Tipi Ulkeler

(E)-ACT/(HM)-TCAG TR IS SY LBN
(%) (%) (%) (%)

Tipl HPA+/MSP+ (Metilasyon yok)  36.083 35.966 37.989  36.830

Tip 2 HPA+/MSP- 40.821 40.180 40.273  40.336
Tip 3 HPA-/MSP+ 23.096 23.854 21.738  22.834
Toplam Metilasyon 63.917 64.034 62.011 63.170

(E)-AGC/(HM)-TCAG

Tipl HPA+MSP+ (Metilasyon yok)  32.750 32.623  32.406  32.545

Tip 2 HPA+/MSP- 37.588 37.551 37.193  37.317
Tip 3 HPA-/MSP+ 29.662 29.826  30.401  30.138
Toplam Metilasyon 67.250 67.377 67.594  67.455

(E)-ACG/(HM)-TCAG

Tipl HPA+/MSP+ (Metilasyon yok)  39.675 39.344 39303  39.619

Tip 2 HPA+/MSP- 34952 35.054 33916  33.809
Tip 3 HPA-/MSP+ 25374 25.602  26.781  26.572
Toplam Metilasyon 60.325 60.656  60.697  60.381

Primerlerin Ortalamasi

Tip 1 HPA+/MSP+ (Metilasyon yok)  36.169 35978  36.566  36.331

Tip 2 HPA+/MSP- 37.787 37.595 37.127  37.154
Tip 3 HPA-/MSP+ 26.044 26.427 26307 26.515
Toplam Metilasyon 63.831 64.022 63.434  63.669

Cizelge 4.4°den goriilecegi gibi (E)-ACT/(HM)-TCAG  primer
kombinasyonununda Tip 2 metilasyonu agisindan Tiirkiye orijinli genotiplerde

lokuslarin = %40.821°i, Israil orijinli genotiplerde %40.180’i, Suriye orijinli
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genotiplerde %40.273’u, Liibnan orijinli genotiplerde %40.336’li metillenmistir.
Tip 3 metilasyonu agisindan ise, Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin
%23.096’i, Israil orijinli genotiplerde %23.854’{i, Suriye orijinli genotiplerde
%21.738’u, Liibnan orijinli genotiplerde ise %22.834’1i metillenmistir. Toplam
metilasyon durumu agisindan ise, Tirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin
%63.917’si, Israil orijinli genotiplerde %64.034°ii, Suriye orijinli genotiplerde
%62.011’u, Liibnan orijinli genotiplerde ise %63.170°1 metillenmistir. Tiirkiye
orijinli genotiplerde lokuslarin %36.083’ii, Israil orijinli genotiplerde %35.966’s1,
Suriye orijinli genotiplerde %37.989’u, Liibnan orijinli genotiplerde %36.833’{inde

metilasyon durumlari bulunmamaktadir (Sekil 4.5.).

(E)-ACT/(HM)-TCAG
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Sekil 4.5.  Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli yabani
gernik popiilasyonlari arasinda “(E)ACT/(HM)-TCAG”
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri

“(E)-AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonununda ise Tip 2
metilasyonu acisindan Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin %37.588’i, Israil

orijinli genotiplerde %37.551°1, Suriye orijinli genotiplerde %37.193’i, Liibnan
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orijinli genotiplerde %37.317’si metillenmistir. Tip 3 metilasyonu agisindan ise,
Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin %29.826s1, Israil orijinli genotiplerde
%29.826’s1, Suriye orijinli genotiplerde %30.401°1 ve Liibnan orijinli genotiplerde
ise %30.138’1 metillenmistir. Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde
Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin %67.250’si, Israil orijinli genotiplerde
lokuslarin %67.377°1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarin %67.594°1, Liibnan
orijinli genotiplerde lokuslarin %67.455’1 metillenmis oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
Metilasyon durumu i¢ermeyen lokuslar ise Tiirkiye orijinli genotiplerde %32.750,
Israil orijinli genotplerde %32.623, Suriye orijinli genotiplerde %32.406, Liibnan
orijinli genotiplerde %32.545°1ik bir kism1 olusturmustur. (Sekil 4.6.).

(E)-AGC/(HM)-TCAG
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Sekil 4.6.  Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli yabani
gernik popiilasyonlar1 arasinda “(E)-AGC/(HM)-TCAG”
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri

(E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda Tiirkiye orijinli
genotiplerde lokuslarin  %39.675%i, lsrail orijinli genotiplerde lokuslarinin

9%39.344°1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarimin %39.303°1 ve Liibnan orijinli
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genotiplerde lokuslarmin %39.619°’u metillenmemistir.  Tip 2 metilasyonu
acisindan, Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarmin %34.952’sini kapsarken, Israil
orijinli genotiplerde %35.054’linii, Suriye orijinli genotiplerde %33.916’sm1 ve
Liibnan orijinli genotiplerde  %33.809’unu kapsamistir. Tip 3 metilasyon
durumlar incelendiginde Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarmin %25.374’1,
Israil orijinli genotiplerde %25.602’si, Suriye orijinli genotiplerde %26.781’i ve
Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarmin 9%26.572’sinin metillenmis oldugu
anlasilmaktadir. Toplam metilasyon durumu ac¢isindan, Tirkiye orijinli
genotiplerde lokuslarmin %60.325°1, Israil orijinli genotiplerde lokuslarinin
%60.656’1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslariin %60.697’si ve Liibnan orijinli
genotiplerde lokuslarinin %60.381°1 metillenmistir (Sekil 4.7.).

(E)-ACG/(HM)-TCAG
Metilasyon Seviyesi (%)
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Sekil 4.7.  Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli yabani
gernik popiilasyonlari arasinda “(E)-ACG/(HM)-TCAG”
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri

Tlim primer kombinasyonlarinin ortalamas1 degerlendirildiginde Tiirkiye

orijinli  genotiplerde lokuslarinin  %36.169’u, Israil orijinli genotiplerde
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lokuslarinin %35.978’1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarinin %36.566’s1 ve
Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarinin %36.331’inde metilasyon bulundugu
anlagilmaktadir.  Tip 2 metilasyonu acisindan Tiirkiye orijinli genotiplerde
lokuslarin %37.787’si, Israil orijinli genotiplerde lokuslarm %37.595%i, Suriye
orijinli genotiplerde lokuslarmm %37.127’si ve Liibnan orijinli genotiplerde
lokuslarin %37.154°1 metillenmistir. Tip 3 metilasyonu ag¢isindan Tiirkiye orijinli
genotiplerde lokuslarinin  %26.044’i, Israil orijinli genotiplerde  lokuslarin
%26.427’si, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarin %26.307’si ve Liibnan orijinli
genotiplerde lokuslarin %26.515°si metillenmistir. Toplam metilasyon durumu
degerlendirildiginde, Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarinin %63.831°i, Israil
orijinli genotiplerde lokuslarin %64.022°1i, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarin
%63.434’1 ve Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarin %63.669’unun metillenmis
oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Tiim kombinasyonlar i¢in Tip 2 metilasyon seviyesinin
Tip 3 metilasyon seviyesinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Farkli iilke orjinli
yabani gernik genotiplerinin ortalama metilasyon seviyelerinin birbirine yakin
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8) Venetsky ve ark, (2015) Israil orjinli yabani
gernik popiilasyonlarinda metilasyon seviyelerini belirlemigler, yabani gernik
bugday popiilasyonlar1 arasinda ortalama metilasyon seviyelerinin birbirlerine
yakin oldugunu fakat metilasyon modellerinin belirgin sekilde farkli oldugunu
rapor etmislerdir. Bu ¢aligmada elde edilen bulgular Venetsky ve ark, (2015)’nin

bulgulari ile benzerlik gdstermektedir.
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Primerlerin Ortalamasi
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Tipl Tip 2 Tip 3 Toplam Metilasyon
(Metilasyon Yok) HPA+/MSP- HPA-/MSP+
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Sekil 4.8.  Tiirkiye (TR), israil (IS), Suriye (SY) ve Liibnan (LB) orijinli yabani
gernik  popiilasyonlar1  arasinda  primer  kombinasyonlarimin
ortalamasinin metilasyon tiplerine gore seviyeleri

4.1.4. Yabani Gernik ve Makarnalik Bugday Popiilasyonunun Polimorfik
Lokus Bilgileri ile Molekiiler Varyans (AMOVA) Analizi

Yabani gernik ve makarnalik bugday populasyonunun primer
kombinasyonlarina gore toplam lokus sayisi, analiz edilen genotip sayisi,
metilasyona duyarli lokus sayisi, metillenmemis lokus sayisi, metilasyona duyarl
polimorfik lokus sayisi, metillenmemis polimorfik lokus sayisi bilgileri Cizelge

4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Yabani gernik ve makarnalik bugday popiilasyonlarma goére primer
kombinasyonlarinin lokus bilgileri

(E)ACT/ (E)AGC/ (E)ACG/

(HM)-TCAG (HM)-TCAG (HM)-TCAG TK
Lokus Sayist 270 244 360 874
Toplam Genotip Sayisi 82 78 85 69
Yabani 79 75 83 67
Makarnalik 3 3 2 2
Metilasyona Duyarli 175 180 279 645
Lokus Sayis1
Metillenmemis  Lokus 95 64 ’1 229
Sayisi
Metilasyona Duyarli
Polimorfik Lokus Sayist pod 4 - S84
Metillenmemis 94 63 31 225

