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OZET

Pamukta (Gossypium L.) Epiallellerin Tespitinde Kullanilabilecek GS-KUP
Markirlarinin Gelistirilmesi

Ayse SAGIR
Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Mehmet KARACA
Subat 2020; 63 sayfa

Endiistri bitkileri icerisinde yer alan pamuk (Gossypium L.), sanayinin bircok
dalinin ana ham maddesi olmasi nedeniyle gerek diinya gerekse de lilkemiz agisindan
onemli bir bitkidir. Hizla artan diinya niifusu ve insanlarin degisen ve gelisen hayat
standartlar1 pamuga duyulan ihtiyaci arttirmaktadir. Gegmiste ¢ok hiicreli organizmalarin
gelisim sirasinda tek tip hiicrelerden doku ve organlari olusturmak amaciyla
farklilagmasini ifade etmek amaciyla kullanilan epigenetik sézciigii bu giinlerde DNA
dizisinde degisiklik olmaksizin genlerin ifade edilmesinde meydana gelen kalitsal
degisikleri agiklamak i¢in kullanilmaktadir. Epigenetik diizenlemeler arasinda en fazla
calisilmis ve en fazla anlasilmis olan mekanizma DNA metilasyonudur.

DNA  metilasyonunun  belirlenmesinde  birbirlerinden  farkli  yontemler
kullanilmaktadir. Bu calismada epiallellerin tespitinde kullanilabilecek ekonomik ve
altyapr gerektirmeyen “Methylation Sensitive Amplification Polymorphism” (MSAP)
yontemine benzerlik gosteren ve birimimizde gelistirilen Gen Spesifik Kismi Uzunluk
Polimorfizm (GS-KUP) yonteminde kullanilacak lokus ve primer ¢iftlerinin gelistirilmesi
amaclanmistir. Calismada bitki materyali olarak diinya pamuk iiretiminin %98’den daha
fazlasmin karsilandig: iki pamuk tiirii olan G. hirsutum L. ve G. barbadense L. DNA
dizleri GenBank veri tabanindan transfer edilerek kullanilmustir. Belirli 6l¢iit kriterler
kullanilarak GenBank veri tabanindan indirilen DNA dizilerine spesifik primer ¢iftleri
gelistirilmistir. Gelistirilen primer dizileri tizerinde Mspl ve Hpall izosizomerlere ait
palindromik tanima bolgeleri bulunmakta olup, DNA palindromik bélgesinde yer alan
sitozin bazinda bulunabilecek metil grubuna gore farklilik tespit edilebilmektedir.
Calismada 54 lokus iizerinde caligma firsati sunan 88 adet primer ¢ifti gelistirilmistir.

Gelistirilen primer ¢iftlerinin yarist G. hirsutum ve diger yarisida G. barbadense
genom dizilerinden tasarlanmistir. Primer ¢iftlerinin her iki genomda ¢ogaltim
yapabilecekleri 6n denemelerde ortaya konulmustur. Bunun i¢in alt1 lokus segilerek GS-
KUP yénteminde denemeler kurulmustur. On denemelerde gelistirilen primer g¢iftlerinin
timitvar oldugu tespit edilmistir. Bu baglamda lif gelisimiyle ilgili epiallelerin tespitinde
kullanilabilecek olduklari goériilmiistiir. Tez calismasi kapsaminda tasarlanan primer
ciftleri ile epiallel markirlar1 gelistirilerek bu markirlarin pamuk islahinda lif kalite ve
miktarinin artirtlmasima yonelik ¢aligmalarda kullanilabilme olanagi sunabilecegi
Ongorilmiistiir.



Sonug olarak bu c¢alisma son yillardaki artis ile birlikte diinya pamuk {iretiminin
%98°1ik kisminm1 kapsayan iki pamuk tiiriiniin epigenetik caligmalarina farkli agilardan
katki saglayabilecektir. Gelistirilen primer ¢iftleri ile hedeflenen gen ve gen bolgelerinde
metilasyon diizeylerinin tespitinde kullanilacak markirlarin gelistirilmesinin yani sira
ilgili genlerin ve gen elementlerinin epigenetiksel diizenlemelerinin anlasilmasinda da
katkilar saglanabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: DNA metilasyonu, Epigenetik, Epigenetik diizenlemeler,
GS-KUP markir, Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum, Lif 6zellikleri, Primer
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ABSTRACT
Development of GS-RLP Markers for Detection of Epialleles in Cotton (Gossypium L.)
Ayse SAGIR
M.Sc. Thesis in the Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet KARACA
February 2020; 63 pages

As an industrial crop cotton (Gossypium L.), is the main raw material of many
types of the industry, and it is important for the world and Turkey. The rapidly increasing
world population and changing and developing life standards of people increase the need
for cotton. The word epigenetics, was used in the past to express the differentiation of
multicellular organisms during development to form tissues and organs from uniform
cells. However, nowadays it is used to describe hereditary changes occur in the
expression of genes without alteration in DNA sequences. Among epigenetic regulations,
the most studied and understood mechanism is the DNA methylation.

Different methods has been used for determining DNA methylation. The aim of
this study, loci and primer pairs for detection of epialles by the Gen Specific Restriction
Length Polymorphism (GS-RLP) method developed in our labratory and similar to
Methylation Sensitive Amplification Polymorphism (MSAP). In the study, DNA
sequences of two cotton types, G. hirsutum L. and G. barbadense L. species, constituting
more than 98% of the world cotton production was used. The sequences were
downloaded from the GenBank database and primer pairs were designed using certain
criteria. Palindromic recognition regions of Mspl and Hpall isochisomers were present in
the developed primer sequences. The differences in DNA sequence can be determined
based to the methyl group found on the cytosine nucleotide of DNA in the palindromic
region. In the study, 88 primer pairs covering 54 loci was developed.

Half of the developed primer pairs was from G. hirsutum and the other half from
G. barbadense genomic sequences. It was demonstrated in preliminary experiments that
primer pairs can amplify target sequences from the genomes of both species. For this, six
loci and spesific primer pairs were selected and utilized in the GS-RLP method. Primer
pairs developedand used in preliminary experiments were promising for the detection of
epialleles. In this context, the results suggested that these primer pairs can be used for the
detection of epialleles related to fiber development. Therefore the developed primer pairs
can also be used to developing markers in deterimination of the quality and quantity of
fiber in cotton.



G. hirsutum and G. barbadense are two cotton species constituting 98% of the
world cotton production. Methilation sensistive primer pairsspesific to these species
developed in this study is not only used for the development of markers but also useful
for understanding the epigenetic arrangements and regulations of genes and gene
elements related to fiber properties.

KEY WORDS: DNA methylation, Epigenetics, Epigenetic arrangements, Fiber
properties, GS-RLP marker, Gossypium barbadense, Gossypium hirsutum, Primer pair
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ONSOZ

Giderek artan diinya niifusu yiyecek, icecek, barinma gibi 6nemli sorunlari
beraberinde getirmektedir. Pamuk Oncelikli olarak tekstil sanayisi i¢in yetistirilmekle
beraber sanayinin bir¢ok dalinda kullanilmakta ve insan ihtiyaglarini karsilamada énemli
bir bitki haline gelmektedir. Pamuk bitkisinin iiretim maliyeti yiiksek, hastalik ve
zararhilar1 fazladir Ustelik pamuk bitkisine alternatif olarak tiretilen sentetik liflerin
tiretimi giderek artmakta ve pamuk {iretimi azalmaktadir. Tekstil sanayisinde sentetik
liflerin en ¢ok kullanilan lifler olmasina ragmen, sanayilesen toplumlarda geligsmislik
diizeyinin ve doga bilincinin artmasi, giinesten gelen zararl 1s1nlara karst dogal pamugun
sentetik liflerden daha korunakli olmasi, organik tarimin artmasiyla insanlarin dogal olan
{iriinlere yonelmeye baslamis olmas1 pamuga dayali iiriin kullanimi arttirmistir. Ulkemiz
dogal lif iireten iilkeler arasindadir. Uretim siirecinde fazla olan girdi miktarin1 azaltmak
ve pamuk lif kalitesini arttirmaya yonelik 1slah calismalar1 devam etmekte olup hali
hazirda istenilen biitiin 6zellikleri kapsayan bir pamuk ¢esidi gelistirilebilmis degildir.

Bu tez ¢aligmasinda son yillardaki artis ile birlikte nerdeyse diinyanin %98’lik
tiretimini kapsayan iki pamuk tiirii olan Upland ve Misir tipi pamuklar kullanilmis olup
secilen gen ve gen bolgelerinin metilasyon diizeyi farkliliklarinin ¢aligilabilmesinde, lif
ozellikleriyle ilgili genlerin ve gen elementlerinin epigenetiksel diizenlemelerinin
belirlenmesine de katkilar sunabilecek primer ciftleri belirlenmis olup bu primer ciftleri
kullanilarak epiallelik markirlar gelistirilebilecektir.

Calismamin her asamasinda bilgi, beceri ve deneyimlerini benden esirgemeyip,
yon veren, en ince detayina kadar tezimle ilgilenen, danigmanim olmasindan her daim
onur duydugum biiyiik bir 6zveri, yiiksek bir dikkat ve titizlik ile yaptig1 ¢aligmalarini
ornek aldigim, bilim etigini, egitimini ve bakis acisin1 bana kazandiran saygideger
danisman hocam Saymn Prof. Dr. Mehmet Karaca’ya tez ¢alismama olan katkilarindan
dolay1 tesekkiir eder, sonsuz saygilarimi sunarim. Laboratuvar caligmalarinda yaptigi
katkilariyla bana yardim eden, bilgisini ve hayat tecriibesini benden esirgemeyen, tezimin
juri tyeligine degerli vaktinden zaman ayirarak katilimlariyla beni onurlandiran Saymn
Dog. Dr. Ayse Giil INCE hocama en icten tesekkiirlerimi sunarim. Yogun ¢alismalari
arasinda degerli zamanindan 6diin vererek tez savunmamda bulundugu ve tezime yaptig1
katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Bayram CEVIK hocama icten tesekkiir eder, saygilarimi
sunarim.

Tezimde kullandigim sayisal verileri siniflandirmamda ve bu bilgilere ulagmamda
bana yardime1 olan Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) Tarimsal istatikgisi Arap Diri’ye,
yiiksek lisans egitimim boyunca yanimda olup bana yardim eden tiim arkadas ve
hocalarima tesekkiir ederim.

Aldigim kararlar1 her zaman destekleyen, beni bu giinlere getiren ve her zorlugun
listesinden gelebilecegime inanan basta annem olmak iizere biitliin aile bireylerime
tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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GH : “Gossypium hirsitum”

ha - hektar

ICAC : “International Cotton Advisory Committee”
MK : Mehmet Karaca

MSU . “Mississippi State University”

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pl : Primer ID veya Adi

Primer I.  : Primer ID veya Ad1

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

QTL . “Quantitative Trait Locus™

RAPD : “Random Amplified Polymorphic DNA”
REKB : Restriksiyon Enzimi Kesim Bolgesi
RNA : Riboniikleaz

S : Saat

S : Siralama

SSRs : “Simple Sequence Repeats”

TBE : “TRIS-Borik asit-EDTA”

TM-1 . “Texas Marker-1”

TR : “Tandem Repeat”

TRIS . “Tris (hydroxymethyl)aminomethane”
TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

U > uzunluk

USDA : “United States Department of Agriculture”
UTR : “Untranslated Region”

uv : “Ultraviolet light”

MT > milyon ton

F : “Forward” lleri primer

. “Reverse” Gert primer,
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GIRiS A. SAGIR

1. GIRIS

Pamuk (Gossypium L.) hem lifi ile hem de tohumunun (¢igit) sanayinin birgok
kolunda kullanilmasi nedeniyle endiistri bitkileri igerisinde 6nemli bir yere sahiptir.
Yaklasik 7.6 milyarlik diinya niifusu siirekli artis gostermekte ve niifus artigiyla birlikte
gida ve tekstil sanayisinin 6nemi giinden giine artmaktadir. Diinyada bitkisel orijinli
tekstil sektoriiniin dogal ana ham maddesi pamuk olup pamugu jiit takip etmektedir.
Pamuk gerek ¢ok ¢esitli kullanim alanlar1 gerekse tiretildigi yerlerde insanlara sagladigi
is olanaklari ile insan yagsaminin 6nemli bir pargasidir (Karaca vd. 2019).

Pamuk kiitliisii ¢ir¢ir sanayinde islendikten sonra tohum ve lif olarak ayrilir.
Pamuk lifi ile tekstil ve diger sanayi kollarinda (6rme sanayi, dokuma sanayi), tohumu
ile tohumluk, kiispe (hayvan yemi), linteri ile yatak ve dolgu malzemesi, seliiloz ve
kimya endistrisinde hem kagit hem sentetik kumaslarin yapiminda, kozmetik
endistrisinde kullanimi, para kagidi yagimi, savas endiistrisinde barut yapimi, ham yagi
ile sabun yapimi, plastik ve musamba sanayinde, murfak yagi tiretimi (margarin, rafine
sivi yag Uretimi), biyodizel fiiretimi gibi pek c¢ok alanda ham madde olarak
kullanilmaktadir (Aydin 2018).

Sekil 1.1°de pamuk tarimi ve yan triinleri 6zet olarak gosterilmektedir. Sekilde
1.1’de gorildigi iizere birinci derecede lif bitkisi olan pamugun lif sanayi (tekstil)
disinda da oldukga fazla tiiketim alan1 bulunmaktadir.

| PAMUK TARIMI |

KUTLU PAMUK
CIRCIRLANMA
GIGIT - <| -
I
L |
o — = TEESTIL DIGER
= = = E E ENDUSTERISI ENDUSTRILER
S|z = O =
< A -~ =4
SELULOZ KIMYA
RAFINE LIKIT
TAG
SAVAS ENDUSTRISI . _
RAFINE YAG
MARGARIN
YATAK ve DOLGU
ENDUSTERISI

Sekil 1.1. Pamugun (Gossypium L.) bazi kullanim alanlarinin sematik gdsterimi



GIRiS A. SAGIR

Pamuk tarimi diinyada 45° Kuzey, 32° Giiney enlemlerine kadar uzanmaktadir.
2017-2018 yili Uluslararas1 Pamuk Istisare Komitesi (“International Cotton Advisory
Committee”(ICAC)) verilerine gore pamuk tartmi 75 lilkede yapilmaktadir. Pamuk
tariminin en az yapildig: iilke toplam 11 ha ile Filipinler iken en fazla yapildig: iilke
Hindistan’dir. Diinyada az sayida iilke pamuk tarimina elverisli olmasi nedeniyle, diinya
dretiminin %80’ine yakini Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu az sayida iilke tarafindan
gerceklestirilmektedir (Anonim 1).

Tiirkiye cografi konum olarak 36°- 42° Kuzey enlemleri arasinda yer almaktadir.
Ulkemiz bulundugu konum geregi pamuk tarmmi yapilmasima elverislidir. Tiirkiye’de
pamuk tarimi yogun olarak Ege Bolgesi, Glineydogu Anadolu Bolgesi ve Akdeniz
Bolgesi’nde bulunan Cukurova ve Antalya yorelerinde yapilmaktadir. Pamuk tarimi
sadece bu alanlarla sinirli kalmamistir. Pamuk tarimi yaz yagislarinin goriilmedigi ve
yaz sicakliklarinin diisiik olmadigi yerlerde yapilabilir. Nitekim Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) verilerine gore mikroklima olarak Balikesir, Bursa, Canakkale, Igdur,
Sirnak ve Ankara (2006-2009) gibi farkli bolgelerde bulunan illerde de iretim
yapilmaktadir.

Cizelge 1.1.de goriildiigii gibi Uluslararas1 Pamuk Danigsma Komitesi (ICAC)
verilerine gore; 2017/2018 iiretim doneminde diinyada en fazla ekim 11340 bin ha ile
Hindistan’da yapilirken Hindistan’1, ABD 4473 bin ha ile 2. olarak, Cin 3220 bin ha ile
3. olarak, Pakistan 2720 bin ha ile 4. olarak, ve Ozbekistan 1208 bin ha ile 5. olarak
takip etmistir. Tiirkiye 2013-2017 yillart arast 5 yillik ekim déneminde 2013 yilindan
sonra azalma gosterirken 2017-2018 ekim doneminde artis gostermis ve diinya ekim
alani siralamasinda 10. sirada yer almistir. Geride biraktigimiz ekim déneminde diinya
genelinde toplam 31 milyon 802 bin 923 ha pamuk ekimi yapilmigtir. Bu dénemde
yapilan pamuk ekiminden 24.96 milyon ton pamuk elde edilmistir.

Cizelge 1.1. ICAC diinya pamuk ekim alanlari (bin ha)

1 Hindistan 11960 12846 11877 10500 11340
2 ABD 3053 3783 3268 3848 4473
3 Cin 4800 4310 3362 3126 3220
4 Pakistan 2806 2958 2902 2496 2720
5 Ozbekistan 1275 1298 1298 1250 1208
6 Brezilya 1122 976 955 939 996
7 Burkina Faso 645 661 663 740 759
8 Mali 480 570 573 656 689
9 Tirkmenistan 550 545 545 545 545
10  Tirkiye 445 460 434 420 470
11  Benin 380 379 307 418 450
Diger 52134 5115 4447 4585 5311
Toplam 32730 33902 30631 29524 31803

*ICAC “International Cotton Advisory Committee World Cotton Database”
(Uluslararas1 Pamuk Istisare Kurulu Diinya Pamuk Veri Tabani) S: Siralama
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Cizelge 1.2°de goriildiigii gibi diinyada en fazla pamuk iiretimi yapan Cin Halk
Cumhuriyeti (Cin) iken son 3 yillik ekim doneminde bu durum degismis en fazla iiretim
yapan iilke Hindistan olmustur. Ekim alam1 Cin’den daha fazla olan ABD f{iretim
miktarinda Cin’in gerisinde kalmstir.

Ekim alam1 yoniinden Kkarsilastirildiginda tilkemiz Burkina Faso, Mali ve
Tiirkmenistan’dan daha az olmasina ragmen, iiretimde bu iilkeleri geride birakmis ve
diinya siralamasinda 8. sirada yer almistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. ICAC verilerine gore diinya pamuk lifi iiretimi (bin ton)

1 Hindistan 6766 6562 57460 5775 6132
2 Cin 6950 6550 49883 4871 5017
3  Amerika 2811 3553 2806 3738 4468
4  Pakistan 2076 2305 154 1663 1952
5 Brezilya 1734 1563 1289 1485 1555
6 Awvustralya 885 528 629 960 9972
7 Ozbekistan 910 885 8323 789 800
8 Tirkiye 688 720 640 703 792
9 Burkina Faso 270 298 244 285 308
10 Tiirkmenistan 337 545 315 2920 301
S: Siralama

Cizelge 1.3’te goriildigii gibi 2013-2017 yillar aras1 5 yillik diinya pamuk lif
verimleri ICAC veri tabanina gore en verimli tilke Avustralya iken son yillarda bu
durum degismis hektar basina 1892 kg ile en verimli iilke Israil oldugu Cizelge 1.3’te
goriilmektedir.

