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OZET

Masir (Zea mays L.) Bitkisinde DNA Metilasyonu ve Heterosis liskileri Uzerine Bir
Arastirma

Emine UYGUR GOCER
Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Mehmet KARACA

Ocak 2019, 108 sayfa

DNA'da dizi degisimi olmaksizin gen anlatimi ve fonksiyonundaki kalitsal
degisimler epigenetik olarak tanimlanmaktadir. DNA metilasyonu, epigenetik
diizenlemeler arasinda en iyi ve yaygin olarak ¢alisilmis olan mekanizmadir. Bitkilerde
en yaygin DNA metilasyonu sitozin bazinda gerceklestigi icin metil sitozin besinci baz
olarak adlandirilmaktadir. Sitozin metilasyonu, organizmalarda bir ¢ok epigenetik
fonksiyonla ilgilidir. Epigenetik regiilasyonun igsel ve digsal biyo-savunma, heterosis,
vernelizasyon, ¢i¢ceklenme ve plastisiti ile ilgili oldugu bilinmektedir.

Bu doktora tez ¢alismasinin amaglari: (i) iki kendilenmis misir hatt1 (Zea mays L.)
ve bu hatlarin melezlenmesiyle elde edilen hibridi arasinda DNA sitozin metilasyon
diizeylerinin arastirilmasi, (ii) 5-azasitidin (5-azaC) ve tuz (NaCl) uygulamalariyla
ebeveyn ve hibridin DNA sitozin seviyesindeki degisimleri karsilastirilmasi, (iii) DNA
sitozin metilasyonunun heterosis tizerine etkilerinin arastirilmasidir.

Bu caligmada distile su, 150 mM NaCl ve 1.5 mM 5-azaC uygulamalari
kullanilmigtir. Uygulamalar olgun misir tohumlari tizerine yapilmig ve analizler ise 6
giinliik fidelerde gergeklestirilmistir. Calismada ebeveyn hatlar olarak kendilenmis hatlar
[Mol7 (9) ve B73 ()] kullanilmistir. Heterosis ¢aligmalari i¢in ayrica bu ebeveynler
melezlenmis ve F1 hibriti [M017xB73] elde edilmistir.

Calismada bisiilfit sekanslama (BiSeq) yontemiyle 5 lokus, Gen Spesifik-
Metilasyon Duyarli Cogaltim Polimorfizm (GS-MSAP) yontemiyle tekli (unipleks), ikili
(dupleks) ve ¢oklu (multipleks) olmak {izere 18 lokus, Metilasyon Duyarli Kesilmis
Universal Uzunluk Polimorfizm (MS-CULP) yéntemiyle 16 lokus, ve Metilasyon
Duyarli Rastlantisal Cogaltim Uzunluk Polimorfizm (MS-CRALP) yontemiyle 4 lokus
olmak iizere toplamda 36 lokus c¢aligilmistir.

Bu ¢alismada BiSeq caligsmalari, ¢alisilan lokuslarin ¢cogunun, kendilenmis misir
hatlarinin olgun tohumlar1 arasinda hipo veya hiper-metilasyon gostermedigini agikca
ortaya koymustur. BiSeq ¢alismalarinda kullanilan lokuslar arasindaki diisiik metilasyon
farkliliklarin belirlenmis olmasi nedeniyle, 6 giinliik fidelerin BiSeq metodu kullanilarak
arastirllmamistir. Elde etti§imiz sonuglara dayanarak, BiSeq yontemini kullanan daha
ileri ¢aligmalarin DNA sitozin metilasyonu ve heterosis arasindaki iligkilerle ilgili daha
fazla bilgi ortaya koyacagi goriilmiistiir.



GS-MSAP yontemi, tuz ve demetilasyon ajan1 olan 5-azaC ile muamele edilmis
Mol7, B73 ve Mol7xB73 arasinda metilasyon farkliliklar1 gosteren epialleller
belirlemistir. Coklu GS-MSAP lokuslari, DNA sitozin metilasyonu hakkinda bazi degerli
bilgiler ortaya koymustur. Ayrica, sonuglarimiz MS-CULP yontemi kullanilarak c¢alisilan
bazi lokuslarinin Mol17, B73 ve M0o17xB73 arasinda metilasyon farkliliklar1 sundugunu
gostermistir. Ote yandan, MS-CRALP lokuslarmin higbiri ¢alisilan bitki 6rnekleri
arasindaki metilasyon farklarini ortaya koymamustir.

Heterosis, tarimda ve bitki 1slahinda son derece onemli bir olgudur. Bu
calismada Mol7 ve B73 hatlarinin arasinda melezlemeler yapilarak F1 melez bireyler
olusturmustur. Melez bitkilerin yliz tohum agirligi, her iki ebeveynin de (% 38.18) ¢ok
iistiinde olup heterosis gostermistir.