Polimorfik Lokus Sayisi

T.K= Tiim Primer Kombinasyonlari

Cizelge 4.5’de goriuldigi gibi, “(E)ACT/(HM)-TCAG” primer
kombinasyonu i¢in 82 genotip analiz edilmis, 270 farkli lokus elde edilmis, bu
lokuslarin  175’inin metilasyona duyarli 95’inin ise metillenmemis oldugu
belirlenmistir. Metilasyona duyarli lokuslarin 160’1 polimorfik iken metillenmemis
lokuslarin 94’1 polimorfik olarak bulunmustur. “(E)AGC/(HM)-TCAG” primer
kombinasyonu i¢in 78 genotip analiz edilmis, 244 farkli lokus elde edilmis, bu
lokuslarin  180’inin metilasyona duyarli 64’iiniin ise metillenmemis oldugu
belirlenmistir. Metilasyona duyarli lokuslarin 154’{ polimorfik iken metillenmemis
lokuslarin  63’lintin polimorfik oldugu belirlenmistir. “(E)ACG/(HM)-TCAG”
primer kombinasyonu i¢in 85 genotip analiz edilmis, 360 farkli lokus elde edilmis,
bu lokuslarin 279’unun metilasyona duyarli 81’inin ise metillenmemis oldugu
saptanmigtir. Metilasyona duyarli lokuslarin 263l polimorfik iken metillenmemis
lokuslarin tamaminin polimorfik oldugu bulunmustur. Tiim kombinasyonlardan
elde edilen lokuslarin verileri birlestirilerek analiz edildiginde, 69 genotip i¢in
toplam 874 lokus elde edilmis, bu lokuslarin 645’inin metilasyona duyarli
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229’unun ise metillenmemis lokus oldugu saptanmistir. Metilasyona duyarli
lokuslarin 584’1 polimorfik iken metillenmemis lokuslarin 225’1 polimorfik oldugu
saptanmigtir. Cizelge 4.5.°de verilen bilgilere gore tiim kombinasyonlarda
metilasyona duyarli lokus sayisinin metillenmemis lokuslara goére daha yiiksek
oldugu saptanmigtir. Hem metilasyona duyarli polimorfik lokus sayisi hem de
metillenmemis polimorfik lokus sayisinin toplam lokus sayisina orani genetik ve
epigenetik ¢esitliligin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Yabani gernik ve makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda ve
popiilasyon igerisinde farklilik olup olmadigimi belirlemek amaciyla Molekiiler

Varyans (AMOVA) analizi yapilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Yabani gernik ve makarnalik bugday genotiplerinin molekiiler
varyans analizi (AMOVA) sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
(E)ACT/(HM)-TCAG
Populasyonlar Arasi 1 50.83 50.83 3.347
Populasyon ici 80 2518 31.48 31.48%**
Toplam 81 2569 31.72
Phi ST 0.09612 (P=0.0161)
(E)AGC/(HM)-TCAG
Populasyonlar Arasi 1 46.55 46.55 3.006
Populasyon I¢i 74 2162 29.22 20.22%#*
Toplam 75 2209 29.45
Phi ST 0.09328 (P=0.0069 )
(E)ACG/(HM)-TCAG
Populasyonlar Arasi 1 45.69 45.69 -1.432
Populasyon i¢i 83 4257 51.29 51.29%**
Toplam 84 4302 51.22
Phi ST -0.02873 (P=10.7195)
Tiim Primer Kombinasyonlari
Populasyonlar Arasi 1 134.8 134.8 5.256%*
Populasyon i¢i 67 7665 114.4 114.4%%*
Toplam 68 7800 114.7
Phi ST 0.04392 (P=0.0958)

SD: Serbestlik Derecesi KT: Kareler Toplami1 KO: Kareler Ortalamasi1 Phi: Phi
Istatistik katsayisi; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 hata sinirlar1 i¢inde énemli

Cizelge 4.6 incelendiginde (E)ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu
icin popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 icinde 6nemli oldugu saptanmistir.
(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin popiilasyon ici cesitliligin
P<0.001 iginde oOnemli oldugu saptanmistir. (E)ACG/(HM)-TCAG primer
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kombinasyonu ig¢in popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu
saptanmigtir.  Tim  Primer  Kombinasyonlarmin ~ AMOVA  sonuglari
degerlendirildiginde popiilasyonlar arasi g¢esitliligin P<0.05 icinde Onemli,
popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu saptanmistir. Elde edilen

sonuglara gore cesitliligin istatistiki olarak yiiksek ve dnemli oldugu belirlenmistir.

4.1.5. Farkh Orijinli Yabani Gernik Genotiplerinin Polimorfik Lokus Bilgileri
ile Molekiiler Varyans (AMOVA) Analizi

Farkli iilke orijinli yabani gernik bugday genotiplerinin primer
kombinasyonlarina gore toplam lokus sayisi, analiz edilen genotip sayisi,
metilasyona duyarli lokus sayisi, metillenmemis lokus sayisi, metilasyona duyarl
polimorfik lokus sayisi, metillenmemis polimorfik lokus sayisi bilgileri ¢izelge

4.7.’de verilmistir. Eksik verilere sahip genotipler analize dahil edilmemistir.

Cizelge 4.7. Farkli iilkelere ait yabani gernik popiilasyonlarina gore primer
kombinasyonlarinin lokus bilgileri

(E)ACT/ (E)AGC/ (E)ACG/ T.K
(HM)-TCAG (HM)-TCAG (HM)-TCAG
Lokus Sayisi 270 244 360 874
Toplam Genotip Sayist 78 74 82 66
Tiirkiye 47 40 47 37
[srail 10 12 12 9
Liibnan 12 12 13 11
Suriye 9 10 10 9
Metilasyona Duyarl 171 188 280 635
Lokus Sayisi
Metillenmemis Lokus 99 56 80 239
Sayisi
Metilasyona Duyarl 155 161 262 569
Polimorfik Lokus Sayisi
Metillenmemis Polimorfik 97 55 80 234

Lokus Sayis1

T.K= Tiim Primer Kombinasyonlar1
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Cizelge 4.7°de  gorildigi gibi, (E)ACT/(HM)-TCAG  primer
kombinasyonu i¢in 78 genotip analiz edilmis, 270 farkli lokus elde edilmis, bu
lokuslarin  171’inin metilasyona duyarli 99’unun ise metillenmemis lokus
oldugudigi saptanmistir. Metilasyona duyarli lokuslarin 155’1 polimorfik iken
metillenmemis lokuslarin 97’sinin polimorfik oldugu sonucuna varilmigtir.
(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in 74 genotip analiz edilmis, 244
farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 188’inin metilasyona duyarli 56’sinin ise
metillenmemis lokus oldugu saptanmuistir. Metilasyona duyarli lokuslarin 161’1
polimorfik iken metillenmemis lokuslarin 55’inin polimorfik oldugu sonucuna
varilmistir. (E)ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu ic¢in 82 genotip analiz
edilmis, 360 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 280’inin metilasyona duyarh
80’inin ise metillenmemis lokus oldugusaptanmistir. Metilasyona duyarl
lokuslarin 262’si polimorfik iken metillenmemis lokuslarin tamaminin polimorfik
oldugu sonucuna varilmistir. Tiim kombinasyonlardan elde edilen lokuslarin
verileri birlestirilerek analiz edildiginde, 66 genotip igin toplam 874 farkli lokus
elde edilmis, bu lokuslarin 635’1 metilasyona duyarli 239’unun ise metillenmemis
lokus oldugu saptanmistir. Metilasyona duyarli lokuslarin 569’u polimorfik iken
metillenmemis lokuslarin 234’tinlin polimorfik oldugu bilgisi elde edilmistir.
Cizelge 4.7.’de verilen bilgilere gore tiim kombinasyonlarda metilasyona duyarh
lokus sayisiin metillenmemis lokuslara gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
Farkl iilke orijinli yabani gernik genotipleri igerisinde hem metilasyona duyarh
polimorfik lokus sayisi hem de metillenmemis polimorfik lokus sayisi genetik ve
epigenetik ¢esitliligin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Yabani makarnalik bugdaylarin Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY),
Liibnan (LB) orijinli genotipler arasinda ve popiilasyonlar igerisinde farklilik olup
olmadigimi belirlemek ve farkliligin derecesini belirlemek amaciyla Molekiiler

Varyans (AMOVA) analizi yapilmistir (Cizelge 4.8.).
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Cizelge 4.8. Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY), Liibnan (LB) orijinli yabani

gernik genotiplerinin molekiiler varyans analizi (AMOVA)
sonuglari
Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
(E)ACT/(HM)-TCAG
Populasyonlar Arasi 3 160.5 53.51 1.545
Populasyon I¢i 74 2226 30.08 30.08%***
Toplam 77 2386 30.99
Phi ST 0.04885 (P=1e-04)
(E)AGC/(HM)-TCAG
Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
Populasyonlar Arasi 3 134.9 4498 0.9622
Populasyon i¢i 68 2057 30.26 30.26%**
Toplam 71 2192 30.88
Phi ST 0.03088 (P=0.0011)
(E)ACG/(HM)-TCAG
Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
Populasyonlar Arasi 3 273.7 91.22 2.497
Populasyon i¢i 78 3868 49.58 49 58***
Toplam 81 4141 51.13
Phi ST 0.04794 (P<0.0001)

Tiim Primer Kombinasyonlar:

Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
Populasyonlar Arasi 3 522.6 174.2 4.763**
Populasyon gi 62 6769 109.2 109.2%**
Toplam 65 7291 112.2
Phi ST 0.0418 (P<0.0001)

SD: Serbestlik Derecesi KT: Kareler Toplami KO: Kareler Ortalamasi Phi: Phi
Istatistik katsayisi; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 hata sinirlar1 i¢inde énemli
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Cizelge 4.8 incelendiginde (E)ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu
icin popiilasyon igi ¢esitliligin P<0.001 icinde 6nemli oldugu saptanmistir.
(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin popiilasyon i¢i ¢esitliligin
P<0.001 iginde oOnemli oldugu saptanmistir. (E)ACG/(HM)-TCAG primer
kombinasyonu i¢in popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu
saptanmigtir.  Tim  Primer  Kombinasyonlarinin ~ AMOVA  sonuglari
degerlendirildiginde popiilasyonlar arasi ¢esitliligin P<0.01 iginde Onemli,
popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 i¢cinde 6nemli oldugu saptanmistir. Elde edilen

sonuglara gore ¢esitliligin istatistiki olarak yiiksek ve dnemli oldugu saptanmustir.