Cizelge 1.3. ICAC veri taban1 diinya pamuk verimleri (kg/ha)

1 Israil 1897 2020 1891 1761 1892
2 Avustralya 2258 2779 2330 1722 1737
3 Tiirkiye 1546 1565 1475 1674 1685
4 Brezilya 1546 1601 1350 1580 1561
5 Meksika 1625 1577 1523 1590 1559
6 Cin 1448 1520 1484 1558 1558
7 Yunanistan 1190 1007 908 1009 1028
8 ABD 921 939 859 972 999
9 G. Afrika 1172 1205 1208 850 998
10  Suriye 976 976 879 983 954
S: Siralama
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Tiirkiye son yillarda verimini artirarak diinya pamuk verimi siralamasinda 3.
siraya yerlesmistir. Pamuk verimi ve ekilen alan ile beraber degerlendirildiginde ekim
alan1 en genis olan ii¢ iilke Hindistan, ABD ve Cin verim siralamasinda ekim alani
kendisinden az olan Israil, Avustralya, Brezilya ve Meksika’nin gerisinde kalmistir.
%20 oraninda bir tarim alanina sahip olan Israil kisitli kaynaklarina ragmen uyguladig1
tarim sistemi ile pamuktan diger iilkelerden daha fazla verim almaktadir. Ulkemiz ekim
alan1 bakimindan diinyada 10. sirada yer almaktadir. Ulkemizin niifusu ve artan insan
ihtiyaclart goz Oniinde bulunduruldugunda, ekim yapilan alanlar daha 1iyi
degerlendirmeli ve liretimimiz artirilmalidir.

Cizelge 1.4’te gorildiigl gibi diinyanin en kalabalik iilkesi olan Cin pamuk lifi
tilketiminde 1. sirada yer alirken, onu niifus agisindan diinyanin 2. kalabalik tilkesi
olarak takip eden Hindistan 2. sirada yer almaktadir (Cizelge 1.4). Diinyanin 3.
kalabalik tilkesi olan ABD ise, diinya pamuk lifi liretiminde 3. sirada olmasina ragmen
pamuk tiikketiminde 729 bin ton ile 8. sirada yer almaktadir. Diinyanin en kalabalik 17.
ilkesi olan Tiirkiye ise pamuk tiikketiminde 1450 bin tonla 5. sirada yer almaktadir.
792425 tonluk pamuk lif iiretimi ile tiiketimimiz karsilastirildiginda ihtiyacimizin
%54.65’1 lilkemizde tiretilmekte %45.35°1 disaridan karsilanmaktadir.

Cizelge 1.4. ICAC veri taban1 diinya pamuk lifi tiiketimi (bin ton)

1 Cin 7600 7657 7580 77321 7713
2 Hindistan 5087 5377 5296 5148 5266
3 Pakistan 2470 2467 2147 2147 2233
4 Banglades 1129 1197 1316 1409 1512
5 Tiirkiye 1400 1486 1500 1450 1450
6 Vietham 673 875 1007 11676 1308
7 Brezilya 862 797 701 722 737
8 ABD 773 778 751 751 729
9 Endonezya 683 711 654 667 700
10  Meksika 406 410 418 385 3961
S: Siralama

Cizelge 1.5’te goriildiigli gibi Banglades diinyadaki en biiylik pamuk ithalatcisi
tilke konumundadir. Banglades’i sirasiyla Vietnam, Cin, Endonezya ve Tiirkiye takip
etmektedir. Tiirkiye diinya pamuk ithalatinda 714 bin ton ile listede yer alan 5. biiyiik
iilkedir (Cizelge 1.5). Cizelge 1.6’da goriildiigii gibi ABD diinyadaki en fazla pamuk
ihracati yapan iilkedir (Cizelge 1.6). Ekim alani agisindan 2. iiretim agisindan 3. verimi
acisindan 8. sirada yer alan ABD {irettigi pamugun biiytik bir kismini1 kullanmayip ihrag
etmektedir. ABD’yi Hindistan, Avustralya, Brezilya ve Ozbekistan takip etmektedir. 55
bin ton ihracat ile diinya siralamasinda 15. sirada yer alan Tiirkiye pamuk ihracatindan
daha ¢ok pamuk ithalat1 yapilmaktadir (ICAC 2018).
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Cizelge 1.5. ICAC veri taban1 diinya ithalati1 (bin ton)

1 Banglades 1112 1183 1378 1412 1545
2 Vietnam 687 934 1001 1207 1341
3 Cin 3075 1804 959 1057 1071
4 Endonezya 687 728 640 721 717
5 Tiirkiye 924 800 918 704 714
6 Pakistan 247 166 585 538 393
7 Hindistan 147 267 234 475 329
8 Tayland 337 320 278 267 276
9 Meksika 223 211 222 230 236
10 Kore 280 288 256 229 236
S: Siralama

Cizelge 1.6. ICAC veri tabani diinya pamuk ihracati (bin ton)

1  Amerika 2293 2449 1993 3247 3089
2  Hindistan 2015 914 1258 909 927
3  Awvustralya 1057 520 616 754 774
4  Brezilya 458 520 939 610 650
5  Ozbekistan 615 550 500 337 370
6  Burkina Faso 270 252 271 247 261
7  Mali 198 186 221 247 260
8  Yunanistan 280 254 209 209 210
9 Benin 140 112 108 142 164
10 Tirkmenistan 354 325 273 178 161
11 Fildisi Sahili 180 188 142 138 121
12 Kamerun 101 89 110 111 99
13 Tacikistan 83 87 79 73 72
14 Cad 32 46 57 42 67
15 Tirkiye 44 51 50 78 55
S: Siralama

Cizelge 1.7°de goriildiigii gibi diinya pamuk arz talebi Subat 2019 raporuna goére
son iki yillik ICAC verileri baslangi¢ stogu, iiretim, arz, tiiketim, ihracat yoniinden ele
alindiginda, diinyada pamuk tiretim miktar: tiikketici gereksinimini karsilayamamaktadir
ve ihtiyag¢ stoklardan saglanmaktadir. ICAC Sekreterligi 2017-2025 déneminde kiiresel
lif talebinin 25.5 milyon ton artarak 121 milyon tona ¢ikacagini tahmin etmekte ve
bunun diinya pamuk sektorii icin 6nemli bir firsat icerdigine dikkat ¢ekmektedir. Bu
donem zarfinda kisi basina pamuk tiikketiminin 4 kg artabilecegi ve bdylece alinan
toplam lif talebinin %28’inin pamuk endiistrisi tarafindan karsilanabilecegi
ongoriilmektedir (Balgik 2019).
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Cizelge 1.7. Diinya pamuk arz ve talebi (MT)

MT Degisim/Ay MT  Degisim/Ay MT Degisim/Ay
B. Stogu 20.31 -0.03 18.77 -0.04 18.51 -0.24
Uretim 23.05 0.00 26.72 -0.03 25.92 -0.24
Arz 45.38 -0.03 45.49 -0.07 44.44 -0.24
Tiiketim 24.50 0.00 26.88 0.07 26.80 -0.10
Thracat 8.19 0.01 9.09 0.10 9.34 -0.08
Biten 18.77 -0.04 18.51 -0.24 17.64 -0.58

*ICAC Subat 2019 (*) Tahmin Raporu, MT: Milyon Ton, B. Stogu: Baslangig stogu

Cizelge 1.8’de verilen 1991-2018 yillart aras1 TUIK 5 yillik degisim verileri
incelendiginde Tirkiye pamuk iiretiminin biiyiik bir bolimiinii yapan iki bolge ve iki
yorede pamuk ekim alan1 Gilineydogu Anadolu Bolgesinde %152.38 oraninda artis
gosterip genislerken, Ege Bolgesinde %59.14, Cukurova’da %47.55, Antalya’da
%77.16 oraninda azalma gostermis ve soz konusu bu yerlerde pamuk ekim alani
daralmistir.

1991-2018 yillar1 aras1 toplam pamuk ekim alan1 TUIK verileri incelendiginde
ise -13.36’lik bir ekim alan1 daralmasi s6z konusu olsa da 2016 yilinda yaklagik %22°1lik
bir azalma gostermistir. Ancak son iki yilda pamuk ekim alaninda artig gozlenmektedir.

Cizelge 1.8. Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 1991-2018 bolgelere gore ekim alani
(bin da)

1991 2465 1239 1718 219 5986
1996 2536 2262 2013 280 7438
2001 2277 2874 1320 106 6846
2006 1466 3095 1170 42 5907
2011 967 3139 1322 59 5420
2016 944 2383 672 59 4243
2017 1074 2932 875 58 5019
2018 1007 3127 901 50 5186
Degisim % -59.14 152.38 -47.55 -77.16 -13.36

Bolgelere gore kiitlii iiretimi incelendiginde 2018 yilinda iilkemizden {iretilen
pamugun 355.97’lik degisim yiizdesi ile %56.42’si Giliney Dogu Anadolu Bolgesi’nde
tiretilmistir. Ayn1 donem verilerine goére Cukurova yoresinde %16.16’lik bir iiretim
artis1 saglanirken Ege Bolgesi ve Antalya yoresinde sirasiyla %13.83 ve %58.33’liik
azalma meydana gelmistir.
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Cizelge 1.9’da da goriildiigii gibi tiretimde diisiis meydana gelmis olmasina
ragmen sonraki donemlerde kiitlii pamuk {iretimimiz artmis 1991 yili ile 2018 yillari
arasindaki degisim yiizdesine bakildiginda ise degisim miktar1 %69.97 oraninda artmais
oldugu goriilmektedir.

Cizelge 1.9. TUIK 1991-2018 bolgelere gore kiitlii pamuk iiretimi (bin ton)

1991 629 318 433 60 1512
1996 672 670 582 87 2082
2001 714 1033 489 37 2358
2006 552 1331 774 20 2550
2011 451 2178 614 30 2580
2016 5001 1147 405 29 2074
2017 556 1376 456 27 2450
2018 542 1450 503 25 2570
Degisim % -13.83 355.97 16.16 -58.33 69.97

Cizelge 1.10°da verilen bolgelere gore kiitlii verimi incelendiginde pamuk
tiretimimizin yapildigr biitiin alanlarda verim artist 1991°den bu yana verim artist
saglanmistir. Tiirkiye diinya pamuk verimi siralamasinda 3. siradadir.

Cizelge 1.10. TUIK 1991-2018 bolgelere gore kiitlii verimi (kg/da)

1991 255 256 265 276
1996 265 296 230 300
2001 314 360 317 348
2006 377 430 459 490
2011 433 387 495 404
2016 502 398 478 430
2017 474 369 448 403
2018 502 376 507 435
Degisim % 96.86 46.87 91.32 57.60

Cizelge 1.11°de gosterildigi gibi lilkemiz bolgelere gore lif iiretim durumumdaki
degisime bakildiginda pamuk iiretiminin yogun olarak yapildigi yerlerde en olumlu
degisimi yasayan bolge iiretimini neredeyse 5 kat arttirmis olan Giineydogu Anadolu
Bolgesi’dir. Cukurova yoresi ise liretimini arttiran ikici pamuk tiretim bolgesi olmustur.
Ege Bolgesi ve Antalya yoresinde ise lif liretim miktarinda azalma s6z konusudur. Bu
azalmanin yasanmasinin sebepleri arasinda bu bolgelerdeki ekim alaninda meydana
gelen 6nemli derecede azalmanin payinin oldugu diisiiniilebilir. Bu yillar arasindaki
toplam lif tiretimine bakildiginda ise Giineydogu Anadolu Boélgesi’ndeki artis miktari,
Antalya yoresi ve ona oranla daha az bir diislis yasayan Ege Bolgesi’ndeki azalmayi
telafi etmis ve lif tiretim miktarini %74.77 oraninda arttirmistir.
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Cizelge 1.11. TUIK 1991-2018 bolgelere gore lif iiretimi (bin ton)

1991 233 117 160 22 559
1996 269 250 206 32 774
2001 285 402 181 14 914
2006 221 502 230 7 977
2011 167 535 227 11 955
2016 180 413 149 10 756
2017 200 495 164 10 882
2018 206 551 191 9 977
Degisim % -11.58 370.94 19.3 -59.09  74.77

Cizelge 1.12°de goriildiigi lizere lif verimimizde %50.52 ile %103.19 artis
saglanmigtir. Lif verimindeki en bilyiik degisim Ege Bolgesi’nde yasanirken onu
Cukurova ve Antalya yoreleriyle, Glineydogu Anadolu Bolgesi izlemistir. Glineydogu
Anadolu Bolgesi’ndeki lif tiretimi neredeyse 5 kat artmasina ragmen birim alandan
alian {irtin, tiretimin yapildig1 diger 3 bolgeye gore daha az olmustur.

Cin, Hindistan ve Pakistan ile rekabet icerisinde olan Tiirkiye pamuk sektorii, bu
tilkelerdeki ucuz hammadde, iscilik, enerji fiyatlari, makinelesme, yeni teknolojilere
adaptasyon ve verim diizeyi yiiksek transgenik tohumlarin kullaniminin artmasi vb
durumlar nedeniyle rekabette zorlanmaktadir. Son birka¢ yillik periyoda bakildiginda
yurtdist pamuk ihra¢ fiyatlarinin yiiksek seyretmesinin yaninda, yurti¢i fiyatlarin
diisiikligli pamuk tarimi yapan tireticilerin daha fazla kar elde etmek i¢in misir, soya ve
sebze gibi alternatif iirlinlerin iiretimine yonelmelerine sebep olmaktadir (Cetin ve
Karadeniz 2013).

Cizelge 1.12. Bolgelere gore lif verimi (kg/da)

1991 94 95 98 102
1996 106 111 109 113
2001 125 140 119 133
2006 151 162 172 181
2011 160 143 183 168
2016 181 144 204 155
2017 171 133 160 145
2018 191 143 193 166
Degisim % 103.19 50.52 96.93 62.74
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Cizelge 1.13’te goriildiigi iizere 2009-2017 yillar1 arasi ithal ettigimiz pamuk
tohumu (¢igit) yillara gore azalmakla birlikte 2012 yilinda yaklasik 20 bin tonluk bir
artis gostermistir. Daha sonraki yillarda azalma devam etmektedir ancak 2017 yilinda
yine bir yiikselme yasanmustir. fhrag ettigimiz pamuk tohumu azalma gdstermektedir
ancak 2014-2015 yillarinda 15 bin tonluk bir artis yasamis olmasina ragmen elde edilen
son verilere gore yine azalmaya baglamistir.

2009-2017 yillar1 aras1 ¢igit ithalat1 incelendiginde %98.81°lik azalma meydana
gelirken ihracatta da %40.29’luk bir azalma meydana gelmistir. Tiirkiye {irettigi pamuk
tohumu ile kendi kendine yetebilen bir iilke haline gelmistir. Ithalat ve ihracat verileri
beraber incelendiginde iilkemize ait pamuk ticaretinde dengesizlikler yasandig1 agiktir.

Cizelge 1.13. TUIK 2009-2017 pamuk ¢igidi ithalat ihracat verileri (bin ton)

2009 35.229 22.242
2010 10.159 19.342
2011 81 12.162
2012 21.002 6.727
2013 6.115 5.221
2014 1.863 20.473
2015 83 21.1840
2016 85 12.559
2017 416 13.28
Degisim % -98.81 -40.29

G. hirsitum’un %90’1n1 olusturmasiyla birlikte G.hirsitum ve G. barbadense en
fazla tarimi yapilan baslica pamuk tiirleridir (Karaca 2001;Jenkins 2003). G.
barbadense diinya lif iiretiminin yaklasik %5’ini temsil eder (Wu vd. 2005). Dogada G.
hirsitum cali formunda yaklagik olarak 1-1.5 m’ye kadar yetisirken G. barbadense
yaklasik olarak 3 m yiikseklige kadar yetisir. Ancak her iki tiirde ticari olarak bitkiler
toplandiktan sonra tohum ve lif i¢in hasat edilmesiyle yilda yaklasik olarak 1-1.5 m
boyunda yetistirilir.

Tiirkiye tiikettigi lifin 2/3°ni ithal etmektedir (Anonim 2). Yaklasik bir denge
halinde olan pamuk tiretimi gelecek yillar diislintildiigiinde artacak olan insan niifusuna
bagli olarak igerisinde pamugunda bulundugu ii¢ ana iiriiniin [lif (pamuk), seker (seker
pancari, seker kamisi) ve un (bugday, celtik)] tretiminin artirilmasi konusunda
aragtirmalarin artirilmasi gerektigi agiktir (Karaca ve Ince 2019).

Gegmiste ¢ok hiicreli organizmalarin gelisim sirasinda tek tip hiicrelerden doku
ve organlart olusturmak amaciyla farklilagsmasini ifade etmek amaciyla kullanilan
epigenetik sozctigii bu giinlerde DNA dizisinde degisiklik olmaksizin genlerin ifade
edilmesinde meydana gelen kalitsal degisikleri agiklamak i¢in kullanilmaktadir. S6z
konusu epigenetik degisimler mitotik ve mayotik olarak nesilden nesile aktarilmakta ve
korunmaktadir. Epigenetik diizenlemeler, metilasyon, histon modifikasyonlari,
asetilasyonlar1 ve DNA sitozin metillenmesi ile meydana gelmesine ragmen “small
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nuclear RNA (smRNA)”, “non-coding RNA” (kodlamayan RNA (ncRNA))’larin
tiretilmesi ve islevi ile de gergeklesir. Genin kromozom fiizerindeki lokasyonu, uzaysal
konumu, biyotik ve abiyotik ¢evre faktorlerinin etkisiyle epigenetik farkliliklar ortaya
cikabilmekte ve bunun sonucunda DNA, histonlar, RNA ve kromatinde epigenetik
degisikler meydana gelebilmektedir (Sumulder ve de Klerk 2011; 2012 Xu; Fan vd.
2013; Karaca ve Ince 2016; Lu vd. 2017; Ince ve Karaca 2019).

Epigenetik diizenlemeler arasinda en fazla calisilmis ve en fazla anlasilmis olan
mekanizma DNA metilasyonudur. Gen promotorlerinde kromatin  ve gen
transkripsiyonunun baskilanmasiyla veya aktivasyonu ile DNA sitozin metilasyonu
iliskilendirilebilir. DNA molekiiliindeki sitozinin besinci karbonuna bir metil grubunun
metil transferazlar ve RNA tarafindan desteklenen mekanizmalarla baglanmasi DNA
metilasyonu olarak tanimlanmaktadir. Bitki genomlarinda genellikle CG, CHG veya
CHH (H harfi A veya T veya G niikleotitlerinden herhangi biri anlamina gelmektedir)
dizilerini igeren bdolgelerde yer alan DNA metilasyonu, memelilerde CG diniikloit
bolgelerde bulunmaktadir (Smulder ve De Klerk 2011; Karaca vd. 2016).