5-azaC ve NaCl'nin etkileri, hibrit ve kendilenmis ebeveyn hatlar1 arasinda
farklillk  gOstermistir. Sonucta, hibrid bireylerde (heterosis durumunda) NaCl
uygulamasinin biiylimeyi ve gelismeyi olumlu yonde etkiledigini, 5-azaC uygulamasinin
ise heterosiste olumsuz etkiledigini ortaya koymustur. Diger yandan, bulgular 5-azaC
uygulamasinin heterosis lizerine NaCl uygulamasindan daha fazla olumsuz etkisi
oldugunu gostermistir. Bu, heterosis iizerindeki DNA sitozin metilasyonunun bir
gostergesi olarak kabul edilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alismada olgun tohumlarda ve NaCl ve 5-azaC ile muamele
edilmig 6 giinliik fidelerde belirli seviyelerde DNA metilasyon farkliliklari oldugunu
gozlemledik. Bu ¢alisma sirasinda karsilasilan bazi sinirlamalar nedeniyle, bu tezin bazi
amaglar etkili bir sekilde yerine getirilememistir. Ozellikle musir ebeveynlerinden
birindeki genetik karigim, melezler ve fideler arasinda Olgiim farkliliklarina neden
olmustur. Ayrica, BiSeq yonteminde kullanilan lokuslarin sayist cok diisiiktir.
Ebeveynler ile melez arasindaki farklari ve DNA sitozin metilasyonunun heterosis
tizerine etkilerini ortaya ¢ikarmak i¢in, birden fazla yontem, birden fazla NaCl ve 5-azaC
doz uygulamalar1 ve daha fazla lokus kullanilmalidir. Daha iyi ve bilimsel sonug¢larin
alinmasi i¢in Biitiin Genom Bisiilfit Sekanslama (WGBS) yontemi kullanilarak yapilmasi
Onerilmistir.
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ABSTRACT
A Study on the DNA Methylation and Heterosis relations in Maize (Zea mays L.)
Emine UYGUR GOCER
Ph.D. Thesis in Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet KARACA
January 2018, 108 pages

Epigenetics is defined as heritable variations in gene expression and functions
without the sequence variation in DNA. DNA methylation is the most studied DNA
methylation mechanism among the epigenetic regulations. Due to very high occurrence
of DNA methylation in cytosine bases, methyl cytosine is called as the fifth base in plants.
Cytosine methylation is related with many epigenetic functions in organisms. It is known
that epigenetic regulations related with internal and external factors and play important
roles on heterosis, bio-defense, vernalization, flowering and phenotypic plasticity.

Aims of this dissertation study were (i) investigation of DNA cytosine methylation
levels among two maize inbred lines (Zea mays L.) along with their hybrid, (ii)
comparison of DNA cytosine level alterations among parents and the hybrid treated with
salt (NaCl) and 5-azacytidine (5-azaC), (iii) investigation of the effects of DNA cytosine
methylation on heterosis.

In this study, DNA cytosine methylation levels (in terms of hypo- and hyper-
methylation compared to water control) of 6 day-old seedlings obtained from mature
maize inbred lines [Mo17 (?) and B73 ()] and their F1 hybrid [M017xB73] treated with
150 mM NaCl and 1.5 mM 5-azaC were determined.

In the study, a total of 36 loci consisting of five loci using bisulfite sequencing
(BiSeq), 18 loci using uniplex, duplex and multiplex Gene Specific-Methylation
Sensetive Amplification Polymorphism (GS-MSAP), 16 loci using Methylation Sensitive
Cleaved Universal Lenght Polymorphism (MS-CULP) and 4 loci using Methylation
Sensitive Cleaved Random Amplified Lenght Polymorphism (MS-CRALP) were
utilized.

In the present study BiSeq studies clearly revealed that most of the loci studied
did not show hypo- or hyper-methylation between mature seeds of inbreed maize parental
lines. One locus produced allelic variation between parental lines. Due to low level of
methylation differences among loci utilized in BiSeq studies, 6 day-old seedlings were
not investigated using BiSeq method. Based on results we obtained, we beleived that
further studies using BiSeq method would reveal much more information regarding the
relationships between DNA cytosine methylation and heterosis.

GS-MSAP method determined epialleles that showed methylation differences among
Mol7, B73 and Mol17xB73 treated with salt and demethylating agent 5-azaC. Multiplexed GS-
MSAP loci presented some valuable information on DNA cytosine methylation. Also our results
indicated that some of loci stuided with MS-CULP method presented methylation
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differences among Mol7, B73 ve M017xB73. On the other hand, none of MS-CRALP
loci revealed methylation differences among plant samples studied.

Heterosis is an extremely important phenomenon in agriculture and plant
breeding. In this study crosses between Mol17 and B73 inbreed lines created F1 hibrid
(Mo17xB73) individuals. One hundered seed weight of hybrid individuals was much
above (38.18%) the both parents, indicating heterosis.

The effects of 5-azaC and NaCl differed between hybrid and parental inbred lines.
Result revealed that NaCl administration on the in hybrid individuals affected growth and
development positively while 5-azaC application affected negatively. On the other hand,
findings indicated that the 5-azaC application had a greater negative effect on heterosis
than NaCl administration. This was accepted as an indication of DNA cytosine
methylation on heterosis.

As aresult, in the present study we observed that there were certain levels of DNA
methylation differences in mature seeds and 6 day-old seedlings treated with NaCl and 5-
azaC. Due to some limitations encountered during this study some objectives of this
dissertation could not be effectively accomplished. Especially genetic mixture in one of
the maize parents resulted in measurement differences among hybrids and among
seedlings. Furthermore, the number of loci used in BiSeq method were very low. In order
to reveal the methylation differences between parents and hybrid and the effects of DNA
cytosine methylation on heterosis, more number of loci with several methods and
different doses of NaCl and 5-azaC applications method should be used. Whole Genome
Bisulfite Sequencing (WGBS) method was suggested for better and more scientific
results.