4.2. TMD (Transposon Methylation Display) Analizi
4.2.1. Tiim Genotiplerin Thalos Transpozonu Metilasyon Seviyeleri

Bu calismada Thalos/(HM)-TCAG primer ¢ifti kullanilarak 87 adet yabani
gernik ve 3 adet makarnalik bugdayin thalos traspozonunun metilasyon seviyeleri
incelenmigtir. Thalos/(HM)-TCAG primer ¢iftine ait elde edilen sonuglar detayli

olarak Cizelge 4.9.’da verilmistir.
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Cizelge 4.9. Tim genotiplerin Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonuna gore
metilasyon % seviyesi

Genotip TMS*(%) Genotip  TMS*(%) Genotip TMS*(%)
TR1 63,77 SY33 55.26 TR67 59.26
TR2 59,42 TR34 61.97 TR68 57.50
TR3 61,04 TR35 52.00 IS69 58.62
TR4 62,92 SY36 52.05 LB70 -
TR5 61,33 TR37 51.85 LB71 -
IS6 62,82 TR38 58.90 LB72 66.25
TR7 54,79 TR39 63.16 1S73 71.21
IS8 44,29 1S40 60.87 TR74 49.32
TR9 60,00 TR41 64.71 SY75 63.74

TR10 52,54 SY42 61.11 TR76 59.05
IS11 60,00 TR43 59.49 TR77 60.53
TR12 44,62 TR44 62.37 SY79 57.33
TR13 60,94 TR45 58.51 IS80 59.21
TR14 56,96 TR46 57.95 LB81 65.17
TRI15 53,23 LB47 67.14 TR82 60.00
LB16 62,34 TR48 64.13 IS83 57.69
TR17 53,73 1S49 54.17 1S84 53.16
TR18 51,32 SY50 47.89 TR85 57.95
LB19 63,74 LB51 61.97 LB86 54.64
TR20 63,77 1S52 59.14 TR88 63.41
LB21 56,38 TR53 - TR89 58.54
TR22 49,30 TR55 62.67 LB90 64.47
TR23 60,00 TR56 58.67 Zavitan 75.93
TR24 64,06 TR57 55.84 Svevo 56.04
TR25 50,00 SY58 - Karakil¢ik88 61.29
LB26 66,67 SY59 58.43 Cesit 4 58.14
TR27 58,82 SY60 43.04

TR28 60,53 LB61 65.06

1S29 56,10 SY62 54.88

TR30 59,49 1S63 68.18

TR31 51,16 1S64 59.52

TR32 50,75 TR65 60.26

*TMS (%): Thalos Metilasyon Seviyesi (%)

Cizelge 4.9’da goriildiigi gibi, farkli orijinli yabani gernik genotipleri
igerisinde Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin metilasyon seviyesi
%43.04 ile %7593 arasinda degismistir. Thalos/(HM)-TCAG primer
kombinasyonuna gore Thalos transpozon elementinin incelenen genotiplerde

metilasyon seviyesi bakimindan genis varyasyon gosterdigi saptanmistir. Cizelge
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4.9.da verilen bilgilere gore farkli orijinli yabani gernik genotipleri igerisinde en
diisiik metilasyon seviyesine sahip genotip SY60, en yiiksek metilasyon seviyesine
sahip genotip ise Zavitan olmugtur. Makarnalik bugday genotipleri incelendiginde
Thalos transpozon elementinin metilasyon seviyesinin %56.04 ile %61.29 arasinda
degistigi saptanmustir. Cizelge 4.9.’da verilen bilgilere gore makarnalik bugday
genotipleri igerisinde en diisiik metilasyon seviyesine sahip genotip Svevo, en

yliksek metilasyon seviyesine sahip genotip Karakil¢ik88 oldugu belirlenmistir.

4.2.2. Yabani Gernik ve Makarnallk Bugday Popiilasyonlarinin Metilasyon
Tiplerine Gore Thalos Transpozonu Metilasyon Seviyeleri

Yabani gernik ve makarnalik bugday genotiplerinin Thalos/(HM)-TCAG
primer kombinasyonuna ait metilasyon tiplerine gore elde edilen metilasyon

seviyeleri detayli olarak Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda
Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun metilasyon tiplerine
gore seviyeleri

Thalos/(HM)-TCAG Yabani (%) Kiiltiir (%)

Tip 1 HPA+/MSP+ (Metilasyon yok) 41.336 41.509

Tip 2 HPA+/MSP- 27.425 25.137

Tip 3 HPA-/MSP+ 31.239 33.354

Toplam Metilasyon 58.664 58.491
Cizelge 4.10°da goriildiglii  gibi, “Thalos/(HM)-TCAG” primer

kombinasyonununa gdre yabani gernik genotip lokuslarinin  %41.336’s1
metillenmemisken, makarnalik bugday genotip lokuslarinin  %41.509’u
metillenmemistir. Tip 2 metilasyonu agisindan, yabani gernik genotip lokuslarinin
%27.425’1 metillenmisken makarnalik bugday genotip lokuslarmin %25.137’si
metillenmistir. Tip 3 metilasyonu agisindanyabani gernik genotip lokuslarinin
%31.239’u metillenmigsken makarnalik bugday genotip lokuslarmin %33.354’1

metillenmistir. Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde, yabani gernik
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genotip lokuslarinin  %58.664’1i metillenmisken makarnalik bugday genotip
lokuslarinin %58.491’inin metillenmis oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bu verilerin
sonucunda “Thalos/(HM)-TCAG” primeri ¢ifti i¢in yabani gernik ve makarnalik
bugday popiilasyonlar1 karsilagtirildiginda Tip2 ve Tip3 metilasyon seviyeleri
birbirinden farklilik gostermesine ragmen toplam metilasyon seviyelerinin ¢ok
yakin degerlerde oldugu goriilmektedir (Sekil 4.9.). Venetsky ve ark, (2015)
yaptiklar1 ¢aligmada Thalos elementinin ortalama metilasyon seviyesinin yabani
gernikte %54 makarnalik bugdayda ise %36 oldugunu rapor etmislerdir. Bu
calismada elde edilen bulgular yabani gernik popiilasyonunun ortalama metilasyon
seviyesi ile Venetsky ve ark, (2015) ‘nin bildirdigi bulgular uyumluluk gésterirken,
makarnalik bugday popiilasyonlar1 i¢in farklilik gostermektedir. Bu g¢alismada
kullanilan makarnalik bugday genotipleri ile Venetsky ve ark, (2015) yaptiklar
calismada kullandiklar1 makarnalik bugday genotiplerinin farkli olmasi
transpozonlarda epigenetik varyasyonun kiiltiir bugdaylarinda da oldukca genis

olabilecegini gostermektedir.

Thalos Metilasyon Seviyesi
(%)
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Tipl HPA+/MSP+  Tip 2 HPA+/MSP-  Tip 3 HPA-/MSP+  Toplam Metilasyon
(Metilasyon yok)

B Yabani mKaltur

Sekil 4.9.  Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday genotipleri arasinda
“Thalos/(HM)-TCAG” primer kombinasyonunun metilasyon tiplerine
gore seviyeleri
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4.2.3. Farkh Orijinli Yabani Gernik Popiilasyonlarimin Metilasyon Tiplerine
Gore Thalos Transpozonu Metilasyon Seviyeleri

Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY)ve Liibnan(LB) orijinli yabani gernik
genotipleri arasinda Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun metilasyon

tiplerine gore metillesme seviyeleri Cizelge 4.11°de verilmigtir.

Cizelge 4.11. Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve  Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda Thalos/(HM)-TCAG primer
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri

TR IS SY LBN
Thalos/(HM)-TCAG (%) (%) (%) (%)
Tipl HPA+/MSP+ (Metilasyon yok) 41,408 41,626 40,515 41,018
Tip 2 HPA+/MSP- 27,308 26910 27,245 27,566
Tip 3 HPA-/MSP+ 31,284 31,464 32,240 31,416
Toplam Metilasyon 58,592 58,374 59,485 58,982

Cizelge 4.11°de  gorildiigii  gibi, Thalos/(HM)-TCAG”  primer
kombinasyonununda Tiirkiye orijinli genotip lokuslarinin %41.408’1, Israil orijinli
genotip lokuslarinin %41.626’s1, Suriye orijinli genotip lokuslarmin %40.515°1 ve
Liibnan orijinli genotip lokuslarinin %41.018’1 metillenmemistir. Tip 2 metilasyon
durumlart incelendiginde Tiirkiye orijinli genotip lokuslarinin %27.308’i, Israil
orijinli genotip lokuslarinin %26.910°u, Suriye orijinli genotip lokuslarinin
%27.245’1 ve Liibnan orijinli genotip lokuslarinin %27.566’smin metillenmis
oldugu anlagilmaktadir. Tip 3 metilasyon durumlari incelendiginde Tiirkiye orijinli
genotip lokuslarmin %31.284°i, Israil orijinli genotip lokuslarinin %31.464°{,
Suriye orijinli genotip lokuslarinin %32.240°’1 ve Liibnan orijinli genotip
lokuslarinin %31.416’sinin metillenmis oldugu goériilmektedir. Toplam metilasyon
durumu degerlendirildiginde, Tirkiye orijinli genotip lokuslarmin %58.592’si,
Israil orijinli genotip lokuslarmin %58.374’{i, Suriye orijinli genotip lokuslarinin
%59.485’1 ve Liibnan orijinli genotip lokuslarinin %58.982’si metillenmis oldugu

ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10.  Tiirkiye (TR), Israil (IS), Suriye (SY) ve  Liibnan (LB) orijinli
yabani gernik popiilasyonlar1 arasinda Thalos/(HM)-TCAG primer
kombinasyonunun metilasyon tiplerine gore seviyeleri

4.2.4. Yabani Gernik ve Makarnallk Bugday genotiplerinin Thalos

Transpozonu Polimorfik Lokus Bilgileri ile Molekiiler Varyans (AMOVA)

Analizi

Yabani gernik ve makarnalik bugday genotiplerinin “Thalos/(HM)-TCAG”
primer kombinasyonuna gore toplam lokus sayisi, analiz edilen genotip sayist,
metilasyona duyarli lokus sayisi, metillenmemis lokus sayisi, metilasyona duyarl
polimorfik lokus sayisi, metillenmemis polimorfik lokus sayis1 bilgileri Cizelge
4.12’de verilmistir.