Karaca ve Ince (2017)’da “DNA metilasyonunun belirlenmesinde birbirlerinden
farkli degisik yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler arasinda Yiiksek Performansh
Likit Kromatografi (HPLC), ince Tabaka Kromatografi (TLC), Metilasyon Duyarli
Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS-PCR), Restriksiyon Fragman Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Metilasyon Duyarli Cogaltilmis Fragman Polimorfizmi (AFLP
veya MSAP), Birlestirilmis Bisiilfit Restriksiyon Analizi (COBRA), Metilasyon Duyarli
Tek Niikleotit Uzatimi (Ms-SNuPE), Metilli DNA Iminopresipitasyonu (MeDIP),
Hibridizasyon Dizinleri (Arreyleri), Restriksiyon Genomu Taramasi, bisiilfit
uygulamasin ardindan Sonraki Nesil Sekanslama, Tek Molekiil Gergek Zamanli DNA
sekanslamasi, Kiitle Spektrometry (Mass Spectrometry) Tek Molekiil Ger¢cek Zamanli
DNA sekanslamasi, Restriksiyon Isaretli Genomik Tarama (Restriction Landmark
Genomic Scanning (RLGS), MALDI-TOF MS, ileri Nesil Sekanslama (NGS) tabanl
Biitin Genom Bisiilfit Sekanslama (WGBS) ve benzeri yontemlerdir” olarak
siralamiglardir.

GS-KUP yontemi prensip olarak MSAP yontemine benzerlik gostermektedir.
Ancak GS-KUP yonteminde hedef gen ve gen elementlerine bilingli olarak
yonlendirilebilmesi ve degisik izosizomerlerin (farkli kaynaklardan elde edilen ancak
ayn1 tanima dizilerine sahip metilasyon duyarli ve duyarsiz enzimler) kullanilabilmesi
en 6nemli avantajidir. Maliyetinin bisiilfit sekanslama ydntemiyle karsilastirildiginda
olduk¢a diisiik olmasi, analizlerin kolay olmasi, kiigiik laboratuvarlara uygun olmasi
diger bazi avantajlarindandir.

Bu yontemin en biiyiik dezavantaji olarak enzim tabanli olmasi nedeni ile kesim
polimorfizminin DNA'nin kalitesiyle dogrudan iligkili olmasi ve hedef metilasyon
dizilerinin kisith olmasi (6rnegin CG motiflerinde metilasyonu belirleyebilmesi)
gelmektedir. Bu yontemin diger bir dezavantaji ise polimorfizm belirleme durumu
fragman (bant) tabanli olup metilasyonun DNA diizeyinde belirlenmesi igin ek
calismalara ihtiyac duymasidir. Ornegin c¢alismada kullanilan her bir érnek en az iki
farkli enzim ile muamele edilmek ve her 6rnek jel iizerinde ikiser kez analiz edilmek
zorundadir.
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Bisiilfit sekanslama DNA sitozin metilasyonunu incelemek igin giliclii bir
tekniktir. Bisiilfit muamelesinin ardindan PCR amplifikasyonu spesifik olarak
metillenmemis sitozinleri timine doniistiiriir. Sonraki nesil generasyon sekanslama
(NGS) teknolojisiyle birlestiginde genomdaki her bir sitozinin metilasyon durumunu
belirleyebilir. Ancak yiiksek verimlilikteki bisiilfit bisiilfit referans genomda kalintilari
biliyiik okumayla artan arastirma alani okumasi, bisiilfit sekansin karmasikligi, timin
alaymint (gruplasma)’larina asimetrik sitozin ve ¢oklu CG heterojen metilasyonundan
dolay1 biiyiik bir zorlukla okur (Xi ve Li 2009).

Bu tez c¢alismasinin ana amaci bisiilfit sekanslama (BS), sonraki nesil
sekanslama ve genotipleme (GBS, WGR) yontemlerinin uygun olmadigr (maliyet,
yiiksek ornek sayisi, yiiksek ploidy, karmasik genomlar vb) durumlarda epiallellerin
tespitinde kullanilabilecek ekonomik ve alt yapi gerektirmeyen Gen Spesifik Kesilmis
Uzunluk Polimorfizm (GS-KUP) markirlarinin gelistirilmesinde kullanilabilecek primer
ciftlerinin gelistirilmesidir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Pamugun Orijini ve Kiiltiire Alinisi

Gossypium cinsi Linneaus tarafindan 18. yilizyilin ortalarinda adlandirilmistir
(Smith 1995). Pamuk cinsi, sadece dokuz cins igeren kiigiik bir taksonomik kabile olan
Gossypieae'ye aittir (Fryxell 1968, 1978). Evrimi ve Kkiiltiire alinis1 olduk¢a eski
zamanlara dayanmakla birlikte, DNA dizi verileri pamuk tiirlerinin, yaklasik 10-20
milyon yil Once ortaya ¢iktigin1 gostermektedir (Seelanan vd. 1997). Avustralya,
ozellikle Kuzeybat1 Avustralya'da Kimberley bolgesi, Afrika Boynuzu ve Giliney Arap
Yarmmadas: ile Orta ve Gliney Meksika'nmin bati kismi tiir cesitliligi fazla olan
bolgelerdir (Wendel vd. 2009). Biitin diploid tiirler ayn1 kromozom sayisini (n=13)
paylasmalarina ragmen genom basina DNA igeriginde li¢ kattan fazla varyasyon
tasimaktadir (Hendrix ve Stewart 2005). Giiniimiizde sekiz diploid genom grubu (A’dan
G’ye ve K) bilinmektedir (Endrizzi vd. 1985; Stewart 1995).

Asya ve Afrika’dan iki diploid (G. arboreum ve G. herbaceum), Amerika’dan
iki allotetraploid (G. hirsutum ve G. barbadense) olmak tizere dort tiir tohum ve lifleri
icin birbirinden bagimsiz olarak kiiltiire alinmistir. Kiiltiire alinan s6z konusu dort tiirde
yerli halk pamuk liflerinin essiz Ozelliklerinin halat, tekstil tirtinleri ve diger
uygulamalar i¢in yararli hale getirdigini kesfetmislerdir (Wendel vd. 2009; Wendel ve
Grover 2015).

Kiiltire almanin ana dezavantaji genetik cesitliligin azalmasina neden
olunmasidir. Bu genetik fark eksikligi G. hirsitum L. tirlerinde G. barbadense
tirlerinden daha fazla goriiliir (Rahman vd. 2012). Bunun ag¢iklamasi ise G. hirsitum L.
tirline ait daha fazla kiiltiir ¢esitinin varligidir. Kiiltiire alinan tiirlerden her biri bu
siregte ¢esitli asamalar1 genetik cesitliligin var olan 6rneklerinin kdkenini, eslik eden
genetik darligin seklini ve siddetini aciklayan bir¢ok makale vardir ve bu makalelerde
aciklandigr gibi kendine ozgii kiiltiire alma, c¢esitlendirme ve kullanim ge¢misine
sahiptir. Gossypium tiirleri, gesitli otsu uzun Omiirlii bitkilerden, c¢esitli iireme ve
vejetatif ozelliklere sahip 15 m agaglara kadar olaganiistii morfolojik varyasyon gosterir
(Wendel ve Grover 2015).

Pamuk Gossypium L. yaklasik 52 tiire sahiptir ve bu tiirlerden doérdi, iki diploid
ve iki allotetraploid 80’den fazla iilkede iiretimi yapilmaktadir (Anonim 3; Karaca vd.
2019). Bunlardan ikisi Afrika-Asya tiirleri olan; diploid genoma sahip G. arboreum
(Agac pamuk, Hindistan) ve G. harbaceum (Levant pamugu, Afrika) iken diger ikisi ise
allotetraploit genoma sahip yeni diinya pamuklar1 olan G. hirsutum (Upland pamugu,
Giliney Amerika) ve G. barbadense (Pima pamugu/Misir pamugu, Giiney Amerika)
pamuklarindan olusmaktadir (Karaca 2001; Mert 2007).

Veriler, tetraploid pamugun nispeten yakin bir zamanda, belki de son 1-2 milyon
yil i¢cinde ortaya ¢iktigini, ardindan hizli bir sekilde evrimlestigini ve cesitlendigini
gostermektedir (Wendel vd. 1989). Giiniimiizde biiyiik ticari éneme sahip iki tiir (G.
hirsutum ve G. barbadense) dahil olmak iizere allotetraploid pamuklarin, cinsin en
erken boliinmesinden inen iki genomun (A ve D) biyolojik olarak birlesmesinden sonra
olustugu kabul edilmektedir. Yani, allotetraploid pamugun iki bilesenli genomu, ilk
olarak farkli kitalarda evrimlesmistir ve milyonlarca yil boyunca birbirinden izole
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olarak ayrilmistir. Allotetraploid pamuklar bu nedenle ¢ogu genin ¢ogaltilmis fakat
biraz farkli kopyalarini igerir (Wendel ve Grover 2015).

G. hirsutum ve G. barbadense en yaygin tarimi yapilan pamuk tiirleridir. G.
hirsutum, yiiksek lif verimi i¢in yetistirilen kiiresel pamuk iiretimine egemen olurken,
G. barbadense yiiksek lif kalitesi nedeniyle yetistirilmektedir. Her iki tiir de gliniimiiz
G. arboreum (A-genom) ve G. raimondii (D-genom) tiirlerine benzer diploid
onciilerinden tiiretilen allotetraploidler (AADD-genom) olup atalarina goére lstiin lif
verimi ve kalitesine sahiptir (Wendel ve Cronn 2003).

Diinyanin en biiyiikk germplazm koleksiyonu US Department of Agriculture at
College Station TX (ABD Tarim Bakanligi Kolej istasyonu, Teksas) tarafindan
korunurken diger biiyiik germplazm kaynaklar1 Hindistan, Ozbekistan ve Fransa’da
muhafaza edilmektedir (Stewart 2010).

Pamuk (Gossypium L. Malvaceae familyasi) diinya ekonomisine lider lif bitkisi
ve onemli yagli tohumlu olarak katkida bulunur (Rahman vd. 2012). Diinyanin en ¢ok
kullanilan dogal elyafin1 iireterek tekstil ve hazir giyim endiistrilerinin temelini
olusturur (Flagel vd. 2012). Pamuk lifi tretiminde her biri farkli 6zellikler igin
yetistirilen iki tiir egemendir. Yaygin olarak Upland pamugu (yayla pamugu) olarak
bilinen G. hirsitum yiiksek verim potansiyeli, gesitli ¢evre kosullarmma ve iiretim
sistemlerine adaptasyonu nedeniyle en yaygin yetistirilen pamuk tiirdiir.

Misir pamugu, Sea Island veya ekstra uzun lif pamugu olarakta bilinen G.
barbadense, Upland pamugundan c¢ok fstiin kalitelidir. Ancak bu ikinci tiiriin
adaptasyonu Amerikada Arizona ve Kaliforniya’nin kurak bdlgelerinde sulanan alanlar
ile Nil Nehri deltas1 ve kiyilarinda siirhidir. Ancak G. barbedense’nin benzersiz lif
ozellikleri onu Upland pamugunun lif kalitesini arttirmak i¢in faydali, yeni genetik ¢esit
saglamak i¢in uygun bir aday haline getirir (Chee vd. 2005).

Pamuk (Gossypium L.) diinya ekonomisi i¢in ¢ok 6nemli oldugundan, tarim
bilimcilerinin, taksonomistlerin ve evrimsel biyologlarin dikkatini ¢ekmektedir (Wendel
ve Grover 2015). Diinya capinda dogal tekstil endiistrisinde egemen olan pamuk M. O.
6000’den beri lifi ve linteri i¢in yetistirilmektedir.

Hamawand vd. (2016) pamuk endiistrisi atiklarindan biyoenerji potansiyelini ele
almiglardir. Buna gore kompostlama, gazlastirma, piroliz, fermantasyon (etanol),
anaerobik sindirim ve dogrudan yakmanin pamuk biyokiitle atiklarini kullanmak i¢in
birer secenek oldugunu bu atiklardan elde edilecek enerjinin ¢ok daha yiiksek sermaye
maliyetlerini dengeleyebileyecegini pamuk sapinin, misir bitkisi ve soya fasulyesi
kalintilarina kiyasla en yiiksek yanma verimini ve en uzun yanma siiresini sagladigini
ve yanan pamuk saplarindan lretilen potansiyel enerji miktariin 24.8 PJ civarinda
olabilicegini ve bunun da 97 milyon dolarlik komiire esdeger oldugunu ortaya koyan
calismalar yapmislardir.

Yan Hu vd. (2019) allotetraploid pamugun orijini ve evrimi hakkinda bilgi
saglayan ¢aligmalarinda G. hirsitum ve G. barbadense’yi kullanmiglar ve G.
barbadensede daha uzun lifler gelismesinden molekiiler mekanizmalarin sorumlu
oldugunu gostermislerdir.
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2.2. Epigenetik ve Epiallel

Mendel genetiginde kalittm DNA dizisindeki degisikliklere dayanir ve bu
degisikler mayoz boliinme boyunca tam olarak iletilir. Genetik sistemler, hiicre soylar1
icindeki klonal kalitim {iizerine dayanir ve hiicrelerin veya organizmalarin fenotipi
eninde sonunda DNA'daki bilgilere baglidir. Karmasik organizmalarda klasik genetik
sistemi tizerine kaliimin diger bir tipi eklenir. Tek hiicreli zigotun klonal genislemesi
hiicre tiplerinin ¢esitliligine yol agar. Gelisim siireci sirasinda hiicreler kararli hale gelir
veya belirlenir, yani son organizmada belirli bir role, konuma veya kadere atanir. Doku
ve organlar olustuk¢a hiicreler uygun hiicre fonksiyonlar1 igin farklilasir veya
uzmanlasir ve farklilagtiktan sonra gok stabildir (Holliday 1993).

Bir organizmaya ait farkli doku ve organlarinda bulunan ve tamamen ayni DNA
sekansina sahip olan hiicrelerin nasil birbirlerinden farkli islevlere sahip olabildikleri,
tek yumurta ikizlerinin ayn1 genetik 6zelliklere (DNA dizisi) sahip olmasina ragmen
farkl1 hastaliklara genetik yatkinliklarinin olabildigi, insanlarda lenfositlerin hiicre
boliinmesi yoluyla fenotiplerini stabil olarak koruyabildikleri, neredeyse 6zdes DNA
dizisine sahip olan ve ayni niikkleoplazma iginde bulunan XX kromozomundan
hangisinin inaktive edileceginin neye dayanarak belirlendigini, ayni bitki iizerinde
bulunan iki yapragin neden birbirinden farkli olabildigi, 6rnegin pamukta birbiriyle ayni
genetik materyale sahip olan ovul epidermal hiicrelerinin birbirinden farkli gelisim
gostermesi gibi farkli durumlarin bir bolimiinin modern molekiiler biyolojik
yaklagimlar ve tekniklerle ifade edilememesinden dolayr epigenetik ve epiallel
kavramlari ortaya ¢ikmustir (Karaca ve ince 2015).

Epigenenez kelimesi anlam olarak incelendiginde eski Yunanca’da “epi” 6n eki
“Usti” veya “Otesi” anlamlarini tasirken “genesis” kelimesi “dogus”, “kdken” ve
“olusum” anlamlarim1 tasimaktadir (Ince ve Karaca 2019). Yeni bir organizmanin
gelisimini agiklamak i¢in’dan Democritus ve Leucippus gibi diger filozoflarin tercih
ettigi bir teori olan preformasyondan (Esey hiicresinde ergin bireyin minyatiiriiniin
bulundugunun kabul edildigi eski bir teori) ayirt etmek ic¢in ilk olarak Aristotales
tarafindan Onerilen epigenez kavraminin kokeni antik Yunanistan’dadir (Tsaftaris vd.
2008). Epigenetik epigenez siirecini kapsar.

Epigenetik farkli bilim adamlarina gore farkli anlamlara gelmektedir. Epigenetik
terimi ilk olarak 1942’de Condrad Waddington tarafindan kullanmigtir (Karaca vd.
2019). Condrad Waddington epigenetigi genotiplerin gelisim sirasinda fenotiplere yol
agmast olarak tanimlarken Arthur Riggs ve arkadaslart epigenetigi “DNA dizilimindeki
degisikliklerle a¢iklanamayan, gen fonksiyonunda mitotik veya mayotik olarak kalitsal
degisikliklerin arastirmasi” olarak tanimlamistir (Bird 2007).

Holliday (1994), epigenetigi, farklilagsmis hiicrelere sahip organizmalarda
meydana gelen gen ekspresyonundaki degisikliklerin ve verilen gen ekspresyonu
modellerinin mitotik kalittminin incelenmesi olarak tanimlamistir. Cok hiicreli
organizmalar genetik olarak homojen fakat yapisal ve fonksiyonel olarak genlerin farkli
ekspresyonundan dolay1 heterojendirler. Gen ekspresyonundaki bu farkliliklarin ¢ogu
gelisme sirasinda ortaya g¢ikar ve mitoz yoluyla korunur. Bu sekilde meydana gelen
degisikliklerin epigenetik oldugu sdylenir (Jaerisch ve Bird 2003).
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Epigenetik terimiyle ilgili bircok tanimlama olmasiyla birlikte fikir birligine
varilan tanimlama birincii DNA sekansindan bagimsiz olarak ortaya ¢ikan
degisikliklerden dolay1 fenotipte meydana gelen kalitsal degisiklikler oldugu
yoniindedir. Epigenetik bilginin kalitsalliginin yillarca hiicre boliinmesiyle smirh
oldugu diisiiniilse de daha sonradan epigenetik islemlerin bir organizmadan bir
organizmaya transfer edildigi ortaya ¢ikmistir (Tollefsbol 2011).

Epigenetik baglantilarin belirlendigi ilk model organizma Drosophila (Meyve
Sinegi)’dir. En geleneksel model organizmalardan olan Saccharomyces cerevisiae ve
Schizosaccharomyces pombe (Mantarlar) epigenetigin anlasilmasina katki sunan
organizmalardandir. Ancak epigenetik ile ilgili cok sayida bilgi ozellikle Zea mays
(Misir) ve Arabidopsis thaliana (Fare Kulagi Teresi) ile ¢alisilmasiyla beraber ortaya
ctkmistir (Ince ve Karaca 2019). Memelilerde ise fare ve insanda gen regiilasyonu ve
hiicre kimligini anlama yolunda biiyiik adimlar atilmistir (Bonosio 2015). Seymour vd.
(2008) meyve gelisimi ve olgunlagsmada gorev alan genlerin epigenetiksel olarak regiile
edilebilecegini belirtmislerdir.

Epigenetigin bilim adamlar1 arasinda (en basta kliniksel tip, adli tip, eczacilik,
temel bilimler, bitkisel ve hayvansal iiretim alaninda ¢alisan) biiyiik ilgi uyandirmasinin
sebebi molekiiler biyolojinin ana kurali olan santral dogmada ortaya koyulan hiicredeki
biitiin fizyolojik ve fenotipik olaylarin salt DNA dizisinden sifrelenmediginin ortaya
koyulmasidir (Karaca ve Ince 2015). Furrow vd. (2011) epigenetik kalitimin gevresel
faktorlerden etkilendigini ve bu bulgunun kayip kalittmin belirlenmesinde &nemli
oldugunu, Van Ijzendoorn (2011) kaliim hesabinda G x E etkilesiminde epigenetik
katkinin eklenmesi gerektigini vurgulamistir.