KEYWORDS: Cytosine, heterosis, methylation, salt, 5-azaC
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ONSOZ

Heterosis ve epigenetik yiizyili agkin bir siiredir gerek bilim insanlarinin gerekse
de bitki 1slahgilarinin ilgisini ¢geken énemli fenomenler olmasina karsin hem heterosisin
hem de heterosisde epigenetik etkinin molekiiler temelleri tam olarak ortaya
konulamamuistir. Heterosis genetik ve epigenetik siireglerin birbirleri ile koordineli olarak
olustugu bir fenomen olmasi nedeniyle genetik ve epigenetik faktorlerin birlikte analiz
edilmesi, heterosis ve epigenetik regiildsyon hakkinda yeni veriler ortaya koyma
potansiyeline sahiptir.

Bitkilerde DNA metilasyonu diizenlemelerine birgok ic¢sel ve digsal faktor etki
etmektedir. Epigenetik etki olumlu veya olumsuz olarak aralarinda canlilik, iiretkenlik,
tireme, biyotik ve abiyotik (viral, bakteriyel ve fungal, tuza, kuraga, soguga, alkali
sartlara) dayaniklilikla ilgili olabilmektedir. Bu durum epigenetigin tarimsal iiretimde
dogasiyla insanoglu i¢in son derece 6nemli oldugunu gostermektedir. Tarimsal {iretimde
son derece 6nemli olan diger bir goriingii (fenomen) ise heterosistir. Ebeveyn olarak
kullanilan bireylerin 6zelliklerinin herhangi birinin yavrularda artisi1 heterosis olarak
adlandirilmaktadir.

Bu doktora tezinin ana konusu, epigenetik ana mekanizmalarindan biri olan DNA
sitozin metilasyonunu misir bitkisinde ebeveyn ve yavrulari arasinda metilasyon patern
ve oranlarimi belirlemenin yaninda misir bitkisi tohumlarma NaCl ve 5-azaC
uygulamalari kullanilarak DNA metilasyonu kalittm modlarinin belirlenmesidir.

Calismalarima yon veren, arastirmalarimin her asamasinda her tiirlii destegini
benden esirgemeyen, uzun yillar boyunca edindigi tecriibelerini benimle paylasan ve tez
calismamin her asamasinda biiyiik katkisi olan danigsman hocam Sayin Prof. Dr. Mehmet
KARACA’ ya en icten saygt ve tesekkiirlerimi sunarim. Her tiirlii bilgi ve deneyimini
benimle paylasan degerli hocam ve ayn1 zamanda jiiri iiyem olan Saym Dog. Dr. Ayse
Giil INCE’ye, Doktora tez ¢alismam boyunca destegini esirgemeyen Aras. Gor. Adnan
AYDIN’a sonsuz tesekkiir ederim.

Saym Jiiri iiyelerim Dog. Dr. Mehtap CEVIK (Isparta Uygulamali Bilimler
Universitesi), Dr. Ogretim Uyesi Bilal AYDINOGLU (Akdeniz Universitesi) ve Dr.
Ogretim Uyesi Behcet INAL’a (Siirt Universitesi) Tez savunmamda bulunmalari, engin
bilgileri ile tezime bulunduklar1 katkilarindan dolay1r her birine tesekkiir eder, igten
saygilarimi sunarim.

Bugiinlere gelmemi saglayan, hayatimi sekillendirirken aldigim her kararda beni
destekleyen sevgili aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Doktora egitimim boyunca
manevi destek veren ve her an yanimda olmaya galisan esim Gokhan GOCER’e tesekkiir
ederim.
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Simgeler

dS/m

mM
mL
nm
pH

SIMGELER VE KISALTMALAR

“Decisiemens per metre”
Gram

Molarite

Milimolarite

Mililitre

Nanometre

“Potentia hydrogeny”
Guanin, veya Adenin
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1. GIRIS

Diinya niifusunun artmasi ile artan niifusun beslenme ihtiyacinin karsilanmasi
bakimindan tarim alanlarindaki besin kaynaklarinin maksimum seviyede olmasi, tiim
diinya i¢in oldugu kadar bitki biyogesitliligi ve genetik kaynaklar1 bakimindan zengin
olan iilkemiz i¢in de oldukg¢a 6nemlidir (Arora vd. 2002). Tahillar grubu tarla bitkileri
ekim alani iginde 6nemli yere sahip olmalarindan dolay1 tilkemiz ve tiim diinya i¢in ekim
ve lretim agisindan basta gelen tiriinler arasindadir (Siizer 1992). Tahil grubunun 6nemli
bir tiyesi olan misir bitkisinin diinya {izerinde ¢ok genis alanda yayilmas1 ve farkli iklim
Ozelliklerinde yetisebiliyor olmasi onu 6nemli bir kiiltiir bitkisi haline getirmistir.