Cizelge 4.12°de goriildigii gibi, “Thalos/(HM)-TCAG” primer
kombinasyonu i¢in 86 genotip analiz edilmis, 280 farkli lokus elde edilmis, bu
lokuslarin 164’1 metilasyona duyarli 116’s1 ise metillenmemis olarak bulunmustur.
Metilasyona duyarli lokuslarin 147°si polimorfik iken metillenmemis lokuslarin

114’lintin polimorfik oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.12. Yabani gernik ve makamalik bugday genotiplerine gore
Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun lokus bilgileri

Thalos/(HM)-TCAG

Lokus Sayis1 280
Genotip Sayist 86
Yabani Gernik Genotip Sayisi 83
Makarnalik Bugday Genotip Sayisi 3

Metilasyona Duyarli Lokus Sayisi 164
Metillenmemis Lokus Sayisi 116
Metilasyona Duyarli Polimorfik Lokus Sayis1 147
Metillenmemis Polimorfik Lokus Sayisi 114

T.K= Tiim Primer Kombinasyonlar1

Yabani gernik ve makarnalik bugday popiilasyonlar1 arasinda ve
popiilasyonlar igerisinde Thalos transpozonu i¢in metilasyon modellerinde farklilik
olup olmadigini belirlemek ve farkliligin derecesini belirlemek amaciyla Molekiiler
Varyans (AMOVA) analizi yapilmistir (Cizelge 4.13.). Cizelge 4.13.
incelendiginde Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in popiilasyon igi

gesitliligin P<0.001 iginde 6nemli oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.13. Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday popiilasyonlarinin molekiiler
varyans analiz (AMOVA) sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
Populasyonlar Arasi 1 49.58 49.58 3.835
Populasyon I¢i 84 2300 27.38 27.38***
Toplam 85 2349 27.64
Phi ST 0.1229 (P=0.007)

SD: Serbestlik Derecesi KT: Kareler Toplami KO: Kareler Ortalamasi1 Phi: Phi
Istatistik katsayisi; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 hata sinirlar1 i¢inde énemli
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4.2.5. Yabani Gernik Popiilasyonlarinin Thalos Transpozonu Polimorfik
Lokus Bilgileri ile Molekiiler Varyans (AMOVA) Analizi

Farkli iilkelere ait yabani gernik bugday popiilasyonlarinin Thalos/(HM)-
TCAG primer kombinasyonuna goére toplam lokus sayisi, analiz edilen genotip
sayisi, metilasyona duyarli lokus sayisi, metillenmemis lokus sayisi, metilasyona
duyarli polimorfik lokus sayisi, metillenmemis polimorfik lokus sayis1 bilgileri
cizelge 4.14.°de verilmistir. Eksik verilere sahip genotipler analize dahil
edilmemistir.

Cizelge 4.14’de  goruldiigii  gibi, Thalos/(HM)-TCAG  primer
kombinasyonu i¢in 82 genotip analiz edilmis, 280 farkli lokus elde edilmis, bu
lokuslarin 165’1 metilasyona duyarli 115’ininise metillenmemis lokus oldugu
saptanmistir. Metilasyona duyarh lokuslarin 147°si polimorfik iken metillenmemis

lokuslarin 112’sinin polimorfik oldugu belirlnemistir.

Cizelge 4.14. Farkli iilkelere ait yabani gernik popiilasyonlarina gore primer
kombinasyonunun lokus bilgileri

Thalos/(HM)-TCAG

Lokus Sayis1 280

Toplam Genotip Sayisi 82

Tiirkiye 49

Israil 14

Liibnan 11

Suriye 8
Metilasyona Duyarli Lokus Sayis1 165
Metillenmemis Lokus Sayisi 115
Metilasyona Duyarli Polimorfik Lokus Sayisi 147
Metillenmemis Polimorfik Lokus Sayis1 112

T.K= Tiim Primer Kombinasyonlar1

Tiirkiye (TR), israil (IS), Suriye (SY), Liibnan (LB) popiilasyonlar:
arasinda ve popillasyonlar igerisinde Thalos transpozonu igin metilasyon

modellerinde farklilik olup olmadigini belirlemek ve farkliligin derecesini
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belirlemek amaciyla Molekiiler Varyans(AMOVA) analizi yapilmistir (Cizelge
4.15). Cizelge 4.15. incelendiginde Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in

popiilasyon igi ¢esitliligin P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu saptanmugtir.

Cizelge 4.15. Yabani ve kiiltiir makarnalik bugday popiilasyonlarinin molekiiler
varyans analizi (AMOVA) sonuglari

Varyasyon Kaynagi SD KT KO Varyans
Populasyonlar Arasi 3 139.6 46.54 1.235
Populasyon gi 78 2086 26.74 26.74%**
Toplam 81 2226 27.48
Phi ST 0.04415 (P=3e-04)

SD: Serbestlik Derecesi KT: Kareler Toplami1 KO: Kareler Ortalamasi Phi: Phi
[statistik katsayisi; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 hata sinirlar1 i¢inde énemli

TMD analizinden elde edilen bulgular incelendiginde Thalos
transpozonunu ¢evreleyen CCGG bolgelerinde DNA metilasyon varyasyonunun

yiiksek ve 6nemli oldugu saptanmustir.

4.3. Neighboor-Joining (NJ) Analizi

Tiim primer kombinasyonlarindan elde edilen veriler kullanilarak DARwin
6.0 paket programinda Neighboor-Joining analizi yapilmistir. Analiz yapilirken
her bir primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl verileri ile ayr olacak sekilde
dendogram olusturulmustur. Ayni kesim bdlgesini taniyan ama farkli metilasyon
duyarliliklarina sahip 2 izosimer enzimin verileri ile olusturulan dendoramlar
degerlendirilmistir.

Genotiplerin cografi dagilimlar1 harita iizerinden incelendiginde 3 bdlgede
kiimelendigi goriilmektedir. Ozellikle Israil ve Liibnan ile Suriye genotiplerinin
bazilar birbirlerine yakin bolgelerde dagilim gostermektedir. Bir diger grubu ise
Tirkiye’nin Gaziantep-Maras bolgesinde bulunan genotipler ile Suriye’nin kuzey
bolgesinde bulunan birka¢ Suriye genotipleri olusturmaktadir. 3. Grubu ise
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Mardin-Diyarbakir ¢evresinde gruplanmig genotipler olusturmaktadir. Bu grubun
icerisinde Siirt ve gevresine yakin bazi genotipler digerlerine gore ayri dagilim

gostermistir.

4.3.1. (E)ACT/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait Dendogramlar

(E)ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl kesim
enzimlerine gore olusturulan dendogramlar sirasiyla Sekil 4.11 ve 4.12°de
verilmistir.

Sekil 4.11°de goriildiigii gibi, incelenen genotipler 3 ana gruba ayrilmustir.
Tiirkiye orijinli genotipler bir gruba ayrilirken Liibnan, Suriye, Israil orijinli
genotipler diger grubu olusturmustur. Bazi Tiirkiye orijinli genotipler diger
iilkelerle kiimelenmistir. SY62 ve SY79 bagimsiz bir grup olusturmustur. 3

makarnalik bugday cesidi ve ‘Zavitan’ ayni alt grup igerisinde yer almistir.
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Sekil 4.11.  (E)ACT/(H)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmizi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini ifade etmektedir)

Sekil 4.12. incelendiginde, dendogramda incelenen genotiplerin 3 ana
gruba ayrildigi, 2 grubu agirlikli olarak Tiirkiye genotipleri olustururken 3. grupta
cogunlukla Israil, Liibnan, Suriye genotipleri yer aldig1 goriilmektedir. Farkli bir
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sekilde 6 Liibnan genotipi Tiirkiye genotipleri ile birlikte kiimelenmistir.

Makarnalik bugday genotipleri ise Tiirkiye genotipleri ile kiimelenmistir.
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Sekil 4.12.  (E)ACT/(M)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmizi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini ifade etmektedir)

Sekil 4.11 ve Sekil 4.12 birlikte incelendiginde, makarnalik bugday
genotipleri bir arada kiimelenmisken Zavitan genotipinin Mspl reaksiyonu i¢in
Israil genotipleriyle bir arada kiimelendigi goriilmektedir. Mspl reaksiyonunda

(E)ACT/(M)-TCAG primer kombinasyonu i¢in TR68 genotipinin metilasyon
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seviyesi %80.09 iken metilasyon seviyesi diisiik olan makarnalik bugdaylarla
beraber kiimelenmistir. Hpall reaksiyonunda ise TR68 genotipi keni
mikrogevresinde bulunan genotipler ile bir arada kiimelenmistir. (E)ACT/(M)-
TCAG primer kombinasyonu i¢in Hpall (CHG metilasyon durumu) ve Mspl (CG
metilasyon durumu) dendogramlarma goére hem popiilasyon i¢i hem de
popiilasyonlar arast epigenetik varyasyonun yiiksek oldugu, metilasyon

modellerinin popiilasyona 6zgii oldugu ifade edilebilir.

4.3.2. (E)AGC/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait Dendogramlar

(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl kesim
enzimlerine gore olusturulan dendogramlar sirasiyla Sekil 4.13 ve 4.14’de
verilmistir.

Sekil 4.13’de goriildiigii gibi incelenen geneotipler 3 ana gruba ayrilmistir.
Tiirkiye orijinli genotipler bir ana grup icerisinde yer almis, bu grupta Liibnan ve
Israil genotiplerinin bazilar1 da kiimelenmistir. Makarnalik bugday genotipleri
Tiirkiye orijinli genotiplerin yogun olarak kiimelendigi ana grup igerisinde baska

bir kola ayrilarak bir arada bulunmaktadir.
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Sekil 4.13. (E)AGC/(H)-TCAG_Primer Kombinasyonuna ait dendogram (Kirmizi
:Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye, Siyah:
Makarnalik gesitler ve Zavitan genotipini ifade etmektedir)
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Sekil 4.14.  (E)AGC/(M)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmuizi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini ifade etmektedir)

Sekil 4.14°de goriildiigii gibi incelenen genotipler 3 ana gruba
ayrilmigtir. 2 grubu agirlikli olarak Tiirkiye orijinli genotipler olusturmustur. SY 62
genotipi her 2 kesim enziminde de Tiirkiye grubunun igerisinde yer almastir.