Epigenetik, genetiginin otesindeki siireglere, 6zellikle gelisim sirasinda genler
arasindaki etkilesimlere deginmektedir ve yaygin kullanimiyla artik, gen ekspresyonunu
degistirme potansiyeline sahip kromozamal modifikasyonlara atifta bulunmaktadir.
Teknolojik gelismelerle birlikte epigenetik, tiirler, dokular ve hiicre tipleri arasindaki
cesitliligi detaylandirmaya odaklanan agiklayic1 bir asamaya girmistir. Son yillarda
yapilan caligmalarda insanlarda, yliksek Okaryotlarda ve hatta bireyler arasinda bile
DNA metilasyon paternlerinde degisiklik oldugu bildirilmistir (Diez vd. 2014; ince ve
Karaca 2019).

Epigenetik varyasyon transkripsiyonu ve dolayisiyla fenotipleri etkileyebildigi
icin adaptasyona katkida bulunabilir (Kawakatsu vd. 2016). Pamuk lif ve yag iiretiminin
arttirtlmasinda tarimsal yaklagimlar (sulama, gilibreleme, hastalik ve zararhilarla
miicadele) ile birlikte genetik ve epigenetik faktorler de son derece Onemlidir.
Epigenetik faktorler zorunlu genetik bagimli, genetik bagimsiz ve se¢meli epigenetik
faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Epigenetik 6zellik tagiyan allelere epialleler adi
verilir. Farkli epialleler arasinda DNA dizi farkli bulunmaz. Pamukta genetik faktorler
Ozelliklede post transkripsiyon tabanli faktorlerin lif gelisimi ve tekstil Ozellikleri
tizerinde Onemli oldugu bilinmektedir. Diger taraftan aralarinda vernalizasyon,
ciceklenme, biyotik ve abiyotik stres faktorler, circadian ritimleri, baz1 lif karakteristik
ozellikleri ise epigenetik faktorler tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (Karaca ve
Ince 2017a).

15



KAYNAK TARAMASI A. SAGIR

Agorio vd. (2017) epialleli nesiller arasinda kalitsal olarak iletilen epigenetik
isaretlere dayanan gen varyantlari olarak tanimlamislardir ve yabani tiirlerde bilinen
epiallellerin ¢ogunun bitki popiilasyonlarinda tanimlanmis oldugunu ancak bu
epiallellerden ¢ok azinin fenotipik ya da agronomik o6zelliklerle iliskili oldugunu
sOylemislerdir. Karaca vd. (2019) epiallelin ¢ogu sozliikte “genetik bir lokusun spesifik
bir DNA metilasyon paterni” ya da “metilasyon bakimindan farkli olan 6zdes gruptan
herhangi biri” olarak dar anlamda epiallelin tanimlamasinin var oldugunu, ve var bu
tanimlamalara diger epigenetik mekanizmalarin da dahil edilmesiyle birlikte epiallelilin
tanim1 genis bir sekilde diisiiniilebilecegini sdylemisler ve epialleli “herhangi baska bir
grubun ayni lokusunda farkli kalitsal kimyasal modifikasyonlar iceren metilasyon,
asetilasyon, ubukinasyon, fosforilizasyon ve stimulasyon” olarak tanimlamislardir.

Tanimlanan bitki epiallelleri ¢icek tipi, bitki ve tohum pigmentasyon diizeyleri
ve patojen direncinin yanisira ¢esitli gelisimsel ve fenolojik 6zellikler de dahil olmak
tizere onemli ekolojik 6zellikleri etkiler. Epigenetik alleller veya epialleller spesifik gen
dizilerinde gen dizilerindeki metillenmis niikleotitlerin sayist ve dagiliminda farklilik
gosterir. Farkli epialllere sahip olan bitkiler farkli fenotipler olusturabilir (Bitki
epiallelleri genellikle mitotik olarak ve bir¢ok durumda mayotik olarak kalitsaldir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda kalitsal olan bir kag epiallel kesfedilmistir (SUP ve FWA)
(Kalisz 2004; ince ve Karaca 2019).

Goettel ve Messing (2013) misirda epiallel biyogenezi ile ilgili yaptiklart
caligmada sitozin metilasyonu ile iki epiallel P1-rr ve P1-pr'in, gen ekspresyonu ve
dolayistyla fenotipteki degiskenlik ile iliskili oldugunu belirtmiglerdir.

Weigel ve Colot (2012) gevrenin, epigenetik degisikliginin etkisindeki payini
aragtirmak icin farkli kosullar tarafindan etkilenen epigenom ¢apinda varyasyonlarinin
incelenmesinin gelecek i¢in 6nemli oldugunu ve buna ilaveten genetik ve epigenetik
diizeydeki epiallelerin boyutlarint nasil etkiledigi hakkinda daha fazla bilgiye ihtiyag
oldugunu ve son olarak epimutasyonlarin evrime katkida bulunabilecegi siniflandirma
Ol¢eklerini tanimlayan bir popiilasyon epigenetigi teorisine ihtiya¢ oldugunu
soylemislerdir. Epialleller sadece onlarca nesil boyunca devam etseler bile onlar hala
onemli evrimsel etkilere sahiptir.

Gen eksprasyonunun derecesini diizenleyen epiallelik degisimler mutasyonlara
oranla daha az asir1 olabileceginden yogun bir secilimle karsilasmayip, yeni habitatlart
kesfedebilir ve kisa vadede diger genlerle birlikte koadaptasyon yapmayi
kolaylastirabilir buna ek olarak epialleller bir popiilasyonda ayrigiyorsa, metilasyonu,
tarthsel fenotipi degisken c¢evresel bir ¢evre diizenlemesi haline gelen bir genin
fenotipik etkisini degistirebiliyorsa, hizli ¢evresel degisim donemlerinde genomu gegici
olarak “koruyabilir” (Kalisiz 2004).

G. hirsitum ve G. barbadense genomlarina ait lif ozelliklerinde bulunan
farkliliklar uzun zamandir bilim adamlar tarafindan biiyiik ilgi gérmekte ve bu
ozellikler iizerine arastirmalar yapilmaktadir. Ornegin Karaca vd. (2019) G. hirsitum
(Upland)’a ait TM-1 ve Gosyypium barbadense (Misir pamugu)’ye ait Pima 3-79 ve G.
barbadense 25 giinlik pamuk lifinde ifade edilen bir epiallelin belirlenmesi iizerine
yaptiklar1 ¢aligmada lif uzama proteini (FCEP) epiallel tespitinde kullanilabilecek bir
yontem oldugunu bulmuslardir.
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Linaria vulgaris’te yabani tip bilateral simetrik ¢i¢eklerin radyal olarak simetrik
cicek mutantlar1 dogada bulunmaktadir. Molekiiler genetik ¢aligmalar1 radyal formlarin
cicek asimetrisinin gelismesine sebebiyet veren bir transkripsiyonel aktivatorii kodlayan
Cycloidea (CYC) geninin epialllellerinden kaynakladigini ortya koymustur. Dogal
epimutasyonun ikinci bir 6rnegi renksiz ve olgunlasmamis (CNR) lokusu domateslerden
belirlenmistir (Weigell ve Colot 2012).

Misir (Zea mays)'ta, dogal olarak olusan epiallelik degisiklikler, degisik tohum
ve vejetatif doku pigmentasyonuna yol acan R, B, Pl ve P pigmentasyon genlerinde tarif
edilmistir. A. thaliana’da yapilan bir genetik haritalama c¢alismasinda niikleoler
diizenleyici bolgelerde (NOR) bulunan rDNA lokuslarindaki metilasyon seviyelerinde
dogal fakliliklar gostermistir. Kalitimsal epialleller hem fenotipik 6zellik hem de
dayaniklilik tizerindeki etkileri ile yabani bitki popiilasyonlarinin evrimini
etkileyecektir. Metilasyon degisiklikleri, gen ifadesinin miktarin1 veya derecesini
diizenleyebildigi icin epialleller, ayrik fenotipik smiflar liretmek yerine fenotiplerde
siirekli degiskenlik iiretebilir (Ince ve Karaca 2019; Karaca vd. 2019).

2.3. DNA Metilasyonu

DNA sitozin metilasyonu daha ¢ok tibbi aragtirmalarda yogun olarak
kullanilmakla birlikte son yillarda bitkisel arastirmalarda da yaygimlasmaktadir. Ornegin
pamuk bitkisinde soguk uygulamasiyla metilasyon paterni ve frekansi arasinda iliski
tespit edilmistir. Arastiricilar sogugun ve kurakligin DNA sitozin seviyesini etkileyerek
gen ifadesinin diizenlenebilecegini 6ne stirmiiglerdir (Fan vd. 2013; Bhardwaj vd. 2013;
Ince ve Karaca 2019).

Pamuk lifinde diger dokulara (fide yapragi, olgun yaprak, kotiledon ve kokler)
kiyasla DNA metilasyon seviyesi bilinmemektedir (Osabe vd. 2014). DNA
metilasyonu, DNA’ya bir metil (CH3) grubunun eklenmesiyle meydana gelen korunmus
kalitsal bir epigenetik modifikasyondur (Tsaftaris 2008). Cogu kaynaktan elde edilen
bulgular, yliksek organizmalarda gen eksprasyonun kontroliinlin DNA’daki sitozin
metilasyonu ile iligkili oldugunu ve metilayon paterninin (deseninin) kalitsal oldugunu
gostermektedir. DNA  hasarindan  kaynaklanabilen metilasyon kaybi  gen
ekspresyonunda kalitsal anormalliklere yol agacaktir ve bunlar onkogenez ve
yaslanmada 6nemli olabilecektir (Holliday 1987).

DNA metilasyonu transpoze edilebilir elementlerin (TE: Transpoze edilebilir
elementler; genom iizerinde bir kromozomdan digerine, ayn1 kromozom fiizerinde bir
bolgeden baska bir bolgeye yer degistirebilen elementler) susturulmasi genom stabilitesi
ve genomik impriting i¢in gerekli olan epigenetik bir modifikasyondur (Bartels vd.
2018).

DNA niikleotidleri metillenmesine ragmen bu metillenmelerden en yaygini
DNA sitozin metilasyonudur. Sitozin metil transferaz enzimleri tarafindan katalize
edilen DNA sitozin metilasyonunda sitozin niikleotidine bir metil grubu eklenir (Kalisiz
2004). Epigenetik mekanizmalarin bitki fonksiyonu i¢in gerekli oldugu goz Oniine
alindiginda, metilasyon yollari/yolaklari kapsamli kesif ¢abalarinin hedefi olmustur.
Yapilan kesiflerin biyiik bir ¢ogunlugu A. thaliana metilasyon mutantlarindan 6rnegin
DNA metilasyon 1 (ddm1) ve metil transferaz 1 (metl)’den gelmistir (Diez 2014).
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Bitkiler, gen ekspresyonu ve genom yapisi tizerindeki zararli etkileri dnlemek
icin epigenetik diizenlemeleri sabit tutmak ile yeni ¢evresel kosullara hizli adaptasyon
icin gereken epigenetik varyasyonu olusturmak ig¢in yeterince esnek tutmak arasindaki
dengeyi saglamalidir. Bitkiler heterokromatik ve Ookromatik hedef bolgelerinde
metilasyon paternlerinin olusturulmasindan ve korunmasindan sorumlu ii¢ ayri DNA
metil transferaz tiirii i¢erir (Meyer 2010; Karaca vd. 2019).

Metilasyon varyasyonun genetik temeli olduk¢a karmasik olmasina ragmen
cografi orijin genom ¢apinda DNA metilasyon seviyelerinin ve epiallellerin neden
oldugu degismis gen eksprasyonunun ana belirleyicisidir. CG metilasyonu, DNA
replikasyonu sirasinda basit bir kopyalama mekanizmasi vasitasiyla ¢ogaltilir, oysa
CHG ve CHH metilasyonu kendi kendini giiglendiren halka ile korunur. DNA
metilasyonundaki degisiklikler kendiliginden de ortaya ¢ikabilir fakat cevresel ve
genetik faktorler daha onemlidir. Uzun siire ayn1 yerde kalabilen uzantisiz organizmalar
olarak bitkilerin degisen ortamlara adaptasyon i¢gin DNA metilasyonundan yararlanmasi
olasidir. DNA metilayonu gen eksprasyonunu etkileyebilir ve fenotiplerde gériinmesi
adaptasyon oOzelliklerinde Olgtilebilir bir varyasyona sebep olabilir (Kawakatsu vd.
2016).

Bitkilerde DNA metilasyonunun abiyotik stres, genom katlanmasi, imprinting,

ciceklenme, vernalizasyon, introgresyonla iligkilerini ortaya koyan calismalar mevcuttur
(Zhao vd. 2008; Li vd. 2011).

Osabe vd. (2014) DNA metilasyon ¢esitligi, genetik ¢esitlilik ve metilasyon
baglamindaki degisiklikler, metilasyona duyarli amplifiye polimorfizm (MSAP)
analizleri kullanilarak bir metilasyon duyarsiz enzim (BsiSI) kullandiklar1 ¢aligmada
DNA metilasyon aracili gen regiilasyonunun pamukta fenotipik ¢esitlilige ve gelismeye
potansiyel katkisini, pamuk genotipleri ve ¢esitli dokular arasinda arastirmislardir ve
DNA metilasyonundaki farkliliklar segilen pamuk genotiplerindeki genetik ¢esitlikten
hatta 1if 6zelliklerinin de dahil oldugu dokular arasinda onemli &lgiide farkli DNA
metilasyon seviyeleri oldugu sonucuna varmaislardir.

Pamuk genotiplerinde daha yliksek DNA metilasyon cesitliligi (CG
metilasyonundan daha fazla ¢esitlilik gosteren CHG metilasyonu) epigenetik
diizenlemenin pamuk i¢in 6nemli olabilecegini ve lif ile diger dokular arasindaki DNA
metilasyonundaki degisiklik bazi genlerin lif gelisimi i¢in epigenetik olarak
diizenlenebilmesinin olast oldugunu ortaya koyan ¢alismalar bulunmaktadir (Karaca vd.
2019).
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2.4. Histon Modifikasyonlari

Histonlar, DNA paketlenmesinden sorumludurlar. Yiiksek miktarda pozitif
yiiklii amino asit i¢eren (lizin ve arjinin) igeren histon proteinleri eksi yiikli DNA’ya
sik1 bir sekilde baglanir (Can ve Aslan 2016). Gen ekspresyonunu diizenlemek icin
kromatini degistiren ¢oklu epigenetik mekanizmalar arasinda histon modifikasyonlar1
onemli bir rol oynar. Arabidopsis'teki son c¢aligmalar, ilk genom c¢apinda histon
modifikasyon haritalarin1 saglamis, histon modifikasyonlar1 i¢in 6nemli biyolojik rolleri
ortaya ¢ikarmig ve histon modifikasyonlarinda uyarana bagl degisiklikler anlayisimizi
gelistirmistir (Pfluger ve Wagner 2007). Ayrica, Smulder ve De Klerk (2011) bitki doku
kiiltirinde olusan varyasyonun DNA ve histon metilasyonu ve histon
deasetilasyonundan kaynaklandigini belirlemislerdir.

2.5. RNA Interferans (RNAI)

RNA interferans (RNAI1), ¢ift zincirli RNA’nin (dsSRNA; double stranded RNA)
transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin diizenlenmesinde kullanilan mekanizmadir.
Transkripsiyon sonrasi gen susturma (“post-transcriptional gene silencing”) olarakta
tanimlanan RNAI hiicreye giren ¢ift zincirli RNA’nin homologu olan mRNA zincirine
baglanarak o geni susturur (Aras vd. 2015). Bu baglamda RNAI aslinda RNA araciligi
ile gen aktivitesinin diizenlenmesini kapsar. Organizmalarin gen aktivitelerini, hangi
genin ne sekilde ifade edilecegini, genin aktivasyonunu veya inaktivasyonunu kontrol
eden bir sistem olan RNAIi Andrew Z. Fire ve Craig C. Mello tarafindan kesfedilmis ve
bu iki bilim insanina kesiflerinden dolayr 2006 yilinda Nobel bilim &6diilii verilmistir
(Karaca ve Ince 2011a).

2.6. Epigenetik Markirlar

Tim epigenetik bilgilerin toplami1 epigenom olarak adlandirilir. Epigenetik
olgularin biyolojik ve biyomedikal onemini anlamak i¢in, epigenomun ayrintili bir
sekilde haritalandirilmasi1 onemlidir. Ancak genomun aksine epigenom hiicreler
arasinda son derece farklidir ve tek bir hiicre i¢inde bile kosullara goére zaman igerisinde
dalgalanmalar gosterir. Bu nedenle en az hiicre tiplerinin sayisi kadar epigenom vardir
(Suziki ve Bird 2008).

2.7. Metilasyon Duyarh Amplifikasyon Polimorfizmi (MSAP)

Metilasyon Duyarli Cogaltilmig Polimorfizm (MSAP) yontemi ¢ogu
aragtimacinin epigenetik varyasyon c¢alismalarinda ozellikle faydali olan kolay,
giivenilir ve nispeten daha ucuz oldugu i¢in kullanmaktadir. Ozellikle Mspl ve Hpall
izosizomer enzimleri kullanuldiginda bu yontem tarafindan iiretilen elektroforetik
modellemelerin yorumlanmasi, bu enzimlerin metilasyona duyarli olmast ve CCGG
tanima motifine sahip herhangi bir C niikleotinin bitki DNA’sinda metillenebilmesinden
dolay1 zordur (Fulnecek ve Kovarik 2014).

Zhao vd. (2008) MSAP yontemi kullanarak pamuk heterotik melezleri ve
heterojen olmayan melezler ile ve ebeveyn hatlar1 arasindaki farkliliklari ve fide
asamasindan c¢iceklenme asamasmma kadar metilasyon seviyesindeki degisimleri
aragtirmiglar ve arastirma sonucunda yiiksek oranda heterotik melezlerdeki
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demetilasyon lokuslarinin sayisinin, diisiik oranda heterotik melezlerden daha fazla
oldugunu ve fide asamasinda pamuktaki DNA sitozin metilasyon seviyesinin
ciceklenme asamasindan daha yliksek oldugunu tespit etmislerdir.

2.8. PCR icin Primerlerinin Tasarlanmasinda Kullanilan Ag Tabanh Programlar

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), biyomedikal arastirma, tip ve adli tip,
tarim, ¢evre, veternerlik ve gida bilimleri gibi bir¢ok alanda ilgili DNA amplifikasyonu
i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Ye vd. 2012). Modern biyoloji ¢agindan
dogan bir teknoloji olan PCR igin kullanilan enzim 10X tampon ¢ozelti (“buffer”) ile
birlikte verilen Tag DNA polimeraz, klonlanmis bir {iriin olarak saflastirilir, niikleotit
trifosfatlar ultra saftir, tamponlanir ve uygun bir konsantrasyonda bulunur. Ancak, ticari
olarak elde edilebilen bu baslangi¢ materyallerinin tiimii ile PCR, 6zellikle deneyimsiz
aragtiricilar icin basarisiz olmaktadir. Biitiin reaktiflerin uygun miktarda eklendigi
varsayildiginda iki kritik PCR bileseni arastirmacinin se¢imlerine birakilir bunlardan
biri yeterli kalitede olmas1 ve Taq DNA polimeraz inhibitorii igermemesi gereken kalip
niikleik asit iken, ikincisi oligoniikleotit primerlerinin secilmesidir. Bu islem genellikle
bir PCR deneyinin genel basarisi i¢in kritiktir, fonksiyonel bir primer seti olmadan PCR
tirtinii olmayacaktir (Dieffenbach vd. 2011).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), etkinligi ve hassasiyeti biiyiik dl¢tide ilgili
bir gen ya da DNA fragmaninin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerin verimliligine
bagli olan enzimatik bir reaksiyondur (Kumar ve Chordia 2015). En uygun primer
sekans1 ve primer konsantrasyonu, PCR’in maksimum 06zgiilliigii ve verimliligi i¢in
gereklidir. Iyi tasarlanmamis bir primer veya primer ciftleri, spesifik olmayan
amplifikasyon ve/ veya primer-dimer olusumu nedeniyle ¢ok az iiriinle sonuglanabilir
ya da iirlin olusumunu baskilayacak derecede rekabetci hale gelebilir.