Misir (Zea mays L.) kullanim alanlarinin artmasiyla 6nemi giinden giine artan bir
bitkidir. Onceden sadece insan ve hayvan beslenmesi i¢in diisiinilen musir tanesi,
kompozisyonunda tasidigi besin maddeleriyle nisasta bazli seker sanayinin, bitkisel yag
sanayinin ve biyodizel yakit iiretiminde ham madde haline gelmistir. Bu ¢oklu kullanim
alan1 misir1 6nemli bir tane tarim {irlini haline getirmistir. Misir insan beslenmesinde
bugday ve celtikten sonra en fazla kullanilan bitkilerin basinda gelmektedir. Diinyada
tahillar i¢inde 187.959.116 ha ekilim alani ile ii¢iinci, tiretim agisindan ise diinyada
1.060.107.470 ton ile ilk sirada yer alan énemli bir tahil tiiriidiir. Ulkemizde 679.537 ha
ekim alani ve 6.400.000 ton iiretim miktari ile bugday ve arpadan sonra en fazla tiretilen
onemli bir bitkidir (FAO 2016). Tiirkiye’de musir iiretiminin desteklenmesi nedeniyle
ekim alanm1 ve iretim yilikselmistir. Yaklasik 60 ilimizde misir tarimi yapilmakta, bu
tiretimin % 68’1 tane, %32’si silaj olarak degerlendirilmektedir (UHK 2016).

Bugdaygiller (Poacea=Gramineae) familyasinin bir liyesi olan musir, tropik,
subtropik ve iliman iklim kusaklarina 6zgii, Antarktika haricinde, hemen hemen diinyanin
her yerinde, 58° kuzey ve 40° giiney enlemleri arasinda kalan alanlarda, deniz
seviyesinden baglayarak rakimi 4000 m’ye kadar olan bol giines alan bolgelerde
yetisebilen tek yillik kisa giin bitkisi ve bir sicak iklim tahilidir.

Yiiksek verimli ve istiin 6zelliklere sahip yeni musir ¢esitlerinin elde edilmesi
musir 1slah ¢aligmalarinin yogun olarak devam ettirilmesi ile gerceklestirilebilir. Amaca
yonelik uygulanabilecek 1slah calismalar1 icinde melezleme 1slah1 Onemli yer
kapsamaktadir. Melez musir 1slahi, kendilenmis hatlar arasinda ilk melez bitkinin yiiksek
verim elde etmek amaciyla iiretime alinmasina Katki saglar. Melez musir 1slahi,
kendilenmis hatlar arasinda ilk melez bireyin yiiksek verim elde etmek amaciyla iiretime
alinmasina F1 hibrit giicii 1slah1 veya kisaca hibrit 1slah1 da denmektedir.

Misir bitkisinde F1 hibrit cesitleri ilk kez 20. yiizyilin baginda Amerika Birlesik
Devletleri’nde gelistirilmistir. Ancak bundan ¢ok daha once tiitiin bitkisinde melezlerin
ebeveynlerinden daha iistiin oldugu gozlemlenmis ve F1 generasyonu bitkilerinin her
zaman ¢ok homojen oldugu saptanmistir. 1800’1 yillarda kendine déllenmenin bitkilerde
gelisme ve verimlilik bakimindan olumsuz sonuglar ortaya ¢iktigi ve misir bitkisinde
kendilenmis hatlarda bitki boyu bakimindan azalmalarin meydana geldigi, bu saf hatlarin

kendi aralarinda melezlenmesiyle normal boy ve biiylikliiglin yeniden kazanildig1 ortaya
konmustur (Taba 1995; Sing 2001).

Melez misirda goriilen verim artigi heterosis ad1 verilen olgunun bir sonucudur.
Heterosis, iki ebeveyn arasindaki melezlemeden elde edilen bireyin verim ve diger
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(biiyiime hiz1, erkencilik, hastalik ve zararlilara dayaniklilik, ¢evre kosullarina
dayaniklilik, kalite 6zellikleri) 6zellikler yoniinden listlin olma durumudur. Melez bitki
1slah1 ¢ogu bitkilerin 1slahinda basarili oldugu gibi ticari misir endiistrisi i¢in de son
derece 6nemlidir (Sing 2001).

Heterosisin olusumuna yonelik ¢cok sayida hipotez ortaya atilmig olmasina ragmen
bunlarin higbiri tek basina heterosisi agiklamaya yeterli olmamaistir. Bu hipotezlere 6rnek
olarak dominansi hipotezi, listiin dominansi hipotezi, epistasis hipotezi, marjinal iistiin
dominansi hipotezi, pseudo istiin dominansi hipotezi, fitohormonlar hipotezi, DNA
metilasyon hipotezi, metabolik denge hipotezi, metabolik kontrol hipotezi ve eksik genler
i¢cin tamamlayict genler hipotezleri verilebilir (Hagemann ve Lambert 1988; Taba 1995;
Tsaftaris vd. 1997; de Vienne vd. 1999; Fu ve Dooner 2002; Akel vd. 2018; Lauss vd.
2018). Heterosis olgusunun ortaya c¢ikist ile ilgili en eski hipotez yirminci yiizyilin
baslarinda (1910-1920) ortaya atilmis olan “dominantlik” hipotezidir. Bruce Keeble,
Pellew Jones ve Collins tarafindan ortaya atilan bu hipoteze gore heterosis dominant
allellerin varliginda ortaya ¢ikmakta ve resesif allellerin varligindan etkilenmemektedir.
Ancak resesif genlerin yiiksek dilizeyde varliginda ise gelisim olumsuz olarak
etkilenmektedir. Diger bir ifadeyle bu hipoteze gore heterosis fazla miktarda dominant
allel iceren genotiplerde daha az igerenlere gore daha yiiksek performansa sahiptir (Veita
ve Vaiman 2010).