Sekil 4.13. ve Sekil 4.14. birlikte incelendiginde, makarnalik bugdaylarin
iki dendogramda da bir arada kiimelendigi goriilmektedir. Bununla birlikte

makarnalik  bugdaylar Hpall kesim durumuna gore(CHG)  Tirkiye
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popiilasyonlarinin igerisinde yer alirken, Mspl kesim durumuna gére(CG) Liibnan,
Israil ve Suriye popiilasyonuyla aymi grup igerisinde yer almistir. Bu durum
(E)AGC/(M)-TCAG primer kombinasyonunda makarnalik bugdaylar arasinda
epigenetik varyasyon yiiksek olmasa da tiim popiilasyonlarla karsilastirildiginda

epigenetik varyasyonun yiiksek olabilecegi seklinde aciklanabilir.

4.3.3. (E)ACG/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait Dendogramlar
(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl kesim
enzimlerine gore olusturulan dendogramlar sirasiyla Sekil 4.15 ve 4.16°da

verilmistir.
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Sekil 4.15. (E)ACG/(H)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram
(Kirmizi: Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik ¢esitlerve Zavitan genotipini ifade etmektedir)
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Sekil 4.15°de gorildiigii gibi, incelenen genotipler 3 ana gruba ayrilmistir.
Tiirkiye genotipleri 3 ana grup icerisinde dagilim gostermis, alt gruplar icerisinde
bir arada kiimelenmistir. Svevo(62) Tiirkiye genotipleri ile kiimelenirken,

Karakilgik88(78) ve Cesit 4(87) farkl bir grupta yer almistir.
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Sekil 4.16. (E)ACG/(M)-TCAG Primer Kombinasyonuna ait dendogram (Kirmizi:
Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye, Siyah:
Makarnalik gesitlerve Zavitan genotipini ifade etmektedir)

Sekil 4.16. incelendiginde, incelenen genotiplerin dendogramda 3 ana gruba

ayrildigi, bir grubu Tiirkiye genotiplerinin olusturdugu goriilmektedir. Diger iki grup
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icerisinde genotipler orijinlerine gore alt gruplar halinde kiimelenmistir. Makarnalik

bugdaylar ayn1 ana grup icerisinde birbirinden farkli alt gruplarda kiimelenmistir.

4.3.4. Tiim Primer Kombinasyonuna Ait Dendogramlar
“(E)ACT/(HM)-TCAG”, “(E)AGC/(HM)-TCAG”ve “(E)ACG/(HM)-
TCAG” primer kombinasyonlarinin Hpall ve Mspl kesim enzimlerine gore

olusturulan dendogramlar sirasiyla Sekil 4.17 ve 4.18’de verilmistir.

J—‘_’.

Sekil 4.17. Tim Primer Kombinasyonun Hpall verilerine ait dendogram
(Kirmizi: Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye,
Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini ifade etmektedir)

Sekil 4.17°de goriildiigii gibi, incelenen genotipler dendogramda 3 ana
gruba ayrilmis, 2 grubu Tiirkiye genotipleri olusturmustur. Farkli bir sekilde LB21
ve SY62 genotipleri Tiirkiye orijinli genotipler ile birlikte kiimelenmistir. TR31,
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TR68, TR74, TR88 genotipleri Tiirkiye genotiplerinden ayr1 bir sekilde

kiimelenmistir. TR67 genotipi Israil, Liibnan, Suriye grubu icerisinde

kiimelenmistir.
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Sekil 4.18.  Tim Primer Kombinasyonun Msp verilerine ait dendogram (Kirmizi:
Tiirkiye; Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz: Suriye, Siyah:
Makarnalik gesitlerve Zavitan genotipini ifade etmektedir)

Sekil 4.18. incelendiginde, incelenen genotiplerin dendogramda 3 ana
gruba ayrildig1 goriilmektedir. Tiirkiye genotiplerinin bir kismu Liibnan, Suriye,
Israil genotipleriyle ayn1 ana grupta alt bir grup olusturmustur. SY62 genotipi

Tiirkiye alt gurubu igerisinde yer almistir.
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Tiim sonuglar degerlendirildiginde popiilasyonlarin metilasyon seviyelerinin
birbirine yakin olsa da metilasyon modellerinin olduk¢a farkli oldugu ortaya
¢ikmaktadir. izosimer olan Hpall ve Mspl enzimlerinin metilasyona karsi
duyarhiliklarinin  farkli olmasindan dolayr aymi primer kombinasyonuna ait
dendogramlar farkliliklar gdsterebilmektedir. Tim dendogramlar g6z Oniine
alindiginda genellikle Tiirkiye genotipleri bir arada gruplanirken, Suriye, Israil ve
Liibnan genotiplerinin ayr1 olarak gruplandigi ortaya ¢ikmaktadir. Cografi olarak
Liibnan, Israil ve Suriye genotiplerinin bir kismi yakin bolgelerde dagilim
gostermigtir.  Cevre kosullari da g6z oOniine alindiginda bu popiilasyonlarin
dendogramlarda bir arada dagilim gostermesinin olagan oldugu Ongoriilmektedir.
Tiirkiye genotipleri icerisinde Siirt ve cevresinde cografi dagilim gdsteren TR68,
TR74 ve TR88 genotiplerinin dendogramlarda bulunduklari konum sebebiyle
epigenetik yamit1 belirleyen faktorlerin  anlagilmasinda ileriki ¢aligmalarda
kullanilmasinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Kahramanmaras ¢evresinde cografi
dagilim gdsteren TR31 genotipinin Siirt ve ¢evresinde dagilim gdsteren genotipler ile
bir arada kiimelenmesinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte LB21 ve
SY62 genotipleri cografi bolgelerinden bagimsiz bir dagilim gostermesinden dolay1 bu
genotiplerin metilasyon modellerinin yapisinin ve kapsaminin degerlendirilebilmesi
icin farkli ¢evre kosullarina karsi metilasyon tepkilerinin belirlenmesi nem arz
etmektedir. Venetsky ve ark, (2015) Israil orjinli yabani gernik popiilasyonlarinda
Neighboor-Joining analizi ile metilasyon yapisini belirlemigler, DNA metilasyon
modellerinin genellikle popiilasyona 6zgii oldugunu ve kalitsal olarak aktarildigini
ifade etmislerdir. Yaptiklari bu calismada Venetsky ve ark, (2015) ayni arazi
sartlarinda iki yil ekim yapmislar ve bu yillar arasinda metilasyon modellerinde
onemli bir degisiklik olmadigini rapor etmislerdir. Venetsky ve ark, (2015) Amiad
popiilasyonuna ait genotiplerin bir kismunin Tabgha popiilasyonu ile birlikte
kiimelenmesinin nedeninin epigenetik varyasyonun yiiksek seviyede oldugunu
bildirmislerdir. Bu calismada arastirilan popiilasyonlarin Venetsky ve ark, (2015)

yaptiklar1 calismada arastirdiklar1 popiilasyonlara gore ¢ok daha genis bir cografi
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alanda dagilim gostermesinden dolay1 epigenetik varyasyonun yiiksek olabilecegi ve
baz1 genotiplerin orijinlerinden bagimsiz sekilde metilasyon modeli olusturabilecegi
diisiiniilmektedir. Venetsky ve ark, (2015) yaptiklar1 caligmada bazi genotiplerin
dogal cevre kosullarindan farkli sartlarda yetistirilmesinin farkli epigenetik yanitlar
olusturabilecegini, bu durumun da yiiksek epigenetik varyasyona neden olabilecegini

ifade etmistir.

4.3.5. Thalos/(HM)-TCAG Primer Kombinasyonuna Ait Dendogramlar
“(Thalos/(HM)-TCAG)” primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl kesim
enzimlerine gore olusturulan dendogramlar sirasiyla Sekil 4.19 ve 4.20°de

verilmistir.
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Sekil 4.19. Thalos/(H)-TCAG primer kombinasyonuna Hpall verilerine ait
dendogram (Kirmizi: Tiirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz:
Suriye, Siyah: Makarnalik c¢esitler ve Zavitan genotipini ifade
etmektedir)

Sekil 4.19’de goriildiigii gibi, incelenen genotipler dendogramda 3 ana
gruba aynlmistir. Tirkiye orijinli genotipler genellikle bir ana grup altinda
kiimelenmistir. TR88, TR68, TR74, TR31, TR53 genotipleri Suriye, Liibnan, israil
orijinli genotipler ile ayni ana grupta yer almistir. 1S49 ve SY62 genotipleri

Tiirkiye grubu igerisinde yer almigtir.
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Sekil 4.20. Thalos/(H)-TCAG primer kombinasyonuna Mspl verilerine ait
dendogram (Kirmizi: Tirkiye, Yesil: Israil, Mor: Liibnan, Turkuaz:
Suriye, Siyah: Makarnalik ¢esitler ve Zavitan genotipini ifade
etmektedir)

Sekil 4.20. incelendiginde, incelenen genotiplerin dendogramda 3 ana
gruba ayrildigr goriilmektedir. Tirkiye genotipleri bir ana grubu olustururken,
Tiirkiye genotiplerinin bazilar1 diger ana gruplara dagilmistir. SY62 genotipi
Tiirkiye grubu i¢inde yer almistir.