Etkili PCR primerlerinin tasarimi igin birkag ¢evirimigi ara¢ vardir. Bu
araclardan bazilar1 Cizelge 2.1 gosterilmektedir. Bu araglardan bazilar1 “CODEHOP”,
“Gene Fisher”, “DoPrimer”, “Primer 3”, “Primer Selection”, “Web Primer”, “PCR
Designer”, “Primo Pro 3.4”, “Primo Degenerate 3.4”, “Eprimer3”, “PRIMO”,
“PrimerQuest”, “MethPrimer” ve “Rawprimer” bilimsel caligmalarda kullanilmaktadir
(Abd-Elsalam 2003).
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Cizelge 2.1. Primer tasarlamak amaciyla kullanilan baz1 programlar (Abd-Elsalam 2003)

CODEHOP Dejenere PCR primer tasarimi yapar hizalanmamis dizileri kabul eder.
. Standart veya dejenere primerler i¢in etkilesimli primer tasarim aracidir hizalanmamis dizleri kabul
Gene Fisher eder
DoPrimer PCR ve DNA sekanslama i¢in primerleri kolayca tasarlar.
Primer3 Kapsamli PCR primeri ve hibridizasyon probu tasarim araci; bir¢ok segenek sunar; ancak

baslangicta varsayilanlari kabul etmek kolaydir.

Primer Selection

Niikleotit sekansindan PCR primerleri segilmesidir.

Web Primer PCR veya sekanslama amaciyla alternatif primerlerin tasarimina izin verir.
PCR Designer Sekans mutasyonlarmin kesim analizi
Primo Pro 3.4 Rastgele primer alma olasiligini azaltarak PCR giiriiltiisiinii azaltir.

Primo Degenerate 3.4

Primo Degenerate 3.4 tek bir peptit sekansina veya proteinlerin niikleotitlerin g¢oklu
hizalanmalarina dayanan PCR primerlerini tasarlar.

PCR Primer Design

PCR veya sekanslama amacl primerler tasarlayan bir uygulamadir.

The Primer Generator

Program, orijinal niikleotit sekansin1 ve istenen amino asit sekansini analiz eder ve yeni bir
restriksiyon enzim alanina sahip olan veya eskisi eksik olan bir primer tasarlar.

Eprimer3 PCR primerlerini ve hibridizasyon oligolarmi (EMBOSS) alir.

PRIMO Tleri ve geri oligoniikleotid primerlerin tahminini yapar.

PrimerQuest Primer tasarim aracidir.

MethPrimer Metilasyon PCR'leri igin primerleri tasarlar.

Rawprimer PCR primerlerinin se¢imi i¢in bir aragtir.

MEDUSA PCR primer ¢iftlerinin otomatik se¢imi ve gorsel degerlendirmesi i¢in bir aragtir.

The Primer Prim'er Project

PCR primer tasarim siirecini tamamen otomatiklestiren yazilim paketidir.

Oligonucleotides for the PCR

Bir alanin her iki tarafinda oligoniikleotidler aranmasina olanak saglar.

GAP

Genom ¢apinda otomatik primer bulma sunucusudur.
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Diger ¢evirim i¢i araglardan biri olan Primer-Blast ile kullanicilar hem yeni bir
primer tasarlayabilir hem de 6nceden var olan primerlerin spesifikligini kontrol edebilir.
Primer-Blast kiiresel bir alaymint (hizalama) mekanizmasi igerir ve potansiyel
amplifikasyon hedeflerini belirlemede ¢ok hassas olacak sekilde tasarlanmistir. Primer-
BLAST ayrica ekson/intron lokasyonlarina dayali primerlerin yerlestirilmesini ve
primerlerde tek niikleotit polimorfizm (SNP) bolgelerinin hari¢ tutulmasmi destekler
(Ye vd. 2012).

RExPrimer PCR primer tasarimi i¢in bir¢ok islevsellik saglar. Farkli veri
tabanlar, SNP (Single Nucleotide Polymorfizm, Tek Niikleotit Polimorfizim)
veritabani, insersyon ve delasyon (indel) polimorfizm veritabani, pseudogene veritabani
ve yapisal genomik varyasyon veri taban1 RExPrimer’e biitiinlesmistir ve elde edilen
primerlerin internet sitesinden ayrilmadan etkin bir bicimde dogrulanmasi saglanmaistir.
Bu veritabanlarin1 dahil ederek, RExPrimer tarafindan rapor edilen primerler, ilgili
dizilere (0rnegin psodojen, segmental duplikasyon) yanlis hazirlanmayr ve yapisal
polimorfizmler (SNP, indel ve kopya sayis1 varyasyonu (CNV)) nedeniyle olast PCR
basarisizligini 6nler (Piriyapongsa vd. 2009).

Primer 3 programi yaygin olarak kullanilan bir ara¢ haline gelmistir. Bu program
kullanilarak hedef bolgelerin, intron, ekson, promotor, kodlayan gen bolgesi, 5’UTR ya
da 3°’UTR kisimlar1 igermemesine 6zen gosterilerek tasarim gergeklestirlebilmektedir.
Primer 3’iin ilk versiyonu bir DNA sekansinin tespiti i¢in primerler, hibridizasyon
oligoniikleotitleri segmek i¢in ve mikrosatalit genotipleme i¢cin PCR denemelerinin
tasarimi i¢in gelistirilmigtir. Bir DNA dizisi sablonu verildiginde Primer 3 kabul
edilebilir primer ¢iftlerini ve primerleri degerlendirir daha sonra sonra en diisiik cezaya
sahip ciftlerini verir.

Primer 3’lin popiileritesi, nispeten kolay kullanimli bir web hizmetinin
mevcudiyeti, saglam miihendislik, program kaynak koduna agik erisim, genom ol¢ekli
arastirmalar i¢in yliksek verimli iletisim kanallarini kullanima uygunluk ve kolaylik gibi
cesitli faktorlere baghidir (Untergasser vd. 2012).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. In Silico Yontemler
3.1.1. Hedef gen elementlerinin tespiti

In silico galismalarda kullanilmak amaciyla GenBank (National Center for
Biotechnology Information (NCBI) veri tabanindan tamami Gossypium hirsitum ve
Gossypium barbadense genomlarina ait olan genler Fasta formatinda Kkisisel
bilgisayarlara indirilmis ve indirilen pamuk genlerine ait diziler bu ¢alisma kapsaminda
kullanilmigtir. Gen dizileri ilk analizinde birimimizde gelistirilmis olan EpiOne yazilim
programi (Karaca ve Ince 2016) kullanilarak yaklasik otuz adet gende 40 gen elementi
tespit edilmistir.

Calismada kullanilan gen elementleri olarak diizenleyici diziler olan promotor
dizileri ve gen ug kisimlari olan translasyona alinmayan diziler olan 5’-UTR ve 3’- UTR
ile intron ve ekson kisimlarindan olusmaktadir.

Gen elementleri dizileri tizerindeki CG, CHG ve CHH dizileri EpiOne yazilm
programi kullanilarak tespit edilmistir (Karaca ve Ince 2016). GenBank verilerinde gen
elementleri bilgilerinin bulunmasi nedeniyle EpiOne yazilim programi kullanimi bu
calismada opsiyonel olarak alinmistir. Sadece tiirlerden biri i¢in kullanilmig diger tiir
icin GenBank gen element bilgileri dikkate alinmistir.

3.1.2. Gen elementlerinde restriksiyon enzim tanima dizilerinin tespiti

GenBank veri tabanindan Batch Entrez opsiyonu kullanilarak toplu bir sekilde
Fasta formatinda indirilen gen element dizileri birimimizde bulunan Sequencher 4.9
yazilim programi kullanilarak Mspl ve Hpall restriksiyon enzimi tanima dizilerini
igeren gen element dizilerinin tespiti yapilmistir. Indirilen 100 genin 88’inden Mspl ve
Hpall enzim kesim bdlgesi olan CCGG dizilerinin varlig1 belirlenmistir.

3.1.3. Gen elementleri i¢in primer dizilerinin belirlenmesi

Calismada metilasyon yogun dizilerin amplifikasyonlarini gergeklestirilmesinde
kullanilacak primer ¢iftleri Primer 3 (Version 0.4.0) primer belirleme programi
kullanilarak Gossypium hirstum igin 44 primer ¢ifti, Gossypium barbadense igin 44
primer cifti olmak lizere toplamda 88 adet primer ¢ifti belirlenmistir. Bu primer ¢iftleri
AS olarak adlandirilmistir.

Primer ciftleri belirlenirken daha énce Ince (2010) tarafindan kullanilan temel
kriterler modifiye edilerek kullanilmigtir:

Ilk &lgiit primerlerin uzunlugu ile ilgili olup minimum 20, optimum 24 ve
maksimum 26 baz arasinda degisen primer uzunlugu kullanilarak primer tasarimi

gergeklestirilmistir.

Tasarlanan primerlerin PCR calismalarinda annealing sicakliginin tespitinde
kullanilmak tizere erime sicakligi olan Tp, i¢in minimum 58 °C optimum 60 °C ile
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maksimum 62 °C arasinda tutulmus ve iki primer arasindaki maksimum sicaklik
farkinin 1 °C’den fazla olmamasi saglanmaigtir.

PCR iiriin uzunlugu araligi (amplikon biiyiikligii) 100-1000 bp olarak se¢ilmis;
ancak tiriin biiyiikligiiniin 100 bp az ve 970 bp fazla olmasina izin verilmemistir. Genis
iriin boyu yelpazesi kullanilarak primerlerin ileriki g¢alismalarda multipleks PCR
calismalarinda da kullanilmas1 saglanmustir.

Dizayn edilen primer setlerinin %G/C orani ise minimum %40 optimum %50
maksimum %60 arasinda degisim araliginda tutulmustur. Primer tasarimi i¢in G/C
oranmin yiiksek tutulmasiyla primerin renatiirasyon sicakligi dogru orantili olarak
yiiksek olacagindan PCR etkinligi artirillmis ve gercek olmayan iiriinlerin elde edilme
olasilig1 azaltilmistir.

Dizayn edilen primerler i¢in diger bir 6nemli kriter ise dizayn edilen primerlerin
kendi iizerinde komplementeri (tamamlayici) olmayan sekanslardan yararlanmaktir. Bu
calismada kulanilan primerler icin en fazla 4 bazin ayni primerde komplementeri riski
(sekonder DNA yapilanmasi) gbze alinmistir.

Dizayn edilen primer c¢iftlerinin birbiri iizerinde komplementer sekanslar
bulundurma olasilig1 2 baz olarak sinirlandirilmistir. Bu degerin iizerinde yine primer
dimer olusturma riski bulunmaktadir. Bu ¢alismada bir primer iizerinde en fazla 4 bazin
komplementerisine baglanabilmesine izin verilmistir.

24



MATERYAL VE METOT A. SAGIR

3.2. In Vitro Yontemler
3.2.1. Bitki materyali

Pamuk (Gossypium L.) diinyada onde gelen dogal lif bitkisidir. Calismada G.
barbadense Pima 3-79 ve G. hirsutum tiirleri Texas Marker-1 (TM-1) gesitleri ile temsil
ettirilmek iizere bu cesitler yetistirilmistir. Olgun bitkilerden tek tohum kullanilarak
DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Bu ¢esitler kendi tiirleri i¢in genetik ve sitogenetik
standart ¢esitlerdir. TM-1 Deltapine ¢esidinden tiiretilmistir. TM-1 verimli iken lif
kalitesi yoniinden Pima 3-79’u gegecek diizeyde degildir (Kohel vd. 2001). Kullanilan
cesitlerin standart ¢esitler olmasindan dolay1 farkli arastiricilar tarafindan elde edilen
verilerin  karsilastirilmasinda  kolaylik saglamaktadir. Ornegin  GenBank veri
tabanlarinda bu c¢esitlere ait genom dizileri bulunmaktadir. Ayrica bu ¢esitler gerek
markir  gelistirime calismalarinda panel genotipi ve gen fonksiyonlarinin
belirlenmesinde de standart genotiplerdir.

3.2.2. DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu, yapilirken Karaca ve Ince tarafindan Akdeniz
Universitesi’nde gelistirilip patenti alinmis olan Genomik DNA izalasyon Kkiti
kullanilmis ve kit protokolii uygulanmistir. Kit icerigiyle ilgili bilgi Patent nedeniyle
bilinmemektedir.

1. Tek pamuk tohumu aliiminyum folyo igerisine sarilmis ve havaneli yardimiyla
tohumun iizerine vurulmustur. Daha sonra tohum alimunyum folyadan
cikartilmis ve tohum kabugu soyulup tekrar aliiminyum folyaya sarilarak
tohumun havaneli ile iyice ezilmesi saglanmis ve 2 mL’lik temiz bir ependorf
tiipiin i¢ine alinarak iizerine 20 pL Proteinaz K ve daha 6nceden 65 °C’de
bekletilmis olan 500 puL M1 soliisyonu eklenmis ve Ornekler 30’ar saniye
vortekslenmistir.

2. Bu islemden sonra 6rnekler 20 dk. 65 °C’de sicak su banyosunda bekletilmis ve
her 10 dk.’da bir vorteks yapilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan 65 °C’den
alman Orneklerin iizerine 10 pL RNaz A eklenmis ve homojen bir karisim
olusturmasi i¢in tekrardan vortekslenmis ve ependorf tiip igerisindeki 6rnekler
65 °C sicak su banyosunda 10 dakika bekletilmistir.

3. 65 °C’den alinan Orneklerin iizerine 6dnceden 1sitilmis olan M2 soliisyonundan
250 pL eklenmis vorteks edildikten sonra tekrar 65 °C’de 10 dk. bekletilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda sicak su banyosundan alinan drnekler 5 dk oda
sicakliginda bekletildikten ya da buz iizerinde sogutulduktan sonra iizerine 500
pL kloroform eklenmis ve vortekslenmistir.

4. Yapilan vorteks isleminin ardindan 6rnekler 12000xg’de 10dk santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonunda olusan iist faz (stipernatant) dikkatli bir sekilde steril 2 pL’lik
ependorf tiipe alinmis lizerine alinan hacim kadar M3 soliisyonu ve alinan hacim
kadar %100 etanolden eklenmis 6rnekler ters yiiz edilerek karistirilmis ve DNA
yogusmasi olmamas1 amaciyla kisa bir vorteks yapilmistir.

5. Bu islemin ardindan olusan karisimdan 700 pL silika kartuslu tiiplere (SKT)
alinmig ve 11000 xg’de 1 dk. santrifiij edilip kartusun alt kisminda kalan
soliisyon dokiilmiistir. Bu islem tiipte kalan karisim icin ayni sekilde
tekrarlanmistir.
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6. 500 pL M4 soliisyonu SKT iizerine eklenmis ve tiipler 11000 xg’de 1 dk.
santrifiij edilmistir.

7. Santrifiijjden alinan 6rneklerin alt kisminda kalan soliisyon dokiilmiis ve SKT
tizerine 680 pL M5 soliisyonu eklenmis daha sonra 11000 xg’de 1 dk.
santrifiijlendikten sonra alinan 6rneklerin altinda kalan soliisyon dokiilmiistiir.

8. Ayni islem santrifiijden alinan Ornekler i¢in tekrarlanmis fakat bu sefer SKT
tizerine 680 pL M6 soliisyonundan eklenmis ve Ornekler 11000 xg de 1 dk.
santrifiij edilmistir.

9. Santrifiijden alinan 6rnekler altinda kalan soliisyon dokiilmiis ve 6rnekler bos bir
sekilde 1 dk boyunca santrifiij edilmistir.

10. Bu islemin ardindan steril 1.5 uL’lik tiiplere alinan SKT {izerine 65°C’de
bekletilmis olan M7 soliisyonundan 200 pL eklenmis ve 5 dk oda sicakliginda
inkiibasyona tabi tutulmustur.

11. Bekleme siiresi sonunda 6rnekler 11000 xg’de 10 dk santrifiij edilip ¢oziinmesi
saglandiktan sonra genomik DNA o6rnekleri drnekleri -20 °C’de ya da +4 °C’de
bilimsel ¢alismalarda kullanilmak iizere saklanmustir.

3.2.3. DNA miktar1 ve safliginin belirlenmesi

DNA miktar1 ve safligin1 belirlemek icin iki ayri yontem kullanilmistir.
Bunlardan ilki spektrofotometre yontemi ikincisi ise agaroz jel elektroforez yontemidir.

3.2.3.1. Spektrofotometre yontemi

Bu yontemde DNA izolasyonu tamamlanmis olan genomik DNA’larin miktarini
ve safligini belirlemek i¢in Spektrofotometre cihazi kullanilmis ve izole edilen DNA’lar:

Seyreltme Faktori = [(Seyrelen+Seyreltilen) / Seyrelen] (3.1)

Formiilii yardimiyla hesaplanmustir. Orneklerden 50 uL genomik DNA alinarak
450 pL su kullanmilarak 10 kat seyreltilmistir. Spektrofotometre cihazi le DNA’nin 200-
nm ile 300 nm arasindaki dalga boylarindaki absorbe ettigi 151n miktarina bakilmistir.
Her bir oOrnek icin Agszo, Azeo Azgo degerlert igin Spektrofotometre okumalari
gerceklestirilmistir.

DNA’nin miktar ve kalitesini belirlemek igin ise Azgo/Azso, Azeorzo degerleri
kullanilmistir. Saf DNA yaklagik 1.8 degerini vermelidir. 230 nm’de goriilen
absorbsiyon, 6rnegin karbonhidratlar, peptitler, fenoller veya diger aromatik bilesenler
gibi maddelerle kontaminasyonu gostermektedir (Karaca vd. 2005).

Stoktaki DNA konsantrasyonunu belirlemek i¢in:

DNA konsatrasyonu (ng/uL) = (A2sp x seyreltme faktori x

50 (DNA igin varolma katsayist)) 3.2)

formiilii kullanilmastir.
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Ana stok DNA’dan 20 ng/uL. DNA igeren ¢alisma soliisyonu kullanilmustir.
3.2.3.2. Agaroz jel elektroforez yontemi

Geleneksel jel elektroforez yontemleri, DNA Orneklerinin katt matrikse (en
yaygin agaroz ya da poliakrilamit) yerlestirilmesi ve jel i¢indeki molekiillerin statik
elektrik alaninda go¢ ettirilmesiyle gerceklesmektedir (Birren ve Eric 1993). Bu
caligmada yiiksek molekiiler agirliktaki DNA’nin varligi, elde edilen DNA’da
polisakkarit olup olmadigi, DNA’da RNA kalintisinin varligini tespit edebilmek igin
agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Ekstraksiyon islemleri sonucu elde edilen
genomik DNA’nin kalitesini belirlemek i¢in %1°lik agaroz jel 1X TBE kullanilarak
mikrodalga firinda hazirlanmigtir (Karaca ve Ince 2017).