Heterosisi agiklayan hipotezlerinden biride yirminci yiizyilin ortalarina dogru
(1940-1950) Hull, Crow, ve East tarafindan ortaya konulmustur. Bu hipoteze goére
heterosis ¢ok sayidaki lokusta bulunan iistiin dominantliktan kaynaklandigi ileri
siiriilmiistiir. Ustiin dominansi (overdominansi) hipotezi adi verilen bu sava gore
dominant genleri heterozigot halde tasiyan bireyler ayni genleri homozigot halde
bulunduranlardan daha giiglii olmasia sebep olmaktadir. Diger bir ifadeyle heterosis
heterozigotluk ile dogrudan iliskilidir. Heterozigotluk durumu dominant ve resesif
allellerin homozigot durumlarindan daha etkindir. Alleller ne kadar farkli ise heterosis o
denli giigliidiir. Ayrica farkli allellerin bulunmasi kiimiilatif etkiye sahiptir (Akel vd.
2018).

Yirminci yiizyilin sonlarinda (1990-1999) ortaya atilan diger bir hipoteze gore ise
heterosis  epistatik  interaksiyonlardir.  Pseudo-iistiin-dominansi  (“Pseudo-over-
dominance”) hipotezi ise heterosisin genomda kiigiik bir bolgede bulunan iki veya daha
fazla genin repulsiyon fazinda (dominant genler bir kromozomda, resesif genler homolog
kromozomda) bulunmastyla hibritte iistiin dominansinin olustugunu 6ne siirmektedir (Yu
vd. 1997).

Kendilenmis hatlar arasindaki genetik farklilik arttikga heterosis oranit da
yiikselmektedir. Bu yaklasim dogrultusunda test ediciler kendilenmis hatlarin hangi
heterotik gruba ait olduguna dair bilgi vermektedir. Test edici ile iyi bir kombinasyon
yetenegi gosteren hatlarin farkli bir heterotik gruba ait oldugu diisiiniilebilir. Fakat bu test
edici (tester) ile iyi bir kombinasyon olusturmayan hatlarin her zaman test edici ile ayn1
grupta olacagi anlamina gelmez. Diinyada yaygin olarak kullanilan test edicilerden ikisi
Lancaster heterotik grubunu temsilen Mol17, Reid heterotik grubunu temsilen ise B73
kendilenmis hatlaridir (Uhr ve Goodman 1995).
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Gen anlatimi, sadece DNA’da bulunan baz dizileriyle degil ayni zamanda
kromozomal yapilarin da dahil oldugu DNA ile etkilesen protein, RNA ve diger makro
molekiillerle de kontrol edilir (Tchurikov 2005). Bu olaylarin DNA dizi degisimi disinda
ortaya ¢ikan etkiler epigenetik etki olarak bilinmektedir. Diger bir ifadeyle epigenetik
terimi, DNA dizi degisimi olmaksizin sadece mitotik degil mayotik kalitimla da meydana
gelen gen ekspresyonundaki degisiklikler olarak tanimlanmaktadir (Wu ve Morris 2001).
Okaryotik hiicrelerde gen anlatimi genetik diizenlemenin yani sira epigenetik olarak da
kontrol edilebilmektedir. Bu epigenetik degisimler mitotik veya mayotik olarak nesiller
boyu aktarilabilir. Epigenetik regiilasyonlar genellikle histon modifikasyonlar1 ve DNA
sitozin metillenmesi araciligiyla olmasina karsin ayn1 zamanda; 6zellikle SNnRNA’lar ile
kodlanmayan RNA’larin iiretilmesiyle ve isleviyle de gerceklesmektedir (Huettel vd.
2006; Henderson ve Jacobsen 2008; Karaca vd. 2016).

DNA molekiiliinde 6zel pozisyonlarda bulunan C (sitozin) metilasyonu epigenetik
diizenlemeler arasinda en iyi anlasilmis olan mekanizmadir (Bestor 2000; Bird 2002).
Bitki genomlarinda en yaygin DNA metilasyonu sitozin bazinda gergeklesmekte olup bu
nedenle metil sitozin, besinci baz olarak da adlandirilmaktadir. Bitki genomlarinin
spesifik bir 6zelligi olarak sitozin metilasyonu aralarinda DNA replikasyonu ve onarimu,
gen transpozisyonu ve transkripsiyonu, hiicre farklilasmasi ve gen suskunlugu,
imprinting, biyo-savunma, transgen anlatimi, hiicrede yabanci gen anlatiminin da yer
aldig1 bir ¢ok genetik fonksiyonla ilgilidir (Zhu 2009). Sitozinin besinci atomunun
metillenmesi bitkilerde ve memelilerde en gok ¢alisilmis epigenetik degisimlerden biridir.
Bitki genomunda metillenmis sitozinler genellikle CG, CHH veya CHG [H; Adenin (A),
Timin (T) veya Sitozin (C)] dizilerini igeren bolgelerde yer almaktadir (Cokus vd. 2008;
Karaca vd. 2016).