Sekil 4.19. ve Sekil 4.20. dendogramlar1 birlikte incelendiginde, Tiirkiye
orijinli genotiplerin bir ana grubu olusturdugu ortaya ¢ikmaktadir. MSAP sonuglarinda
oldugu gibi TR31, TR68, TR74, TR88 genotipleri Tiirkive genotiplerinden ayri bir
sekilde kiimelenmistir. Siirt ve g¢evresinde cografi dagilim gosteren TR68, TR74,
TR88 genotipleri ile Kahramanmaras g¢evresinde cografi dagilim gosteren TR31

genotipinin biitiin dendogramlarda beraber yer almasi ve orijinlerinden farkl
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metilasyon modeli sergilemesi bu genotiplerin DNA metilasyon modelinin ve Thalos
transpozunu  metilasyon  modelinin  ¢evresel  faktorlerle olan iliskisinin
anlasilabilmesinde ileriki ¢alismalar i¢in 6nem arz etmektedir. Bununla birlikte MSAP
sonuglarinda oldugu gibi Thalos elementi i¢cin de SY62 genotipi Tirkiye grubu
icerisinde yer almistir. SY62 genotipinin yiiksek seviyede epigenetik varyasyon
olusturdugu diisiiniilmektedir. Thalos elementinin ¢evreleyen ‘CCGG’ boélgelerinin
metilasyon modellerinin orijinlerine 6zgii oldugu sdylenebilmektedir.

Genomik DNA’nin metilasyon seviyesinin Thalos transpozonunu ¢evreleyen
‘CCGG’ bolgelerinin metilasyon seviyesi ile yakin seviyelerde olmasi metilasyonun
sadece transpozonlar {izerinde degil genomik DNA’nin tamaminda rol aldigmi ve
epigenetik yanit olusturdugunu ortaya koymustur. Venetsky ve ark, (2015) MSAP ve
TMD analizlerini kullanarak yabani gernik popiilasyonlarinin metilasyon durumlarini
iceledikleri ¢aligmada, genomik DNA’nin metilasyon seviyesinin Thalos elementinin
metilasyon seviyesinden de yiiksek olabildigini bildirmislerdir. Bu c¢aligmada elde
edilen bulgular transpozonlarin metilasyon modelinin genellikle popiilasyona 6zgii
olsada bitkinin yetistirildigi arazi kosullar1 gibi farkli ¢evresel kosullarla da varyasyon

gosterebildigini ortaya koyabilir.
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5. SONUC ve ONERILER

5.1. MSAP (Methylation Sensitive Amplified Polymorphism) Analizi
3 adet primer ¢ifti kombinasyonu kullanilarak 87 adet yabani gernik ve 3
adet makarnalik bugday genotipi MSAP yontemine gore analiz edilmis olup elde

edilen arastirma bulgulart maddeler halinde asagida verilmistir.

1. Yabani gernik genotipleri igerisinde (E)-ACT/(HM)-TCAG primer
kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesi %45.54 ile %93.1 arasinda, (E)-
AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesi %50 ile
%92.31 arasinda, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin
metilasyon seviyesi %48.5 ile %84.87 arasinda, tiim primer
kombinasyonlarinin ortalamasi i¢in metilasyon seviyesi %49.74 ile %90.48
arasinda degismistir.

2. (E)-ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiikk metilasyon
seviyesine sahip genotipin TR74, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip
genotipin TR43 oldugu, (E)-AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin
en diisik metilasyon seviyesine sahip genotipin TR74, en yiiksek
metilasyon seviyesine sahip genotipin TR45 oldugu, (E)-ACG/(HM)-
TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon seviyesine sahip
genotipin LB61, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin SY42
oldugu saptanmigtir. Tiim primerlerin ortalamasi dikkate alindiginda en
diisiik metilasyon seviyesine sahip genotipin TR74, en yiiksek metilasyon
seviyesine sahip genotipin ise TR24 oldugu belirlenmistir.

3. Makarnalik bugday genotiplerinin (E)-ACT/(HM)-TCAG primer
kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesinin %62.65 ile %48.15 arasinda,
(E)-AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesinin
%63.41 ile %52.50 arasinda, (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu

icin metilasyon seviyesinin %78.63 ile %56.89 arasinda, tiim primer
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kombinasyonlariin ortalamasi igin metilasyon seviyesinin ise %53.21 ile
%63.40 arasinda degistigi belirlenmistir.

4. (E)-ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diisiik metilasyon
seviyesine sahip genotipin Karakilgik88, en yiiksek metilasyon seviyesine
sahip  genotipin Svevo oldugu, (E)-AGC/(HM)-TCAG  primer
kombinasyonu i¢in en diisiikk metilasyon seviyesine sahip genotipin Svevo,
en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin Cesit4 oldugu, (E)-
ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in en diigik metilasyon
seviyesine sahip genotipin Karakilgik88, en yiiksek metilasyon seviyesine
sahip genotipin ise Cesit4 oldugu saptanmistir. Tiim primerlerin ortalamasi
dikkate alindiginda en diisilk metilasyon seviyesine sahip genotipin
Karakil¢ik88, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotipin Cesit4
oldugu belirlenmistir.

5. (E)-ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda Tip 2 metilasyon
durumuna gore yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %40.808¢1
metillenmisken makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin %35.2681
metillenmistir. Tip 3 metilasyon durumlar1 incelendiginde ise bu durum
%23.063 ve ‘%17.388 olarak bulunmustur. Toplam metilasyon durumu
degerlendirildiginde yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %63.871 ‘i
metillenmigken makarnalik bugday genotipleride lokuslarin %52,806’s1
metillenmistir. Metilasyona ugramayan lokuslar yabani gernik genotipleri
icin  %36.129 seviyesinde iken, makarnalik bugday genotiplerinde
lokuslarin  %47,344°1lik kismin1 kapsamaktadir. Bu verilere gore “(E)-
ACT/(HM)-TCAG” primeri ¢ifti i¢cin yabani gernik popiilasyonlarinin
makarnalik bugday popiilasyonlarina gére metilasyon seviyelerinin daha
yiiksek oldugu sonucuna varilmaistir.

6. “(E)-AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonununda Tip 2 metilasyonu
acisindan yabani gernik genotiplerinde lokuslari %37.673l, makarnalik

bugday genotiplerinde ise lokuslarin %32.256’s1 metillenmistir. Tip 3
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metilasyonu agisindan, yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %29.702 ‘si
metillenmisken makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin %24.901°1
metillenmistir.  Bu  durum  toplam  metilasyon durumu igin
degerlendirildiginde yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %67.375’inin,
makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin %57.157’sinin metillenmis
oldugu anlagilmistir. Metilasyona ugramayan lokuslar ise yabani gernik
genotipleri i¢cin %32.625’lik bir kismi1 kapsarken makarnalik bugday
genotipleri i¢in lokuslarin %42.,843’{inili olusturmustur. Bu verilere gore
“(E)-AGC/(HM)-TCAG” primeri ¢ifti i¢in yabani gernik popiilasyonlarinin
makarnalik bugday popiilasyonlarina goére metilasyon seviyelerinin daha
yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

7. (E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda Tip 2 metilasyon
durumlar1 incelendiginde, yabani gernik genotiplerinde lokuslarin
%34.945’1 metillenmisken makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin
%52.480’inin metillenmis oldugu ortaya cikmistir. Tip 3 metilasyon
durumlart incelendiginde, yabani gernik genotiplerinde lokuslarin
%25.396’s1 metillenmisken makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarin
%15.276’sinin - metillenmis oldugu anlagilmistir. Toplam metilasyon
durumu degerlendirildiginde, yabani gernik genotiplerinin lokuslarinin
%60.342’si metillenmisken makarnalik bugday genotiplerinin lokuslarinin
%67.756’sinin - metillenmis oldugu ortaya ¢ikmistir. Yabani gernik
genotiplerinde lokuslarin %39.658’unda metilasyon durumu bulunmazken,
makarnalik bugday genotiplerinde lokuslarmm %32.244’u metilasyon
durumu icermemektedir.

8. Tim primer kombinasyonlarinin ortalamasma goére Tip 2 metilasyon
acisindan, yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %37.809°{i makarnalik
bugday genotipinde ise %40.001’i metillenmistir. Tip 3 metilasyonu
acisindan, yabani gernik genotiplerinin lokuslarinin %26.054°t makarnalik

bugday genotiplerinde ise %19.188’1 metillenmistir. Toplam metilasyon
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10.

durumu incelendiginde, yabani gernik genotiplerinde lokuslarin %63.863’1
makarnalik bugday genotiplerinde ise lokuslarin %59.240’min metillenmis
oldugu ortaya c¢ikmaktadir. Yabani gernik genotiplerinde lokuslarin
%36.137’sinda metilasyon durumu olugmazken, makarnalik bugday
genotiplerinde bu durum %40.810’luk seviyede oldugu sonucuna
varilmstir.

“(E)-ACT/(HM)-TCAG" primer kombinasyonununda Tip 2 metilasyon
durumlar1 incelendiginde, Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin
%40.821°1, Israil orijinli genotiplerde %40.180’i, Suriye orijinli
genotiplerde  %40.273’u, Liibnan orijinli genotiplerde %40.336’{inlin
metillenmis oldugu ortaya ¢ikmistir. Tip 3 metilasyonu agsindan Tiirkiye
orijinli genotiplerde lokuslarin %23.096’i, Israil orijinli genotiplerde
%23.854’1, Suriye orijinli genotiplerde %21.738’u, Liibnan orijinli
genotiplerde ise %22.834’1i metillenmistir. Toplam metilasyon durumu
degerlendirildiginde, Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarn %63.917’si,
Israil orijinli genotiplerde %64.034°ii, Suriye orijinli genotiplerde
%62.011’u, Liibnan orijinli genotiplerde ise %63.170’inin metillenmis
oldugu ortaya c¢ikmistir. Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarinin
%36.083#, Israil orijinli genotiplerde %35.966’s1, Suriye orijinli
genotiplerde %37.989’u, Liibnan orijinli genotiplerde %36.833linde
metilasyon durumlar1 bulunmamaktadir.

“(E)-AGC/(HM)-TCAG” primer kombinasyonununda ise Tip 2
metilasyonu agisindan Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin %37.588’1,
Israil orijinli genotiplerde %37.551°i, Suriye orijinli genotiplerde
%37.193’1, Liibnan orijinli genotiplerde %37.317’si metillenmistir. Tip 3
metilasyonu agisindan Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarin 9%29.826°s1,
Israil orijinli genotiplerde %29.826’s1, Suriye orijinli genotiplerde
%30.401’1 ve Liibnan orijinli genotiplerde ise %30.138’1 metillenmistir.

Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde, Tiirkiye orijinli
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11.

12.

genotiplerde lokuslarin %67.250’si, Israil orijinli genotiplerde lokuslarmn
%67.377°1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarin %67.594°{i, Liibnan
orijinli genotiplerde lokuslarin %67.455’1 metillenmis oldugu ortaya
cikmaktadir. Metilasyon durumu igermeyen lokuslar ise Tiirkiye orijinli
genotiplerde lokuslarin %32.750, Israil orijinli genotiplerde %32.623,
Suriye orijinli genotiplerde %32.406, Liibnan orijinli genotiplerde
9%32.545’1ik bir kismi1 olusturmaktadir.

(E)-ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonununda Tiirkiye orijinli
genotiplerde lokuslarin %39.675i, Israil orijinli genotiplerde lokuslarmnin
%39.344’1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarinin %39.303°i ve Liibnan
orijinli genotiplerde lokuslarnin %39.619’u metillenmemistir.  Tip 2
metilasyonu agsindan Tiirkiye orijinli  genotiplerde lokuslarinin
%34.952’sini kapsarken, Israil orijinli genotiplerde %35.054’{inii, Suriye
orijinli genotiplerde %33.916’sin1 ve Liibnan orijinli genotiplerde
%33.809’unu kapsamaktadir. Tip 3 metilasyon durumlan incelendiginde,
Tiirkiye orijinli genotiplerde  lokuslarinin %25.374°ii, Israil orijinli
genotiplerde %25.602°si, Suriye orijinli genotiplerde  %26.781°1 ve
Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarinin %26.572’si metillenmis oldugu
ortaya ¢ikmistir. Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde, Tiirkiye
orijinli genotiplerde lokuslarinin %60.325°i, Israil orijinli genotiplerde
lokuslarinin  %60.656°1i, Suriye orijinli genotiplerde  %60.697°si ve
Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarinin %60.381’inin metillenmis oldugu
ortaya ¢ikmaktadir.

Tim primer kombinasyonlarinin ortalamasi degerlendirildiginde Tirkiye
orijinli genotiplerde lokuslarmin %36.169’u, Israil orijinli genotiplerde
lokuslarinin  %35.978’1, Suriye orijinli genotiplerde lokuslarinin
%36.566’s1 ve Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarinin %36.331’inde
metilasyon oldugu ortaya cikmistir.  Tip 2 metilasyon durumlar

incelendiginde, Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarinin %37.787si, Israil
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13.

14.

15.

16.

orijinli genotiplerde lokuslarinin %37.595°1, Suriye orijinli genotiplerde
lokuslarinin %37.127’u ve Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarinin
%37.154 inilin metillendigi ortaya ¢ikmistir. Tip 3 metilasyon durumlari
incelendiginde Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarmin %26.044’i, israil
orijinli genotiplerde lokuslarmin %26.427’si, Suriye orijinli genotiplerde
lokuslarinin  %26.307’si ve Liibnan orijinli genotiplerde lokuslarinin
%26.515’sinin metillenmis oldugu saptanmistir. Toplam metilasyon
durumu degerlendirildiginde Tiirkiye orijinli genotiplerde lokuslarinin
%63.831°1, Israil orijinli genotiplerde lokuslarinin %64.022’si, Suriye
orijinli genotiplerde lokuslarin %63.434’1 ve Liibnan orijinli genotiplerde
lokuslarin %63.669’u metillenmis oldugu ortaya ¢ikmustir.

Tiim kombinasyonlar i¢cin Tip 2 metilasyon seviyesinin Tip 3 metilasyon
seviyesinden daha yiiksek oldugu saptanmustir. Farkli iilke orijinli yabani
gernik popiilasyonlarinin ortalama metilasyon seviyelerinin birbirine yakin
oldugu belirlenmistir.

(E)ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in 82 genotip analiz
edilmis, 270 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 175’1 metilasyona
duyarli 95’inin ise metillenmemis lokus oldugu belirlenmistir. Metilasyona
duyarli lokuslarin 160’1 polimorfik iken metillenmemis lokuslarin 94’
polimorfik olarak bulunmustur.

(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin 78 genotip analiz
edilmis, 244 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 180’1 metilasyona
duyarli 64’iliniin ise metillenmemis oldugu belirlenmistir. Metilasyona
duyarl lokuslarin 154’ polimorfik iken metillenmemis lokuslarin 63’{iniin
polimorfik oldugu belirlenmistir.

(E)ACG/(HM)-TCAG” primer kombinasyonu igin 85 genotip analiz
edilmis, 360 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 279’u metilasyona

duyarli 81’inin ise metillenmemis oldugu saptanmistir. Metilasyona duyarl
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

lokuslarin 263’1t polimorfik iken metillenmemis lokuslarin tamaminin
polimorfik oldugu bulunmustur.

Tiim kombinasyonlardan elde edilen lokuslarin verileri birlestirilerek
analiz edildiginde 69 genotip icin toplam 874 lokus elde edilmis, bu
lokuslarin 645’1 metilasyona duyarli 229’unun ise metillenmemis lokus
oldugu saptanmistir. Metilasyona duyarli lokuslarin 584’1 polimorfik iken
metillenmemis lokuslarin 225’1 polimorfik oldugu saptanmustir.
(E)ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in 78 genotip analiz
edilmis, 270 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 171’1 metilasyona
duyarlt 99’unun ise metillenmemis lokus oldugu saptanmistir. Metilasyona
duyarli lokuslarim 155’1 polimorfik iken metillenmemis lokuslarin 97’si
polimorfik oldugu saptanmustir.

(E)AGC/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin 74 genotip analiz
edilmis, 244 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 188’1 metilasyona
duyarli 56’s1n1n ise metillenmemis lokus oldugu saptanmistir. Metilasyona
duyarli lokuslarin 161’i polimorfik iken metillenmemis lokuslarin 55’1
polimorfik oldugu sonucuna saptanmistir.

(E)ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu icin 82 genotip analiz
edilmis, 360 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 280’1 metilasyona
duyarli 80’nini ise metillenmemis oldugu belirlenmistir. Metilasyona
duyarlt lokuslarin 262°si polimorfik iken metillenmemis lokuslarin
tamaminin polimorfik oldugu saptanmustir.

Tiim kombinasyonlardan elde edilen lokuslarin verileri birlestirilerek
analiz edildiginde 66 genotip i¢in toplam 874 farkli lokus elde edilmis, bu
lokuslarin 635’1 metilasyona duyarli 239’unun ise metillenmemis oldugu
belirlenmistir. Metilasyona duyarlt lokuslarin 569’u polimorfik iken
metillenmemis lokuslarin 234 {iniin polimorfik oldugu saptanmustir.
(E)ACT/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in popiilasyon i¢i ¢esitliligin

P<0.001 iginde 6nemli oldugu saptanmistir. (E)AGC/(HM)-TCAG primer
93



5. SONUC VE ONERILER Mehmet Alper GOKCE

kombinasyonu ig¢in popiilasyon i¢i ¢esitliligin P<0.001 i¢inde Onemli
oldugu saptanmistir. (E)ACG/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin
popiilasyon igi ¢esitliligin P<0.001 iginde énemli oldugu saptanmistir. Tiim
Primer Kombinasyonlarmin AMOVA sonuglar1 degerlendirildiginde
popililasyonlar arasi cesitliligin P<0.01 iginde Onemli, popiilasyon igi
cesitliligin  P<0.001 iginde oOnemli oldugu saptanmistir. Elde edilen
sonuglara gore cesitliligin istatistiki olarak yiliksek ve onemli oldugu

saptanmuistir.

5.2. TMD (Transposon Methylation Display) Analizi
Thalos/(HM)-TCAG primer ¢ifti kullanilarak 87 adet yabani gernik ve 3
adet makarnalik bugdayin TMD analizi ile elde edilen arastirma bulgular asagida

maddeler halinde verilmistir

1. Yabani gernik popiilasyonu igerisinde Thalos/(HM)-TCAG primer
kombinasyonu i¢in metilasyon seviyesi %43.04 ile %75.93 arasinda
degismistir. Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonuna gdre Thalos
transpozon elementinin incelenen genotiplerde metilasyon seviyesi
bakimindan genis varyasyon gosterdigi saptanmuigtir.

2. Yabani gernik popiilasyonu icerisinde en diisiik metilasyon seviyesine
sahip genotip SY60, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotip ise
Zavitan olmustur.

3. Makarnalik bugday genotipleri incelendiginde Thalos transpozon
elementinin metilasyon seviyesinin %56.04 ile %61.29 arasinda degistigi
saptanmuigtir.

4. Makarnalik bugday popiilasyonu igerisinde en diisiik metilasyon seviyesine

sahip genotip Svevo, en yiiksek metilasyon seviyesine sahip genotip

Karakil¢ik88 oldugu saptanmustir.
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5.

Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonununa gore yabani gernik
genotip lokuslarmin %41.336’s1 metillenmemisken, makarnalik bugday
genotip lokuslarmin %41.509°u metillenmemistir.  Tip 2 metilasyon
durumlarnt incelendiginde, yabani gernik genotiplerinin lokuslarinin
%27.425’1 metillenmisken makarnalik bugday genotip lokuslarinin
%25.137’sinin metillendigi saptanmistir. Tip 3 metilasyon durumlar
incelendiginde  yabani gernik genotip lokuslarinin  %31.239°u
metillenmisken makarnalik bugday genotip lokuslarinin %33.354 {iniin
metillendigi saptanmistir. Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde,
yabani gernik genotip lokuslarinin %58.664’°1 metillenmisken makarnalik
bugday genotip lokuslarinin %58.491’1in metillendigi ortaya ¢ikmistir.
Thalos/(HM)-TCAG primeri ¢ifti i¢in yabani gernik ve makarnalik bugday
poplilasyonlar1 karsilagtirildiginda Tip2 ve Tip3 metilasyon seviyeleri
birbirinden farklilik gostermesine ragmen toplam metilasyon seviyeleri ¢ok
yakin degerlerde oldugu saptanmistir.