Jel igerisinde 0.5 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 10 mg/mL stoktan
etidium bromit ilave edilmistir. DNA 6rnekleri 500 ng hazirlanmis ve 1/6 6rnek hacmi
olacak sekilde 6X DNA vyikleme c¢ozeltisi ile karistirtlmistir. DNA 6rnekleri jel
kuyucuklarma yiliklenmis ve 1X TBE ¢ozeltisi kullanilarak 5V/cm uygulanmis ve 120
dakika siire ile yiiriitiilmiistiir (Aydin 2018).

Genomik DNA’nin kalitesini belirlemek amaciyla 30’luk jel istasyonunda %1
konsantrasyon olacak sekilde agaroz tartilip hacim 1X Tris, Borik asit, EDTA (TBE)
TBE c¢ozeltisi kullanilarak 30 pg/mL’ye tamamlanmis ve ¢dzelti mikrodalga firinda
hazirlanmistir. Agaroz c¢ozeltisi mikrodalga firindan c¢ikartildiktan sonra igerisinde
baloncuk olusmamasina dikkat edilerek bir miktar sogutulmus ve ilizerine ¢ozelti
icerisinde 0.5 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 10 mg/mL stoktan etidium bromit
ilave edilerek hazirlanmuistir.

Ethidyum bromit jel igerisinde homojen bir sekilde dagitildiktan sonra
katilagmadan jel tanki {izerine dokiilmiis ve uygun taraklar jel katilasmadan koyularak
jelin iizerinde kuyucuklarin olugmasi saglanmistir. Yaklasik 40 dk sonra jel donmus ve
taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir. DNA Ornekleri Spl yiikleme ¢ozeltisi 8
(bromo fenol blue) ile karistirilmis ve olusan jel kuyucuklarmma ayri bir Ornek
yiiklenmistir.

Ornekler 1X TBE c¢ozeltisi kullanilarak ve 5 V/cm elektrik akimi verilerek, 60
dk siiresince elektriksel alanda yiiriitiilmiistiir. Bu siirelerin sonunda elektroforez
tankindan alinan jel UV (Ultra Viole) 1s1k altinda incelenmis ve jel goriintiileri UVpro
programu ile bilgisayar ortaminda kaydedilmis yardimiyla fotograflanmistir.
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3.3. Genomik DNA Orneklerinin Normallestirilmesi ve Konsantrasyonu

200 pL’de ¢ozdiirilen gDNA ornekleri her bir ul.’de 120 ng DNA olacak
sekilde normallestrilmistir. Cizelge 3.1°de normallestirme islemi i¢in her iki pamuk
¢esidi DNA hacim ve miktarlar gosterilmektedir.

Konsantrasyon hesabi yapildiktan sonra
C1X V1 = CZX V2 (32)

denklemi kullanilarak var olan 200 ng’lik ana stoktan alinmasi gereken DNA
miktarlar1 bulunmustur.

Cizelge 3.1. Genomik DNA 6rneklerinin normallestirilmesi ve konsantrasyonu

TM-1 192 pg/mL 1.04 11 18.5 uL 30
Pima 3-79 105 pg/mL 1.9 19 10.5uL 30

DNA konsantrasyon hesabi formiiliinden yola ¢ikarak TM-1 igin 192 pg/ml
Pima 3-79 igin 105 pg/mL konsantrasyon hesaplanmistir. Normallestirme hesabi
yapilirken toplam 30 pL hacimde her bir pL.’de 200 ng DNA olacak sekilde hesaplama
yapilmis ve 2 pL’lik tiiplere 10X i¢in 11 pL TM-1 genomik DNA’s1 18.5 uLL PCR ayar1
su ve 19 puL Pima 3-79 genomik DNA’s1 ve 9.5 pL PCR ayari su eklenmistir.

3.4. Genomik DNA Orneklerinin Mspl ve Hpall Enzimleri le Kesilmesi

Restriksiyon enzimleriyle kesim isleminde normallestirilmesi yapilan 6rneklerin
tizerine toplam 35 uL hacimde 1X olacak sekilde 10X enzim buffer1 ve her bir ul.’de 10
tinite olacak sekilde 20’ser {inite 5’-C|CGG-3’ / 3’-GGC1C-%’ tanima bolgesi olan
Mspl ve Hpall enzimleri i¢in hesaplama yapilmis ve 6rneklerin {izerine toplam 5.5 puL
enzim ve buffer eklenmistir ve 6rnekler 37 °C’de en az 16 saat boyunca bekletilmistir.
Final hacim 200 pL steril PCR ayarit su eklenmis ve PCR isleminden Once iyice
karistirilmalart saglanmistir.

3.5. Hedef Lokuslarin Restriksiyon Enzimleriyle Kesiminin Kontrol Edilmesi

Mspl ve Hpall enzimleriyle kesim islemi yapilan her bir 6rnek primerler veya
primer ¢iftleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu uygulanmistir. Daha sonra
enzimle muamele edilen 6rnekler ve edilmeyen ornekler birbirleriyle karsilagtirilmis ve
yapilan kontrolde enzim kesim caligmalarinin basarili oldugu bulunmustur (Uygur
Goger 2018).

3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
GS-KUP yontemi tekli ve/veya c¢oklu olarak uygulanmustir. Ozetle enzim

kesimlerine tabi tutulan 6rnekler yan-yana olacak sekilde yiiksek baglanma sicakligina
sahip PZR ile ¢ogaltimistir (Xu vd. 2013; Karaca vd. 2016).
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3.6.1. PCR Protokolii

Final hacmi 25 pL’ye ayarlanmig olan PCR isleminde i¢cinde 200 ng Mspl ve
Hpall enzimleriyle kesilmis olan genomik DNA’dan (5 pL), birimimizde bulunan ve bu
calismada uygulanan yontemlerle belirlenmis olan primer ¢iftlerinden 0.5 uM, 12 mM
Tris-HCI (pH: 9.1) 60 mM KCI, %0.012 Triton X-100, 2-3 mM MgCl,, 0.28 mM dNTP
ve 1 Unite Tag DNA polimeraz kullanilarak hazirlanan PCR  soliisyonunda
gerceklestrilmistir. Cizelge 3.2°de Gen Spesifik Kesilmis Amplifikasyon Polimorfizm
Yonteminde PCR’de kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin kullanim miktarlar
verilmistir.

Cizelge 3.2. Gen spesifik kesilmis amplifikasyon polimorfizm yonteminde PCR’da
kullanilan kimyasallar ve kullanim miktarlar

Genomik DNA 5uL 200 ng
Steril H,O 8.75 uL
Tleri Primer (“Forward”) 20 uL 0.625 uL 0.5 uM
Geri Primer (“Reverse”) 20 uL 0.625 pL 0.5 uM
Steril- H,O 4.4 uL

. Tris HCI (pH 9.1) 100 mM 12 mM
gi);el tz?aks'yon KCl 500 mM 3L 60 MM

Triton X-100 % 0.1 % 0.012

MgCl, 50 mM 1.5 uL 3 mM
DNTP 10 mM 0.7 uL 0.28 mM
Tag DNA Polimeraz 2.5 Unite/ pL 0.4 uL 1 linite
Toplam Hacim 25 ul

G. hirsitum (TM-1) ve G. barbadense (Pima 3-79) genomik DNA’lari
kullanilarak, birimde daha 6nce dizayn edilen 6 primer ¢iftine uygulanmis ve Cizelge
3.3’de verilen PCR profili kullanilmigtir.

Cizelge 3.3. PCR amplifikasyon profili

o . On
Hot start 94 °C 4 dk 1 dongii o
94 °C 30 sn Denatiirasyon
On PCR 60 °C —»55°C 30sn 10 dongii Renatiirasyon
72 °C 1dk Sentez
94 °C 30 sn Denatiirasyon
PCR 55°C 30 sn 30 dongti Renatiirasyon
72 °C 1dk Sentez
Final 72 °C 10 dk 1 dongii Final sentez
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Hedef lokuslarmin ¢ogaltimi igin PZR profilinde spesifik olmayan
amplifikasyonlarin olusumunu Onlemek amaci ile indirgemeli PZR (“touch-down
PCR”) profili kullanilmistir (Cizelge 3.3). Bu yontemle baslangigtaki 10 dongiide asil
reaksiyonun devam ettigi renatiirasyon sicakligindan en az 5 °C yiiksek sicaklikla
primer ¢iftinin gogaltilan DNA sarmallarina baglanmasi saglandiktan sonra her dongii
basma renatiirasyon sicakligi 0.5 °C diisiiriilmiistiir. Indirgemeli PZR profilleri
uygulamalar1 ile PZR c¢alismalarinda spesifik olmayan bolgelerin amplifikasyonlari
onlenmeye calisiimistir (Ince 2010).

3.7. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

PCR isleminden sonra 6rnekler Mspl ve Hpall enzimleriyle yapilan uygulama
sonucu olusan farkliklar1 tespit edebilmek amaciyla agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilmiis ve olusan bant farkliliklar1 belirlenmeye calisilmistir. Uygulanan islemlerin
siras1 su sekildedir: Enzimlerle kesim isleminde meydana gelen farkliklari belirlemek
icin 50 mL’lik jel istasyonu kullanilmis ve %3 konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip tzeri 1X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) c¢ozeltisi kullanilarak 50 mL’ye
tamamlanmis ve mikrodalga firinda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Agaroz ¢ozeltisi mikrodalga firindan ¢ikartildiktan sonra igerisinde baloncuk
olusmamasina dikkat edilerek bir miktar sogutulmus ve iizerine ¢dzelti igerisinde 0.5
ug/mL konsantrasyonda olacak sekilde 5 pL 10 mg/mL stoktan etidium bromit ilave
edilerek hazirlanmistir. Ethidyum bromit jel icerisinde homojen bir sekilde dagitildiktan
sonra katilagmadan jel tanki iizerine dokiilmiis ve uygun taraklar jel katilasmadan
koyularak jelin lizerinde kuyucuklarin olusmasi saglanmaistir.

Yaklagik 40 dk sonra jel donmus ve taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir
DNA ornekleri 500 ng hazirlanmis ve 1/6 6rnek hacmi olacak sekilde hazirlanan 6X
DNA yiikleme ¢ozeltisi ile karistirilmistir. 1ki farkli enzimle muamele edilen DNA
ornekleri jel kuyucuklarina 10 pL olarak yan yana yiliklenmistir.

Ornekler 1X TBE c¢ozeltisi kullanilarak ve 70 volt elektrik akimi verilerek,
degisen siirelerde ile elektriksel alanda kosturulmustur. Bu siirelerin sonunda
elektroforez tankindan alinan jel Ultra Viole (UV) 151k altinda incelenmis ve elektriksel
alanda hareket sonucu olusan jel goriintiileri UVpro programi ile bilgisayar ortaminda
kaydedilmis yardimiyla fotograflanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Cahismada Kullamilan Bitki Materyali

Bu ¢alismada G. hirsitum genomuna ait olan TM-1 ve G. barbadense tiiriine ait
olan Pima 3-79 gesitleri kullanilmistir. Kullanilan gesitler Akdeniz Universitesi Tarla
Bitkileri Boliimii tarla ve seralarinda yetistirilmis ve bu gesitlerin tohumlarindan DNA
izolasyonu yapilmistir. Calismada Deltapine 14 ¢esidinden elde edilen ve Texas A&M
Universitesinde 40, Mississippi State Universitesinde 4 ve Akdeniz Universitesinde 2
kez olmak iizere toplam 46 generasyon kendilenmis olan Texas Marker-1 (TM-1, G.
hirsutum) ve c¢ift haploid (“double-haploid”) bir hat ¢esiti olan Pima 3-79 (G.
barbadense) kullanilmistir (Sekil 4.1).

Bu tez ¢alismasinda da kullanilmis olan bitki materyali pamuk genetik
calismalarinda standart olan, genetik ve morfolojik 6zellikleri iyi bilinen gesitlerdir.
Standart ¢esitler olmalar1 nedeniyle farkli arastiricilar tarafindan elde edilen verilerin
karsilastirilmasinda kolaylik saglamaktadir. Ornegin GenBank veri tabanlarinda bu
cesitlere ait genom dizileri bulunmaktadir. Ayrica bu gesitler gerek markir gelistirime
caligmalarinda panel genotipi ve gen fonksiyonlarinin belirlenmesinde de standart
genotiplerdir.

Sekil 4.1. Saks1 ve sera kosullarinda yetistirilen pamuklar a) Gossypium hirsitum
saksida; b) Gossypium barbadense saksida; ¢) Gossypium hirsitum sera kosullarinda; d)
Gossypium barbadense sera kosullarinda

4.1.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyon c¢alismalarinda daha once yetistirilmis olan bitkilerin
kiitlillerinden toplanmis olan TM-1 ve Pima 3-79 tohumlarindan rastlantisal olarak
secilen tohumlar kullanilmistir. Calismada tek tohumdan DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Kullanilan tohumlar hassas terazi yardimiyla Olclilmiis ve
agirliklarinin 70 miligram ile 110 miligram arasinda oldugu goriilmiistiir. Pima 3-79
¢esidinin tohumunun TM-1 tohumundan daha agir oldugu goriilmistiir.
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Aliiminyum folyo icerisinde iyice ezilen 6rnekler 2 mL’lik steril tiiplere alinmig
ve izolasyon iglemi gergeklestirilmistir (Sekil 4.2). Elde edilen DNA’larin igerik, miktar
ve kalitesinin degisebilecegi gdz oniinde bulundurularak tohum kabuklar: fiziksel yolla
uzaklagtirilmis ve izolasyon tohum kabugu olmadan gergeklestirilmistir. Tohum kabugu
anne genomunu tagimakta ve ayrica kabugun varligi durumunda DNA kalite ve miktari
kabuksuz tohuma gore daha diisiik oldugu bilinmektedir (Prof. Dr. Mehmet Karaca,
Direkt Bilgi). Bu nedenlerden dolay: ¢alismada kabugu uzaklastirilan tohumlardan
DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

Sekil 4.2. DNA ckstraksiyonu asamalari a) Pamuk tohumunun aliiminyum folyoya
sartlmasi; b) Tohumun havaneliyle ezilmesi; ¢) Tohum kabugunun uzaklastirilmasi; d)
Aliminyum folyoda iyice ezilmis pamuk tohumu; €) Ezilen dokunun tiipe alinmasi; f)
Doku iizerine soliisyon eklenmesi; g) Santrifiij edilme asamasi; h) Siipernatant DNA

Calismada sunulan DNA izolasyon yontemi ve kiti kanserojenik ve mutajenik
ajanlar icermeyen, ¢evreye ve arastirmaciya saglik yoniinden olumsuz bir etkiye sahip
olmayan generatif ve vejatatif bitki kisimlarindan ve bitki cins ve tiirlerinden etkin,
diger DNA izolasyon yontemlerine gore daha ucuz ve ayni kalitede DNA iiretme
niteligindedir. DNA izolasyonunda sivi azot kullaniminin olmamasi kullanilan
yontemin diger bir avantajli yoniidiir. Toplamda iki saatin altinda DNA izolasyonuna
izin vermesi, yiiksek maliyetli altyapt ve deneyimli arastiriciya ihtiyag duymamasi
nedenlerinden dolay1 ¢calismada bu DNA izolasyon Kiti kullanilmigtir.
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4.2. DNA Miktar ve Kalitesinin Belirlenmesi

Pamuk tohumlarindan DNA izolasyon kiti kullanilarak elde edilen genomik
DNA’larin miktarlar1 ve Kkaliteleri, spektrofotometre ve agaroz jel eloktroforez
yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

4.2.1. Spektrofotometrik yontem ile DNA analizi

Yapilmis olan DNA izolasyonunun ardindan DNA’nin miktar ve kalitesinin
belirlenebilmesi i¢in spektrofotometrik yontemde 10 kat seyreltilmis olan genomik
DNA’lar 200 nm ile 300 nm arasindaki dalga boylarinda spektrofotometre cihazi
kullanilarak tarama yapilmistir. S6z konusu araliklarda niikleik asitler ig¢in 151
emiliminin en yiiksek oldugu nokta 260 nm, proteinler i¢in 280 nm ve polisakkarit ve
diger bazi molekiiler i¢in ise 230 nm'dir.

Calismada DNA’larin 200 nm ile 300 nm dalga boylar1 arasinda absorbe ettigi
UV 1s1n miktaria bakilmis, absorbans Azso, Azso V& Azgo degerleri igin spektroftometrik
okumalar yapilmistir. Bu okumalardan alinan verilerde Aggo230 degeri, polisakkarit ve
kimyasal kalintis1 varligini ifade etmektedir. Azgor30 degeri polisakkarit, pigment veya
baz1 fenolik bilesiklerin kalintilarin olmadigini gdstermesi agisindan bu degerin en az
iki veya daha fazla olmasi istenir.

Aoeonso degeri ise DNA kalitesi ve DNA’ya bagli bulunan proteinler hakkinda
bize bilgi vermektedir. Aggozs0 degerinin 1.7 ile 2 arasinda olmasi istenilir. Yapilan
okumalar ve elde olan bilgiler 1s5183inda calisma kapsaminde elde edilen DNA
orneklerinde, protein, polisakkarit, pigmentler, fenolik bilesikler ve RNA kalintisi
olmadig1 goriilmiistiir. DNA miktar1 ve konsantrasyonu, protein kalintisi, polisakkarit
varligi, kimyasal kalint1 olup olmadigi, DNA’ya bagl protein ve polisakkarit varlig
Ince (2010)’a gore degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3’te calismada kullanilan ¢esitlerden birine ait olan spektrofotometre
taramasi gosterilmektedir. Kaliteli bir DNA’da 300 nm dalga boyunda diisiik absorbans
goriiliirken 260 nm dalga boyunda yliksek bir absorbans degeri beklenmektedir (Karaca
2001; Ince 2010; Aydin 2013; Uygur-Géger 2018).
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Sekil 4.3. Spektrofotometre ile DNA Kalitesinin belirlenmesi a) spektrofotometre
cihazt; b) 200 nm — 300 nm arasindaki spektrofotometre okumasi

Cizelge 4.1’de verilen spektrofotometre okumalart  yorumlandiginda;
spektrofotometrik analizlerde elde edilen DNA’larda protein ve polisakkaritlerden ari,
DNA kalitelerinin istenilen diizeyde oldugu ve miktarlarinin ¢alisma igin yeterli olacagi
sonucuna varilmistir. Fakat spektrofotometrik genomik DNA (gDNA) kalitesini ve
miktarin1 gosterirken, izole edilen DNA’ya bagli bulunan RNA kontaminasyonu ve
izolasyon agamasinda olusabilecek DNA kirilmalarint ortaya koyma konusunda bilgi
saglayamadigi icin DNA’larin  enzimlerle yapilan c¢alismalarda  kullanilip
kullanilamayacagi hakkinda bilgi vermemektedir. Bu sebeple c¢alismada kullanilan
DNA’nin kalitesini belirlemek i¢in diger bir yontem olan agaroz jel elektroforez
yontemide kullanilmistir (ince 2010).