Cok sayida calisma DNA sitozin metilasyonu ve heterosisi iceren epigenetik
etkileri ortaya koymustur. Bircok c¢alisma heterotik Fi hibritlerindeki sitozin
metilasyonunun farliliklarini ebeveynlere kiyasla tespit etmistir. Ancak literatiirde bisilfit

sekanslama yontemi (BiSeq), MSAP ve RFLP-PCR yaklagimlarinin tuz; 6rnegin NacCl,
demetilasyon ajani; 6rnegin 5-azaC uygulamalariyla birlikte kullanildig1 calisma sayisi
stirhdir.

DNA metilasyonunun belirlenmesinde birbirlerinden farkli degisik yontemler
kullanilmaktadir. Bu yoOntemler arasinda Yyiiksek performansli (basingli) likit
kromatografi, ince tabaka kromatografi, metilasyon duyarli spesifik polimeraz zincir
reaksiyonu, restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi (RFLP), metilasyon duyarli
cogaltilmig fragman polimorfizmi (MSAP), birlestirilmis bisiilfit restriksiyon analizi
(COBRA), metilasyon duyarli tek niikleotit uzatimi, metilli DNA iminopresipitasyonu
(MeDIP), hibridizasyon arreyleri, restriksiyon genomu taramast, bisiilfit uygulamasindan
sonra yeni nesil sekanslama, tek molekiil gercek zamanli DNA sekanslamasi ve benzeri
yontemlerdir (Guangyuan vd. 2007; Hetzl vd. 2007; Salmon vd. 2008; Coa vd. 2011,
Hegarty vd. 2011; Long vd. 2011; Li vd. 2011; Wang vd. 2011; Karaca vd. 2016).

DNA metilasyonunun tespitinde kullanilan yaygin yontemlerin basinda ise
restriksiyon enzim tabanli yontemler bulunmaktadir. Bu yontemlerde en etkin olarak
kullanilanlar restriksiyon enzimleri izosizomerleridir. Ornegin AFLP yonteminin bir
modifikasyonu olan MSAP yonteminde Hpall ve Mspl izosizomerleri kullanilmaktadir.
Her iki enzim hedef bolgede (5'-CCGG-3’) bulunan dizileri tanimakta ancak kesme
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islemlerinde farkliliklar gostermektedir. Ornegin Hpall enzimi 5-CCGG-3' dizisindeki
sitozinlerin her ikisi metillenmis ise kesme islemini ger¢eklestirememektedir. Ancak 5'-
CCGG-3' dizisinde bulunan tek bir sarmaldaki sitozin metillenmis ise kesme islemini
gerceklestirmektedir. Mspl enzimi ise dizideki her iki sarmalda da i¢ bolgede yer alan
sitozin metillenmis yani 5-C"CGG-3’ ise kesim yapmakta ancak distaki 5'-"CCGG-3’
metillenmis ise kesim yapmamaktadir. Boylece iki farkli organizma genomlar1 veya ayni
organizmanin farkli dokular1 arasindaki hedef bdlgelerde var olan metilasyon
polimorfizmi tespit edilebilmektedir (Li vd. 2011). Bu yontemin en biiylik dezavantaji
enzim tabanli olmasi nedeni ile kesim polimorfizminin DNA'nin kalitesiyle iliskili olmasi
ve sadece CG motiflerinde metilasyonu belirleyebilmesidir. Bu yontemin diger bir
dezavantaji ise polimorfizmi fragman tabanli olup metilasyonun DNA diizeyinde
belirlenmesi icin ek g¢alismalara ihtiya¢c duymasidir. Ancak maliyetinin diisiik olmasi
analizlerin kolay olmasi kiiclik laboratuvarlara uygun olmasi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir (Lele vd. 2018).

Metilasyon c¢alismalarinda en yaygin kullanilan ve siirekli yeni tekniklerle
desteklenen yontem ise bistilfit doniisim veya bisiilfit sekanslama olarak bilinen
yontemdir. Bisiilfit sekanslama yonteminde (BiSeq) bisiilfit uygulamasi ile genomik
DNA sodyum bisiilfit ile muamele edilerek 5-metilsitozin (5-™C) ve hidroksimetilsitozin
disindaki metillenmemis sitozinler (CG, CHC ve CHH), urasile doniistiiriilmektedir.
Doniistiiriilmiis urasil ise polimeraz zincir reaksiyon caligmalari ile timin olarak
cogaltilmaktadir. Metilli sitozinler ise polimeraz zincir reaksiyonunda sitozin olarak
kalmakta boylelikle klonlama ve sekanslama analizleri ile metilli ve metilsiz sitozinler
ortaya konulabilmektedir (Karaca vd. 2016). Bisiilfit sekanslama yontemi giiniimiizde
gen ve gen elementlerinde sitozin metilasyonunun belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilmakta ve literatiir de altin standart yontem olarak nitelendirilmektedir. Bu yontem
kullanilarak hedef DNA dizisi iizerindeki biitiin sitozin metilasyonunu ortaya koymast
bakimindan 6nemlidir.