“Thalos/(HM)-TCAG” primer kombinasyonununda Tiirkiye orijinli
genotiplerin lokuslarinin  %41.408’i, Israil popiilasyonu lokuslarinm
%41.626’s1, Suriye orijinli genotiplerin lokuslarinin %40.515’i ve Liibnan
orijinli genotiplerin lokuslarinin %41.018’i metillenmemistir.  Tip 2
metilasyon durumlar1 incelendiginde Tiirkiye orijinli genotiplerin
lokuslarinin %27.308’1, Israil orijinli genotiplerin lokuslarinin %26.910’u,
Suriye orijinli genotiplerin lokuslarmin %27.245’i ve Liibnan orijinli
genotiplerin  lokuslarinin =~ %27.566’sinin  metillenmis oldugu ortaya
cikmistir. Tip 3 metilasyon durumlar1 incelendiginde Tiirkiye orijinli
genotiplerin lokuslarmin %31.2841, Israil orijinli genotiplerin lokuslarmnin
%31.464°1, Suriye orijinli genotiplerin lokuslarinin %32.240°1 ve Liibnan
orijinli genotiplerin lokuslarinin %31.416’simim metillendigi saptanmustir.
Toplam metilasyon durumu degerlendirildiginde Tiirkiye orijinli

genotiplerin  lokuslarinin ~ %58.592°si, Israil orijinli  genotiplerin
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lokuslarinin %58.374°1i, Suriye orijinli genotiplerin lokuslarinin %59.485°1
ve Liibnan orijinli genotiplerin lokuslarinin %58.982’sinin metillendigi
ortaya gikmugtir.

8. Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu igin 86 yabani gernik ve
makarnalik bugday genotipi analiz edilmis, 280 farkli lokus elde edilmis,
bu lokuslarin 164’1 metilasyona duyarli 116’s1 ise metillenmemis olarak
bulunmustur. Metilasyona duyarlt lokuslarin 147’si polimorfik iken
metillenmemis lokuslarin 114’{inlin polimorfik oldugu saptanmistir.
Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in popiilasyon igi gesitliligin
P<0.001 i¢inde 6nemli oldugu saptanmustir.

9. Thalos/(HM)-TCAG primer kombinasyonu i¢in 82 yabani gernik genotipi
analiz edilmis, 280 farkli lokus elde edilmis, bu lokuslarin 165’1
metilasyona duyarli 115’inin ise metillenmemis oldugu saptanmustir.
Metilasyona duyarli lokuslarin 147’si polimorfik iken metillenmemis
lokuslarin 112’sinin polimorfik oldugu saptanmistir. Thalos/(HM)-TCAG
primer kombinasyonu icin popiilasyon ici ¢esitliligin P<0.001 iginde
onemli oldugu saptanmustir.

10. TMD analizinden elde edilen bulgular incelendiginde Thalos
transpozonunu ¢evreleyen CCGG bolgelerinde DNA  metilasyon

varyasyonunun yiiksek ve 6nemli oldugu saptanmistir.

5.3. Neighboor-Joining(NJ) Analizi
Her bir primer kombinasyonunun Hpall ve Mspl verileri ile ayr1 olacak
sekilde dendogram olusturulmustur. Elde edilen arastirma bulgular1 maddeler

halinde agagida verilmistir.

1. (E)ACT/(H)-TCAG primer kombinasyonuna ait dendogram incelendiginde
incelenen genotiplerin 3 ana gruba ayrildigi goriilmiistiir. Tiirkiye orijinli

genotipler bir gruba ayrilirken Liibnan, Suriye, Israil orijinli genotipler
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diger grubu olusturmustur. Baz1 Tiirkiye orijinli genotipler diger iilkelerle
kiimelenmistir. SY62 ve SY79 bagimsiz bir grup olusturmustur. 3
makarnalik bugday ¢esidi ve ‘Zavitan’ ayni alt grup igerisinde yer almistir.

2. (E)ACT/(M)-TCAG  primer kombinasyonuna  ait  dendogram
incelendiginde, incelenen genotiplerin 3 ana gruba ayrildigi, 2 grubu
agirlikli olarak Tiirkiye genotipleri olustururken 3. grupta ¢ogunlukla Israil,
Liibnan, Suriye genotiplerin yer aldigi goriilmiistiir. Farkli bir sekilde 6
Liibnan genotipi Tiirkiye genotipleri ile birlikte kiimelenmistir. Makarnalik
bugdaylar Tiirkiye genotipleri ile kiimelenmistir.

3. (E)AGC/(H)-TCAG  primer kombinasyonuna  ait  dendogram
incelendiginde, incelenen genotiplerin 3 ana gruba ayrildig1 goriilmiistiir.
Tiirkiye bir ana grup igerisinde yer almis, bu grupta Liibnan ve Israil
genotiplerinin bazilar1 da kiimelenmistir. Makarnalik bugday genotipleri
Tiirkiye orijinli genotiplerin yogun olarak kiimelendigi ana grup igerisinde
baska bir kola ayrilarak bir arada yer almistir.

4. (E)AGC/(M)-TCAG primer kombinasyonuna ait dendogramda incelenen
genotipler 3 ana gruba ayrilmistir. 2 grubu agirlikli olarak Tiirkiye orijinli
genotipler olusturmustur. SY62 genotipi her 2 kesim enziminde de Tiirkiye
grubunun igerisinde yer almistir.

5. Makarnalik bugdaylar iki dendogramda da bir arada kiimelenmistir.
Bununla birlikte makarnalik bugdaylar Hpall kesim durumuna gére(CHG)
Tiirkiye popiilasyonlarmin igerisinde yer alirken, Mspl kesim durumuna
gore(CG) Liibnan, Israil ve Suriye orijinli genotipleri ile ayni grup
igerisinde yer aldig1 saptanmustir.

6. (E)ACG/(H)-TCAG primer kombinasyonuna ait dendogramda incelenen
genotipler 3 ana gruba ayrilmistir. Tiirkiye genotipleri 3 ana grup igerisinde
dagilim gdostermis, alt gruplar igerisinde bir arada kiimelenmistir.
Svevo(62) Tiirkiye genotipleri ile kiimelenirken Karakilgik88(78) ve Cesit

4(87) farkl bir grupta yer almstir.
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10.

11.

(E)ACG/(M)-TCAG primer kombinasyonuna ait dendogramda incelenen
genotipler 3 ana gruba ayrilmig, bir grubu Tirkiye genotipleri
olusturmustr. Diger iki grup igerisinde orijinlerine gore genotipler alt
gruplar halinde kiimelenmistir. Makarnalik bugdaylar ayni1 ana grup
icerisinde birbirinden farkl alt gruplarda kiimelenmistir

Hpall reaksiyonu i¢in tiim primer kombinasyonlarina ait dendogramda,
incelenen genotipler 3 ana gruba ayrilmig, 2 grubu Tiirkiye genotipleri
olusturmustur. Farkli bir sekilde LB21 ve SY62 genotipleri Tiirkiye orijinli
genotipler ile birlikte kiimelenmistir. TR31, TR68, TR74, TR88 genotipleri
Tiirkiye genotiplerinden ayr1 bir sekilde kiimelenmistir. TR67 genotipi
Israil, Liibnan, Suriye grubu icerisinde kiimelenmistir.

Mspl reaksiyonu igin tiim primer kombinasyonlarina ait dendogramda
incelenen genotipler 3 ana gruba ayrilmigtir. Tiirkiye genotiplerinin bir
kismi Liibnan, Suriye, Israil genotipleriyle aym ana grupta alt bir grup
olusturmustur. SY62 genotipi Tiirkiye alt gurubu igerisinde yer almistir.
Tiim dendogramlar géz Oniine alindiginda genellikle Tiirkiye genotipleri
bir arada gruplanirken, Suriye, Israil ve Liibnan genotipleri ayri olarak
gruplanmustir.

Thalos/(H)-TCAG primer kombinasyonuna ait dendogramda, genotipler 3
ana gruba ayrilmistir. Tirkiye popiilasyonu bir ana grup altinda
kiimelenmistir. TR88, TR68, TR74, TR31, TR53 genotipleri Suriye,
Liibnan, Israil popiilasyonlariyla ayni ana grupta yer almistir. 1S49 VE
SY62 genotipleri Tiirkiye popiilasyonu igerisinde yer almistir. Thalos/(H)-
TCAG primer kombinasyonuna ait dendogramda genotipler 3 ana gruba
ayrilmigtir. Tiirkiye genotipleri bir ana grubu olustururken, Tirkiye
genotiplerinin bazilar1 diger ana gruplara dagilmistir. SY62 genotipi
Tiirkiye popiilasyonuyla beraber yer almistir.

MSAP sonuglarinda oldugu gibi TR31, TR68, TR74, TR88 genotipleri

Tiirkiye genotiplerinden ayri bir sekilde kiimelenmistir. Siirt ve ¢evresinde
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cografi dagilim gdsteren TR68, TR74, TR88 genotipleri ile
Kahramanmarag cevresinde cografi dagilim gosteren TR31 genotipinin

biitiin dendogramlarda beraber yer almistir.

Bu arastirma kapsaminda saptanan yukaridaki bulgulara dayanarak,
genomik DNA ve transpozon metilasyonunun genellikle genotiplerin orijinlerine
0zgii oldugu, yabani bugdaylarin kiiltiir bugdaylarina gore daha yiiksek metilasyon
seviyesi ortaya koydugu saptanmistir. Baz1 genotiplerin toplandiklar1 bolgelerden
bagimsiz metilasyon modelleri sergileyebildigi, 6zellikle farkli metilasyon seviyesi
ve modeline sahip genotiplerin farkli ¢evre sartlari altinda epigenetik yanitin gen
fonksiyonlarini nasil diizenlendiginin anlagilmas: ile ilgili yapilacak arastirmalarda

Onem arz ettigi sonucuna varilmaistir.
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