Cizelge 4.1. TM-1 ve Pima 3-79 gesitlerine ait Aygo/2s0 Spektrofotometre okumalari

TM-1 0.255 0.384 0.236 1.50 1.62 38.4
Pima 3-79 0.160 0.210 0.120 1.31 1.75 21
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4.2.2. Agaroz jel elektroforez yontemi ile yapilan analizler

Bu ¢alismada yiiksek molekiiler agirliktaki DNA’nin varligi elde edilen DNA’da
polisakkarit olup olmadigt DNA’da RNA kalintisinin varligini tespit edebilmek igin
agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Elde edilen genomik DNAnin kalitesini
belirlemek i¢in %1°lik agaroz jel 1X TBE kullanilarak mikrodalga firinda hazirlanmis
ve jel uygun sicakliga ulastiginda igerisinde 0.05 pg/mL etidiyum bromid kullanilarak
hazirlanmistir (Sekil 4.4).

Besyiiz nanogram olarak hazirlanan genomik DNA o6rnekleri yiikleme ¢ozeltisi
ile karistirildiktan sonra kuyucuklara her bir kuyucukta 10 uL olacak sekilde yiikleme
yapilmis, 60 dk siiresince elektriksel alanda 5V/cm’de kosturulan DNA’lar UV DNA
mor Otesi (ultra viole, UV) emilim 0lgiimleri araciligiyla goriintiilenmis, UVpro
programi yardimiyla elde edilen goriintiiler bilgisayar ortaminda fotograflanmistir
(Sekil 4.4).

| = ’ -
Ha . 0
C N

Sekil 4.4. Agaroz jel elektroforez asamalari. Genomik DNA fotograflanmasi a)
Agarozun hassas teraziyle tartilmasi; b) Jelin sogutulmasi; ¢) Genomik DNA
yiiklenmesi; d) Genomik DNA’nin fotograflanmasi

Yapilan gorilintiileme isleminin ardindan agaroz jel elektroforez isleminin
sonucunda ekstraksiyonu yapilan Orneklerin DNA’larinda bir kirilma, RNA
kontaminasyonu olmadigi ayn1 zamanda yiiksek molekiiler agirlikta olduklar1 ve
DNA’larin enzimsel ¢alismalarda kullanilabilecekleri sonucuna varilmistir. Izole edilen
DNA’ya bagli bulunan polisakkarit ve proteinler enzimlerle yapilan ¢calismalari ve PCR
reaksiyonlarini olumsuz yonde etkiler. Bu sebeple yiiriitiilen ¢alismanin basarili olmasi
icin kaliteli DNA’nin elde edilmesi gerekir (Aydin 2018). Yiiksek molekiiler agirlik
kavrami her ne kadar goreceli bir kavram olomakla birlikte 20 kb ve yukaris1 DNA i¢in
kullanilan bir kavramdir. Ancak giiniizmiide 50 kb veya daha uzun tek sarmal DNA
molekiillerinin yeni nesil yontemlerle kullaniliyor olmasi yiiksek molekiiler agirlik
kavraminin 100 kb ve 6tesi i¢in kullanilmasi gerekmektedir (Prof. Dr. Mehmet Karaca,
Direkt Bilgi).
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4.3. Lif Gen Spesifik Metilasyon Duyarh Markirlar Icin Primer Ciftlerinin
Belirlenmesi

Primer dizayninda erime sicakligi (Ty) PCR islem basamaklarinda yer alan
yapisma veya baglanma sicakliginin belirlenmesi son derece Onemlidir. PCR’de
kullanilancak primer sayisi (yaygin olarak bir ¢ift kullanilmakla) PCR’nin teksel veya
miiltipleks olusturulmasiyla dogrudan iliskilidir. Yaygin olarak kullanilan PCR
calismalarinda primer ¢iftinin erime sicakligi Tr, 50 °C ila 62 °C arasindadir. Bir primer
ciftinin erime sicaklik farkinin fazla olmamasi istenir. Ancak primer ve kalip DNA’nin
uzunlugun, indirgemeli (touch-down) PCR kullanip kullanilmamasina bagl olarak bu
farkin 5 °C'nin altinda olmast istenir. Yaygin olarak 0.5 °C fark uygundur. Ancak bir
primer ¢iftinin ideal erime sicakligir farki sifirdir; ¢iinkii PCR deneyleri yapilirken
primerler ayni tiipe yerlestirilir ve bir ¢ift primerden fazla primer ciftleri kullanilabilir
(Chuang vd. 2013; Aydin 2018).

Cizelge 4.2 ve 4.3’de calisma kapsaminda dizayn edilmis primer ¢iftleri ve bazi
bilgiler sunulmustur. Bilgiler genlerin aksesyon numaralart (AN ile gosterilmistir),
primer c¢iftlerinin adlar1 (I olarak verilmistir), primer ciftlerinin uzunlugu (pb olarak
verilmistir), primer ¢iftlerinin erime sicakliklart (T, olarak verilmistir), primer
ciftlerinin %G/C (Yiizdece Guanin Sitozin Igerigi), her bir cifte ait Ileri primer
(“Forward”) yonii "F:", geri primer yoni (“reverse”) "R:" ve PCR iirlin boyutlar1 (bp)
olarak verilmistir.

Bu ¢aligmada, Gossypium hirsitum genomu igin dizayn edilen primer giftlerinin
erime sicakligi; ortalama 60.42, en yiiksek erime sicakligi 61.92, en diisiik erime
sicakhigrt  58.46°dir. Aymi  Ozellikler dikkate alinarak Gossypium barbadense
genomundan dizayn edilen primerlerin Ty, sicakligi; ortalama 60.31, en yiiksek erime
sicaklig1 61.49 ve en diisiik erime sicakligi 58.85°tir. Primer dizayn edilirken bir primer
cifti arasindaki erime sicakligi farkinin en fazla 1 °C olmasina 6zen gosterilmistir.
Boylelikle hem spesifisite artirilmis hemde ¢cogaltim basarisi katsayisi artirilmastir.

Basarili bir PCR’nin bir diger bileseni uygun G (Guanin) ve C (Sitozin)
igerigidir. Iyi bir PCR primeri tasarlamak igin primerde bulunan bazlarda %40-% 60
arasinda olan G/C igerigine sahip olan primerler tercih edilmekle birlikte neden bu
oranlarin kabul gordiigiine dair iyi bir agiklama yoktur (Hyndman ve Mitsuhashi 2003).
Ancak yiiksek GC oranit demek yiiksek annealing sicakligi uygulanabilirligi ile daha
spesifik dogru bolgelere baglanma demek olup ayni zamanda PCR basarisinin ve
dogrulugunun artirilmas1 anlamina gelmektedir (Prof. Dr. Mehmet Karaca, Direkt
Bilgi).

Bu caligmada, Gossypium hirsitum genomu i¢in dizayn edilen primerlerin G/C
orani ortalama %44.39 olup en yiiksek %59.09, en diisiikk %40, Gossypium barbadense
genomundan dizayn edilen primerlerin G/C orani ise ortalama %44.91 olup en yiiksek
%54.55, en diisiik %40 olan primerler ile genel kabul sinirlar igerisinde yer alan primer
ciftleri dizayn edilmistir.

Basarili bir PCR igin spesifiklik (Ssadece hedef loksun ¢ogaltilmasi) yiiksek
annealing sicakligt (uygun primer T, degeri kullanilarak hesaplanir) ve siiresi
(annealing ve polimerizasyon siiresi) ile kismen de olsa primer giftlerinin uzunluguna
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baghdir. Bu yilizden primer uzunlugu kritik bir 6neme sahiptir (Wu vd. 1991).
Genellikle 18-24 niikleotit uzunlugunda primer giftleri, uygun GC ve uygun annealing
sicaklig1 (genellikle 3-5 °C Ty, nin alt1) spesifiklik ve verimin korunmasi i¢in en iyi
sans1 saglamaktadir (Dieffenbach vd. 2011).

Bu ¢alismada, Gossypium hirsitum genomu igin dizayn edilen primerlerin
uzunlugu en fazla 25 baz, en az 20 baz uzunlugunda olup ortalama 23 baz gifti
uzunlugunda olan primerler dizayn edilmistir. Gossypium barbadense genomundan
dizayn edilen primerlerin ortalama uzunlugu 23 olup en uzun primer 24 bp en kisa
primer 20 bp’ye sahiptir.

Bir primer ¢iftinin sol ve sag hedef bolgeleri arasinda kalan kisim {iriin veya
amplikon uzunlugu olarak bilinir ve bp ile ifade edilir. Genel olarak iiriin uzunluklar
100 ila 1000 baz ¢ifti (bp) uzunlugundadir. Calismada primerlerin belirlenmesinde
kullanilan iiriin boyutlar1 belirlenirken birka¢ faktér géz oniinde bulundurulmustur. Bu
faktorlerin baginda multipleks PCR ¢alismalarinda da kullanim olanaklarini artirmak
icin 100 ila 1000 bp goz 6ntinde tutulmustur. Ayrica alt sinir tipik olarak bir agaroz jel
tizerindeki amplikonu boyu 100 olarak ayarlanarak primer dimerlerle karigtirilma riski
ortadan kaldirilmistir. Primer dimerler birgok faktoriin rol aldigi kimyasal siirecte
primerlerin hedef genomik bdlgeye baglanmadan kendi aralarinda baglanmis ¢ogalma
goriintiisii olusturma durumudur (Prof. Dr. Mehmet Karaca, Direkt Bilgi). Ust smr
olarak 1000 bp’den biiyiik sekans boyutuna sahip olan dizileri amplifiye etmede
zorluklarin bulunmasi ve agaroz jel elektroforez yonteminin ¢ozlinirligiinin diisiik
olmasi goz oniine alinarak 1000 bp belirlenen degerdir (Hyndman ve Mitsuhashi 2003).

Bu ¢alismada Gossypium hirsitum genomu igin dizayn edilen primerlerin
amplikon boyutu ortalama 426 bp, en fazla 968 bp ve en az 100 bp uzunlugundadir.
Gossypium barbadense genomundan dizayn edilen primerlerin ise ortalama {iriin
uzunlugu 403 bp en uzun iiriin 940 en kisa iirlin ise 159 bp biiyiikliiglindedir. Dizayn
edilen primerler Ince (2010)’da belirlenen kriterlere uyum saglamaktadir.

Cizelge 4.2 ve 4.3’de verilen primer ciftlerinin hem Gossypium hirsitum genomu
hem de Gossypium barbaense genomlarinda hedef bolgeleri ¢ogaltma yetenekleri
bulunmaktadir. Bdylelikle iki tiir arasinda hem genetik hem de epigenetik
caligmalarinda kullanim olanaklar1 bulunmaktadir. Bu durumun tespiti i¢in
caligmamizda in vitro yontemleri olarak adlandirilan bir seri denemeler gerceklestirilmis
ve her iki tlirde calisabildigi tespit ve teyit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Gossypium hirsitum i¢in dizayn edilen gen spesifik primer g¢iftleri
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Cizelge 4.2’nin devami
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Cizelge 4.2’nin devami
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Cizelge 4.2’nin devami

TCCGTTGGATGCTCTACTTATACA
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AN: Aksesyon numarast, PI: Primer Adi, U: Uzunluk, TM: Erime Sicakhigi, %G/C: Yiizde FGuanin Sitozin Igerigi, F: “Forward”
[leri primer, R: “Reverse” Geri primer, bp: “base pair”, PCR iiriin boyutu
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Cizelge 4.3. Gossypium barbaense i¢in dizayn edilen gen spesifik primer giftleri
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Cizelge 4.3’lin devami
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Cizelge 4.3’lin devami
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Cizelge 4.3’lin devami
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AN: Aksesyon numarasi, PI: Primer Adi, U: Uzunluk, TM: Erime Sicaklig1, %G/C: Yiizde Guanin Sitozin Igerigi, F: “Forward” Ileri
primer, R: “Reverse” Geri primer, bp: “base pair”, PCR iiriin boyutu
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Cizelge 4.4’de primer ciftleri i¢cin hedef gen ve gen kisimlart verilmistir.
Verilmis olan gen ve gen bdlgeleri incelendiginde 54 genin epigenetik diizenlemelerde
kullanilabilecek primer giftleri olarak belirlendigi gorilmektedir. G. hirsutum tiiriinde
beta-tubulin (TUBL), lipit transferaz, ksiloglukan endo-trans-glikozilaz (XTH), ADP-
glukoz fosforilaz (ADPGp-2), gibberellin 20-oksidaz (GA200x3), pektat liyaz (Pel),
seliiloz sentaz (CesA4), hidrolaz (XTH1), aktin (ACT1), protein kinaz (CIPK1),
ekspansin (Exp), beta-mannosidaz, GTPase RacA, b-1,4-glukanaz, siikroz sentaz
(SusAl), 3-ketoacyl-coA sentaz 13 (KCS13), fosfatidilinositol 4-kinaz 1 (P14K1),
ubikitin E3 ligaz, 3-ketoacyl-CoA sentaz (KCS1) ve sitokrom C oksidaz gibi hedef
bolgelerin c¢alisilmasina olanak saglayan primer dizinleri belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.4).

G. barbadense tiirinde ise poligalaktronoz, pektat liyaz (Pel), 14-3-3-proteini
(14-3-3L), membran ilintili endo-1,4-beta-glukanaz (CEL), seliiloz sentaz Al (CelAl),
protein kinaz, ekspansin (Exp), lipid transfer protein 3 (LTP3), peroksidaz (POD2),
GTPaz (RacA), GTPaz (RacB), siikroz sentaz (Susl), adenil siklaz (CAP), seliiloz
sentaz A3 (CelA3), glikozil hidrolaz (ManAz2), aktin 1, endo-1,4-beta-glukanaz, beta-
mannosidaz gibi hedef bolgelerin ¢alisilmasina olanak saglayan primer dizinleri dizayn
edilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Calismada kullanilan pamuk tiirleri allotetraploid genoma sahip olduklar1 i¢in
her bir gen A alt genomunda 2, D alt genomunda 2 olmak iizere toplamda dort kopya
halinde bulunmaktadir (Karaca 2001). Alloteraploid dogal yapisi nedeniyle pamukta
gerek popitilasyon genetigi gerekse de epiallelerin caligilmasi dipoid tiirler gére daha
karmasik ve daha zordur (Prof. Dr. Mehmet Karaca, Direkt Bilgi).

Calisma kapsaminda belirlen primer ¢iftleri hem A alt-genomu hem de D alt
genomu diizeylerinde belirlenmistir. Ancak bir genin A alt-genomu ve D alt-genomlari
arasinda heterozigotluk durumu yasandiginda c¢aligma kapsamina gelistirlen primer
ciftlerinin kullanilmasiyla gelistirilen GS-KUP markirlariin kullanimi sinirl kalacaktir.
Alternatif bir yol olan agaroz jel elektroforezde bant yogunlugu dikkate alinarak bu
durumun goreceli olarak azaltilabilecegi 6n goriilmektedir (Prof. Dr. Mehmet Karaca,
Direkt Bilgi).
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Cizelge 4.4. Gossypium hirsitum igin dizayn edilen primerlere ait dzellikler ve restriksiyon enzimi kesim bdlgesi sayist

Ly

AS001 GH FS18A (FS18A) - 1
AS002 GH Beta-tubulin (TUB1) - 2
AS003 GH Kismi myb155, Klon pGhMYB155 - 2
AS004 GH Lipit transfer proteini 4 onciisii (FSItp4), keds:kloroplast - 2
AS005 GH Profilin (PRF), PRF-c allele - 1
AS006 GH Xyloglucan endotransglikozilaze (XTH), XTH-3 allele - 2
AS007 Acala Maxxa R2R3 MYB transcription factor - 2
AS008 T™-1 ADP-glukoz fosforilaz kii¢iik altbirim ADPGp-2 - 4
AS009 Acala Maxxa R2R3 MYB transkripsiyon faktor - 2
AS010 GH Gibberellin 20-oksidaz (GA200x3) - 3
AS011 GH Izole 4 pektat liyaz (Pel) - 3
AS012 GH Klatrin ile iligkili adaptor kompleksleri orta alt birim (APm) 1
AS013 LRA-5166 Seliiloz sentaz (CesA4) Promotor bolgesi - 4
AS014 GH Xyloglucan endotransglukosilaz / hidrolaz (XTH1) - 4
AS015 TM-1 Aktin (ACT1) D 2
AS016 T™M-1 Seliiloz sentaz A1 (CelAl) A 2
AS017 TM-1 CBL ile etkilesen protein kinaz (CIPK1) A 2
AS018 T™-1 Ekspansin (Exp) D 6
AS019 GH GA20x6 - 1
AS020 subsp. Latifolium  14-3-3-benzer protein A 6
AS021 subsp. Latifolium  Aktin 1 D 2
AS022 subsp. Latifolium Endo-1,4-beta-glukanaz A 1
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Cizelge 4.4’lin devami

AS023 subsp. Latifolium Seliiloz sentaz D 6
AS024 subsp. Latifolium Ekspansin A 5
AS025 subsp. Latifolium Lipid transfer protein D 4
AS026 subsp. Latifolium Beta-mannosidaz A 7
AS027 subsp. Latifolium Pektat liyaz D 6
AS028 subsp. Latifolium Kiigiik GTPase RacA A 2
AS029 subsp. Latifolium Siikroz sentaz (SusAl) A 8
AS030 subsp. Latifolium b-1,4-glukanaz-benzer D 3
AS031 7235 Siikroz sentaz (SusAl) - 3
AS032 acc. TM-1 SusAl A 2
AS033 GH 3-ketoacyl-coA sentaz 13 (KCS13), Promotdr bolgesi - 1
AS034 GH CFE protein A 4
AS035 GH Fosfatidilinositol 4-kinaz 1 (P14K1) - 2
AS036 TM-1 RING tipi ubikitin E3 ligaz - 2
AS037 GH 3-ketoacyl-CoA synthase 1 (KCS1) - 2
AS038 GH klon CKEG6-1A E6 - 1
AS039 Bikaneri Narma Pektat liyaz - 3
AS040 TM-1 bHLH protein (PREL,) Promotor bolgesi ve cds - 1
AS041 GH ImA protein - 1
AS042 TM-1 Sitokrom c oksidaz alt birim 2 (cox2), cds; mitokondriyal 2
AS043 In2_NSM_Dt MML4 (MMLA4) - 2
AS044 Bikaneri Narma CBS alan igeren protein (CBS) - 2

I:izole,
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Cizelge 4.5. Gossypium barbadense i¢in dizayn edilen primerlere ait 6zellikler ve restriksiyon enzimi kesim bolgesi sayisi