Metilasyonun diizeylerinin tespitinde yaygin olarak kullanilan MSAP ve bisiilfit
dizileme (BiSeq) yontemlerinden baska yontemlerinde kullanilmasinda yararlar
bulunmaktadir. Bu yontemler MSAP ve BiSeq yontemleriyle ortaya konulamamis
metilasyon farkliliginin belirlenmesine yardimci olabilecektir. Bu tezde bu nedenle hedef
spesifik genlerde ve biitiin genomda metilasyon diizeylerinin tespitinde kullanilabilecek
diger yontemlerde kullanilmistir. Bu yontemlerden ilki MSAP yonteminin bir
modifikasyonu olan gen spesifik metilasyon duyarli amplifikasyon polimorfizm [Gene
Specific Methylation Sensitive Amplified Polymorphism; (GS-MSAP)], ikincisi DAMD-
PCR tekniginin bir modifikasyonu olan metilasyon duyarlt kesilmis iiniversal uzunluk
polimorfizm [Methylation Sensitive-Cleaved Universal Lenght Polymorphism, (MS-
CULP)] yontemi ve tiglinciisii ise RAPD yonteminin bir modifikasyonu olan metilasyon
duyarli kesilmis rastlantisal ¢ogaltilmig uzunluk polimorfizm [Methylation Sensitive
Cleaved Random Amlified Lenght Polymorphism (MS-CRALP)] yontemidir.

Calismada musir bitkisi se¢ilmis olmasinin temel nedenlerinden biri heterosis
calismalarinda neredeyse model ve 6ncii bir bitki olmasi, diger taraftan diploit ve kiiciik
genoma sahip olmasinin disinda ekonomik 6nemi olan ve her gecen giin artan katma
degerler yaratan bir tarla bitkisi olmas1 da gz 6niine alinmistir.
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Bu tez c¢alismasmin ana hedefi heterosis olgusunun ortaya ¢ikmasinda DNA
metilasyonunun roliiniin tespit edilmesidir. Heterosisin ortaya ¢ikmasini kolaylastirmak
amaciyla iki farkli heterotik grubu temsil eden iki kendilenmis misir hatt1 kullanilmastir.
Hedeflenen amaca ulasabilmek adina (i) homozigot ve heterozigot bireylerde DNA
metilasyon diizeyleri ve F1 bitkisinde heterosis (tohum agirligi ve 6. giin fide agirligi
seklinde) belirlenmis, (i1) NaCl uygulamasiin homozigot ve heterozigot bireylerde DNA
metilasyon veya demetilasyon etkileri ortaya konulmus, (iii) 5-azaC’nin homozigot ve
heterozigot bireylerde DNA metilasyon veya demetilasyon etkileri ortaya konulmasinda
kullanilabilecek bisiilfit primer setleri belirlenmis ve bisiilfit sekanslama yonteminde
kullanilmis, (iv) GS-MSAP primer giftleri belirlenmis ve bazi multipleks PZR setleri
olusturulmus, (v) MS-CULP ve MS-CRALP teknikleri ve tekniklere uygun primer setleri
belirlenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Musir Bitkisi

Insanlik tarihinin en 6nemli devrimi siiphesiz tarimdir. Amerika’nin kesfi ile
insanligin bir¢ok tarim bitkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Misir bitkisi de bunlardan
biridir. Misirin bilimsel siniflandirilmasinda cinsi Zea olarak, tiirii ise mays olarak
bilinmektedir. Familyas1 Poaceae (Bugdaygiller) adiyla bilinen misirim 7 alt tiirii
bulunmaktadir; Zea mays indurata (sert misir), Zea mays indentata (at disi misir), Zea
mays everta (cin misir), Zea mays saccharata (seker misir), Zea mays amylaceae (unlu
misir), Zea mays ceratina (mumlu misir), Zea mays tunicata (kavuzlu misir). (Russell ve
Hallauer 1980; Giivercin 2011; Liu vd. 2014).

Modern misir genotipleri Meksika, Orta ve Giliney Amerika yerlileri tarafindan
ilkel misir populasyonlar1 arasindan seleksiyonla elde edilmistir. Misir irklarinin ayrigimi
kendi igerikleri nedeniyle gida, igecek ve ilag iiretiminde kullanilmis ve bu nedenle bugiin
essiz Ozelliklerde, kimyasal bilesenleri ve yapis1 bakimindan farkliliklara neden olmustur
(Swanson-Wagner vd. 2006; Ji vd. 2014).

Misir bitkisinin milattan 6nce 8000-6000 yillarinda Meksika ve Guatemala
(Mezoamerika)’da ortaya ¢iktigi oOngorilmektedir. Misir bitkisinin  teosinte ile
benzerligin (yabani misir ve yabani teosinte’nin her ikisinin geldigi atasal bir bitki
olmamasi, yabani misir ve yabani teosinte arasinda belirgin morfolojik, izozim ve DNA
diizeyinde benzerliklerin olmasi) bulunmasi nedeniyle teosinteden tiiredigi kabul
edilmektedir (Taba 1995). Teosinte, Guatemala ve Meksika’da dogal bitki olarak
bulunur. Teosinte Meksika’nin endemik bitkisidir. Bundan dolayr misirin orijinin
Meksika oldugu diisiiniilmektedir (Smith 1988). Misirin teosintenin dipten dallanan alt
tiri Zea mays L. ssp. Parviglumis’ in kiiltiire alinmasindan mu orijinini aldig1 ya da
yandan dallanan alt tiir Z. mays L. ssp. Mexicana’dan mi orjinini aldigi konusu
glinimiizde de tam olarak bilinmemektedir. Teosintenin yabani tek yillik formlart misir
bitkisi ile ayn1 kromozom sayisina sahiptir ve fertil doller elde etmek igin misirla
kolaylikla melezlenebilmektedir. Misir gibi teosinte de ¢igeklenme bakimindan tek
evcikli olup monoik bitkidir. Disi ve erkek ¢igekler ayn1 bitkide farkli yerlerde meydana
gelmektedir (Yesilkaya 2013).