AS045 GB Poligalaktronoz - 1
AS046 GB FbLate-2 - 1
AS047 GB Izole 5 pektat liyaz (Pel) - 8
AS048 Hai7124 14-3-3-protein benzeri (14-3-3L) A 5
AS049 Hai7124 Zara bagl endo-1,4-beta-glukanaz (CEL) A 6
AS050 Hai7124 Seiiloz sentaz A1 (CelAl) A 4
AS051 Hai7124 CBL ile etkilesen protein kinaz D 2
AS052 Hai7124 Ekspansin (Exp) D 6
AS053 Hai7124 Lipid transfer protein 3 (LTP3) A 2
AS054 Hai7124 Bakteriyal -indiiklenmis peroksidaz (POD2) A 7
AS055 Hai7124 Kiiciik GTPase (RacA) D 1
AS056 Hai7124 Kiigiik GTPase (RacB) A 3
AS057 Hai7124 Siikroz sentaz (Susl) D 2
AS058 Hai7124 Adenil siklaz iliskili protein (CAP) geni A 7
AS059 Hai7124 Seliiloz sentaz A3 (CelA3) D 2
AS060 Hai7124 Glikozil hidrolaz (ManA2) D 7
AS061 GB Stikroz sentaz izoform C (susC) - 6
AS062 var. Brasiliense Aktin 1 A 5
AS063 var. Peruvianum Aktin 1 D 5
AS064 var. Brasiliense Adenil siklaz iliskili protein D 3
AS065 var. Peruvianum Adenil siklaz iliskili protein A 8
AS066 var. Brasiliense Endo-1,4-beta-glukanaz A 5
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Cizelge 4.5’in devami

AS067 var. Peruvianum Endo-1,4-beta-glukanaz D 6
AS068 var. Brasiliense Seliiloz sentaz D 6
AS069 var. Peruvianum Seliiloz sentaz A 6
AS070 var. Brasiliense Kalsinorin B benzeri protein etkilesimli protein Kinaz A 2
AS071 var. Peruvianum Kalsindrin B benzeri protein etkilesimli protein kinaz D 2
AS072 var. Peruvianum Ekspansin D 6
AS073 var. Brasiliense Lipid transfer protein D 3
AS074 var. Peruvianum Lipid transfer protein A 2
AS075 var. Peruvianum Beta-mannosidaz D 8
AS076 var. Brasiliense Pektat liyaz D 7
AS077 var. Peruvianum Pektat liyaz A 3
AS078 var. Peruvianum Bakteri kaynakli peroksidaz D 2
AS079 var. Brasiliense Kiigiik GTPase RacA D 1
AS080 var. Brasiliense Siikroz sentaz SusAl A 3
AS081 var. Peruvianum Siikroz sentaz SusAl D 1
AS082 var. Brasiliense b-1,4-glukanaz A 2
AS083 var. Peruvianum b-1,4-glukanaz D 5
AS084 Hai7124 SusAl D 2
AS085 GB Lipit transfer proteini dncii (LTP7) - 4
AS086 GB CFE protein A 4
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Cizelge 4.5’in devami

AS087 Hai7124

Pamuk lifi ifade eden protein (CFE5D)

AS088 var. Brasiliense

Beta-mannosidaz

Primer L.: Primer ID veya Adi
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4.4. Restriksiyon Enzim Uygulamalar:

Calisma kapsaminda Mspl ve Hpall izosizomerleri kullanilmistir. Izosizomerler
normallestirilmis olan genomik DNA orneklerinde paralel olarak ayri ayr1 muamele
edilerek hedef bolgelerde sinirli kesim (endoniikleaz) aktiviteleri gergeklestirilmistir. Bu
caligmada gosterilmemekle birlikte birimimizde Mspl ve Hpall izosizomerlerin
kullanilan pamuk tiirlerinin genomik DNA oOrneklerini etkili bir sekilde kestigi
belirlenmistir (Karaca vd. 2019).

4.5. Hedef Lokuslarin Amlifikasyonu ve GS-KUP Markirlar

Gelisimde onemli bir rol oynayan DNA metilasyonu ayni zamanda genom
stabilitesine katkida bulunur ve adaptasyon ve evrimi destekleyen dis faktorlere yanit
olusturabilir. Organizmay1 uyaran farkli dis faktorleri tiirlerini belirli biyolojik
stireclerle iligkisini agiklamak icin genomda degisen 5-metilsitozin dagilimina sahip
genom bdlgelerinin tanimlanmasi énemlidir (Fulnecek ve Kovarik 2014; Uygur-Goger
2019; Karaca vd. 2019).

DNA metilasyon ¢alismalarinda metilasyona duyarli, metilasyon duyarsiz ve
metilasyon bagimli spesifik endoniikleazlar yaygin olarak kullanilir DNA metilasyon
calismalarinda yaygin olarak kullanilan iki endoniikleaz, Mspl ve Hpall izosizomerleri
metillenmis ve metillenmemis hedeflerin kesimleri agisindan iyi tanimlanmistir (Karaca

vd. 2019).

Metilasyona  duyarli, metilasyona duyarsiz ve metilasyon spesifik
endoniikleazlar, DNA metilasyon c¢alismalarinda en ¢ok kullanilan enzimler arasindadir.
Mspl ve Hpall izosizomerleri metilasyon c¢alismalarinda en yaygin kullanilan
endoniikleazlardir. Bu izosizomerlerin spesifitesi, metillenmis ve metillenmemis
hedeflerin kesimleri acisindan iyi tanimlanmistir (Cizelge 4.6). Ancak yeni tasarlanan
restriksiyon enzimleri de mevcut olup Mspl ve Hpall izosizomerleri yerine kullanimi
s6z konusudur (Prof. Dr. Mehmet Karaca, Direkt Bilgi).
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Cizelge 4.6. Epiallelik farkliliklarin belirlenmesinde olusan paternler*

C C G G
1. Durum G G c C + + CCGG
C mC G G
2. Durum G G mC c + -  CmCGG
" "C G G ™ C G G
3. Durum G G C C G G ¢ ¢ - + CCmGG
mC mC G G
4, Durum G G mC mC - - CmCmGG
*' + enzimin hedefi taniyip kesmesini gosteritken — enzimin Kkesmemesini
gostermektedir

Bu c¢alismada PCR isleminden sonra 6rnekler Mspl ve Hpall enzimleriyle
yapilan uygulama sonucu olusan farkliklari tespit edebilmek amaciyla %3’liikk agaroz jel
elektroforezinde 70 Volt elektrik akimi ile 1.5 saat yiiriitiilmiis ve olusan bant
farkliliklar1 Cizelge 4.6°da verilen kurallara gore belirlenmistir.

Analizlerde 4 farkli patern durumu s6z konusudur. Mspl ve Hpall
reaksiyonlarmin her ikisinin hedef bolgesinin kesilmesi durumu (+,+ veya 0,0) olup
hedef CCGG metil igermedigi seklinde yorumlanmistir. Her iki reaksiyonda (Mspl ve
Hpall) orijinal fragmanlarin bulunmast durumu reaksiyonun tam metillenme nedeniyle
(mCmCGG) gergeklesemedigi durumunu ifade etmis ve (-- veya 1,1) olarak
gosterilmistir. Mspl ve Hpall reaksiyonlarinda karsilastirildiginda Mspl de bandin
bulunmasi1 Hpall ise bulunmamasi (+,- veya 1,0) durumu CmCGG olarak (CG
metilasyonu) tanimlanmistir. Dordiincti durum ise metilasyonun CHG ve CGmotifinin
her ikisinde olma durumunda karsimiza cikabilen ve (-, + veya 0,1) olarak
kodlanabilecek durumdur. Istatistiksel analizleri ise (Wang vd. 2011)'e gére Mann-
Witney testleri uygulanarak gerceklestirilmistir (Karaca 2017).

Calismada gelistirilen primer ¢iftlerinde kullanilan biitiin  kriterler ve
yaklagimlarala ayni metodoloji kullanilarak gelistirilmis ve birimde bulunan primer
ciftleri kullanilarak yaklasimla elde edilen 6 primer ¢ifti kullanilabilirlikleri teyit
edilmistir. Sekil 4.5°te amplikon profilleri gosterilmektedir.

Sekil 4.5’te verildigi sirayla primer ¢ifti a-f amplifikasyon sonucu
gosterilmektedir. Sekilde Panel a primer a ¢ifti ile ¢ogaltilmis TM-1, TM-1, Pima 3-79,
Pima 3-79 genomik DNA siralamasi mevcuttur. Tirlere ait genomik DNA 6rnekleri
Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri ile muamele edilen 6rneklerdir. TM-1 G.
hirsutumu temsil edereken Pima 3-79 G. barbadense’yi temsil etmektedir.
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Sekil 4.5. Msp | ve Hpa Il enzimleriyle kesimi yapilan TM-1 ve Pima 3-79 DNA’larin
PCR amplifikasyon sonucu

Sekil 4.5’te goriildiigi gibi;

Panel a’da Pima 3-79 6rneginin ilgili lokusunda metilsizlik s6z konusu iken ayni
lokusun TM-1 orneginde metilli oldugu goriillmektedir. Bu durumda ilgili lokustaki
genin epiallelik 6zellik gosterdigi anlagilmaktadir.

Panel a’da Pima 3-79 6rneginin ilgili lokusunda metilli oldugu s6z konusu iken
aynt lokusun TM-1 orneginde metilsiz oldugu goriilmektedir. Panel a lokusundaki
durumun tam tersi bir durum Panel b’de goriilmiistiir. Bu durumda ilgili lokustaki genin
epiallelik 6zellik gosterdigi anlagilmaktadir.

Panel ¢ ve Panel f°de goriildiigii iizere hem Pima 3-79 hem de TM-1

orneklerindeki ayni1 lokus her iki tirde de metilli olup epialleleik o6zellik
gostermemektedir.

Panel d’de ortaya ¢ikan durum Pima 3-79 Orneginde A ve D alt-genomlart
arasinda epiallelik farkin olmadig diger tarfatdan TM-1 Orneginin yine A ve D alt-
genomlar1 arasinda epiallelik fark olmamasma ragmen her iki tlir arasinda CCGG
dizisindeki kismi1 metilasyon farkliliginin oldugunu gdstermektedir.

Panel e’de gosterilen durum ise her iki tiirlin ilgili lokus yoniinden metilsiz
oldugu ve epiallelik ozellik gostermedigi gosterilmektedir. Bilgiler birlikte
degerlendirildiginde calisma kapsaminda gelistirlen AS primer ciftlerinin hem G.
hirsutum tiirlerine ait gesitlerde hem G. barbadense’ye ait tiirlere ait ¢esitlertde hem de
bu tiirler arasinda melezlemeler ile olusturulan hat ve cesitlerin epigenetik
caligmalarinda kullanilabilir oldugu sonucuna varilmstir.
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Bitkilerde en yaygin DNA metilasyonu sitozin bazinda ger¢eklesmekte ve metil
sitozin besinci baz olarak adlandirilmaktadir. Pamuk bitkisinde gen elementleri
diizeyinde epigenetiksel c¢alisma sayis1  ¢ok fazla degildir.  Epiallelerin
tespitindekullanilabilecek gen ve gen elementlerinin tespitinde kullanilabilecek
markirlarin gelistirilmesi son derece yararhidir. Pamuk bitkisi her ne kadar énemli bir
yag bitkisi olsa da birinci yetistirilme amact lifleri i¢indir. Bu baglamda lif gelisimiyle
ilgili epiallelerin tespitinde kullanilabilecek yeni yontem ve markirlar1 lif kalite ve
miktarmin artirilmasinda 6nemlilik gostermektedir.

Calismada kullanilacak iki pamuk cesidinden biri tretici tipi olup iireticilerin
tercih ettigi (TM-1), digeri ise tekstil tipi olup tekstil sektdriince tercih edilen (Pima 3-
79) pamuklarin se¢ilmis olmasi nedeniyle hem lif miktar1 hem de kalitesiyle ilgili
epiallelerin tespitine katki sunmaktadir. Bunlara ek olarak GS-KUP markirlarinin gen
elementi bazinda olmasi diger bir onemli durumudur. Sonu¢ olarak g¢alismada elde
edilecek epiallelik markirlarin kullanimiyla epigenetik diizenlemeler hakkinda bilgiler
tiretilebilecektir.

55



SONUCLAR A. SAGIR

5. SONUCLAR

Endiistri bitkileri igerisinde yer alan pamuk (Gossypium L.), sanayinin bir¢ok
dalinin ana ham maddesi olmas1 nedeniyle gerek diinya gerekse de iilkemiz agisindan
son derece onemli bir kiiltiir bitkisidir. Hizla artan diinya niifusu ve insanlarin degisen
ve gelisen hayat standartlar1 pamuga duyulan ihtiyaci her gecen giin daha da
arttirmaktadir. Bu calismada pamuk epigenetik ¢aligmalarinda kullanilmak {izere AS
olarak adlandirilan primer ¢iftleri belirlenmistir. Gelistirilmis olan primer giftleri tiretim
sektoriinde tercih edilen bir pamuk (Upland) olan G. hirsutum genomuna ait Texas
Marker-1 (TM-1) ve tekstil sektoriinde tercih edilen (Pima veya Misir Pamugu) bir
pamuk tipi olan G. barbadense genomuna ait Pima 3-79 (3-79) orneklerinde
kullanilarak yararliliklar1 tespit edilmistir.

DNA metilasyonunun belirlenmesinde birbirlerinden farkli ¢ok sayida yontem
ve yaklasim vardir. Bu ¢alismada epiallellerin tespitinde kullanilabilecek ekonomik ve
alt yap1 gerektirmeyen “Methylation Sensitive Amplification Polymorphism” (MSAP)
yontemine benzerlik gosteren ve birimimizde gelistirilen Gen Spesifik Kismi Uzunluk
Polimorfizm (GS-KUP) yonteminde kullanilacak lokus ve primer ¢iftlerinin
gelistirilmesi amacglanmistir. Primer ciftlerinin belirlenmesi i¢in genlere ait diziler ve
ilgili bilgiler GenBank veri tabanindan Fasta formatinda Batch Entrez yazilim programi
kullanilarak toplu bir sekilde indirilmistir.

llgili gen dizileri birimimizde gelistirilmis olan EpiOne ve birimimizde bulunan
Sequencher 4.9 yazilim programi kullanilarak CCGG diizleri iceren genler ayr1 dosyalar
olarak kayit altina almmustir. Ilgili dosyalar yine Sequencher 4.9 yazilim programi
kullanilarak primer tasarimi yapilmasit miimkiin olan dosyalar yine Fasta formatinda
kayit altina alinmistir. AS primer ¢iftlerinin dizayni i¢in Primer 3 Input (Version 0.4.0)
programi kullanilmistir.

Gelistirilen primer ciftlerinin {rlinleri tizerinde (hedef lokus dizileri iizerinde,
ancak primer dizileri lizerinde olmayan) Mspl ve Hpall izosizomerlere ait palindromik
tanima bolgeleri bulunmaktadir. Boylelikle CCGG polindromik diziler tizerinde birinci
ve ikinci sitozin bazinda bulunan metil durumuna gore farklilik tespit edilebilmektedir.
Calismada 88 adet primer ¢ifti gelistirilmis olup toplamda 54 lokus iizerinde g¢alisma
firsat1 sunabilmektedir. Calismada belirlenen 88 primer ¢iftinden yarist G. hirsutum
tiirtine ait iken diger yaris1 G. barbadense tiiriine aittir.

In silico asamalardan sonra labaratuvar kosullarinda TM-1 ve Pima 3-79
genomlarina ait tohumlardan elde edilen genomik DNA amplifikasyonun olusup
olusmayacagini belirlemek amaciyla 6n deneme yapilmistir. Yapilan 6n denemede ilk
olarak bu tiirlere ait DNA izolasyonu Karaca ve Ince tarafindan Akdeniz
Universitesi'nde gelistirilip patenti almmis olan Genomik DNA Izalasyon Kiti
kullanilmis ve Kit protokolii uygulanmistir. Elde edilen genomik DNA 6rneklerinin
kalitesi ve miktar1 belirlendikten sonra normallestirme islemi yapilan Ornekler
restriksiyon enzimleriyle kesime tabii tutulmustur, PCR islemi ile amplifikasyonu
yapildiktan sonra agaroz jel elektroforez isleminin ardindan jel goriintiisti ¢ekilmis ve
epialleler tespit edilebilmistir. Bu durum ¢alismanin ana hedefi olan pamuk bitkisinde
GS-KUP yonteminin gelistirilebildigini gdstermistir.

56



SONUCLAR A. SAGIR

Calismada teyit amacli olarak segilerek alti lokusta yapilan 6n denemelerde
belirlenen primer ciftlerinin imit vadettigi ve amplifikasyon yapabilecekleri yapilan
ortaya koyulmus ve bunun sonucunda lif o6zellikleriyle ilgili epiallellerin tespitinde
kullanilabilecek olduklar1 goriilmistiir. Gelistirilen primer ¢iftlerinin markirlarin
gelistirilmesinde kullanilabilecek 6zelliklere sahip olduklar1 goriilmistiir.

Diinyada %98’lik bir iiretim pay1yla tekstil ve iiretici sektdriiniin tercih ettigi iKi
tip pamuk tiirii arasinda lif ozelliklerine etki eden genlerdeki metilasyon diizeyleri
arasindaki farkliliklarin belirlenebilecek olmasiyla beraber |if o6zellikleriyle ilgili
genlerin ve gen elementlerinin epigenetiksel diizenlemelerinin belirlenmesinin
saglanacaktir. Pamukta lif oOzelliklerinin olusumunda epigenetiksel katkilar
incelenebilecektir.

Epiallelerin tespiti i¢in kullanilabilecek bisiilfit sekanslama (BS), sonraki nesil
sekanslama (NGS) ve genotipleme (GBS, WGR) yontemlerinin maliyet, yiiksek 6rnek
sayis1, yiikksek ploidy ve kompleks genomlardan kaynaklanan sebeplerle bu yontemlerin
uygun olmadigi durumlarda epiallellerin tespitinde kullanilabilecek ekonomik ve alt
yapt gerektirmeyen Gen Spesifik Kesilmis Uzunluk Polimorfizm (GS-KUP)
markirlarinin gelistirilmesi i¢in sonraki ¢aligmalara kaynak olusturabilecektir.

Dizayni yapilan primerler denendiginde aralarinda epiallelik farklilik gosterenler
epiallel markirlart olarak tespit edilebilecek ve buna bagli olarak epigenetik
diizenlemeler hakkinda bilgiler ortaya konabilecektir. Calismada ortaya koyulan
primerler In silico ¢alismalarda kaynak olarak kullanilabilecektir.

Lifi ile tekstil ve diger sanayi kollarinda (6rme sanayi, dokuma sanayi), tohumu
ile; tohumluk, kiispe (hayvan yemi), linteri ile; yatak ve dolgu malzemesi, seliilloz ve
kimya endiistrisinde kagit iiretimi, kozmetik, para kagidi iiretimi, savas endiistrisinde
barut yapimi, ham yag: ile; sabun yapimi, rafine yag iiretimi (margarin, rafine likit yag
iiretimi) biyodizel iiretimi gibi pek ¢ok alanda ham madde olarak kullanilan pamukta
epiallellerin tespit edilmesiyle pamukta lif olusumunda meydana gelen epigenetiksel
diizenlemeler ortaya koyulabilecektir. Tekstil ve firetici sektoriiniin tercih ettigi
pamuklarin secilmesi nedeniyle hem lif 6zellikleri hem de kalitesiyle ilgili epiallelerin
tespiti yapilabilecek iki pamuk ¢esidi arasindaki farkliliklarin belirlenmesine katki
sunulabilecektir. Birinci derecede lif, ikici derecede yag bitkisi olan pamugun lif
Ozelliklerine 6zgli epiallelerin belirlenmesi lif kalite ve miktarinin arttirilmasinda
Oonemlidir.
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