2.2. NaCl ve 5-AzaC Uygulamalarinda DNA Metilasyon Degisiklikleri
2.2.1. NaCl uygulamalar: ve DNA metilasyon ¢calismalari

Tuzluluk tarim alanlar1 verimini tehdit eden temel stres faktorlerinin basinda
gelmektedir. Tahillar olumsuz sartlarda hayatlarini devam ettirebilmeleri icin gesitli
biyokimyasal ve fizyolojik siireclerle bu olumsuz sartlara kars1 kendini koruma altina
almaktadirlar. Arastiricilar mevcut tarimsal alanlarda strese toleransli bitkileri gelistirerek
bu durumun tstesinden gelmeyi amaglamislardir (Bartels ve Sunkar 2005; Liu vd. 2008).

Yiiksek NaCl konsantrasyonu, bitkideki su potansiyelini ve iyon dengesini hem
hiicresel diizeyde hem de diger iletim dokularinda bozmaktadir. Su ve iyon dengesindeki
etkili degisimler bitkide molekiiler hasarlara, biliylimenin aksamasina hatta bitkinin
oliimiine sebep olabilir (Zhu 2001). Yiiksek tuzluluk, osmotik ve iyonik streslerin yani
sira hormonal ve besin dengesizlikleri gibi diger streslere de sebeptir (Messedi vd. 2004;
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Hamed vd. 2007; Tiirkan ve Demiral 2009). NaCl stresi, stiperoksit, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna neden olarak oksidatif
hasara da sebep olmaktadir (Tiirkan ve Demiral 2008).

Misir NaCl stresine orta derece hassas bir bitkidir. Bu nedenle toprak tuzlulugu
musir i¢in 6nemli bir tehdittir. Misirda NaCl stresi biiyiimeyi ve gelismeyi etkiler ancak
bitkilerin tepkisi stres ve bitki biiylime asamasina gore degisir. Misir bitkisinin NaCl
stresine kisa siireli maruz kalmasi ozmotik stres nedeniyle bitki biiyiimesini etkiler
(Farooq vd. 2015).

DNA metilasyonu, bitkilerin optimal olmayan kosullara maruz kaldig
durumlarda, hem transkripsiyon hem de transkripsiyonel seviyelerde gen ifadesini
ayarlamak i¢in bitkilerin kullandiklar1 mekanizmalardan birisidir. Abiyotik stres altinda,
farkli gesitler genellikle DNA metilasyon seviyesinde epigenetik polimorfizmlerin eslik
ettigi kalitsal fenotipik varyasyon gosterirler. Bu varyasyon, NaCl toleransi da dahil
olmak iizere abiyotik stres toleransini arttirmay1 amaglayan bitki yetistirme programlari
icin yeni yaklagimlar saglayabilir (Al-Lawati vd. 2016).

Cesitli cevresel ve genetik uyaranlarin metilasyonu degistirdigi bilinmektedir.
Abiyotik stres, genom boyunca ve spesifik lokusta sitozin metilasyonunda artisa veya
azalmaya neden olabilir (Lukens ve Zhan 2007). Misir bitkisinde stres kaynakli
metilasyon degisimini temsil eden fragmanlarin bazilarinin bilinen genlerin sekanslarina
homolog oldugu ve stres tepkilerinde bir rol oynayacagi bulunmustur (Tan 2010).

DNA metilasyonu gibi epigenetik mekanizmalar, genom diizeyinde gen ifadesini
farkli sekilde diizenleyerek fizyolojik ve gelisimsel mekanizmalar1 ayarlayarak ¢evresel
strese karsi bitki cevabinda anahtar bir rol oynarlar (Maury vd 2008; Angers vd 2010).
Demetilasyon genellikle bitkiler abiyotik strese maruz kaldiklarinda islevsel olarak aktif
olmayan bazi genlerin transkripsiyonel aktivasyonuna yol agar (Santos vd. 2011).

Yaish vd. (2018) DNA metilasyonunun gen ekspresyonunu kontrol etmede
potansiyel bir rolii oldugunu ve bu nedenle, bitkilerde tuzluluk adaptasyonuna katkida
bulunabilecegini 6ngdrmislerdir. Orta derecede tuzluluga tolerant baklagil model bitki
olan Medicago truncatula yaptiklar1 ¢alismada, kontrol veya NaCl kosullarina maruz
kalan kok dokulardan ekstrakte edilen DNA 6rnekleri kullanilarak bir diferansiyel tam
genom bisiilfit dizilimi gergeklestirmislerdir. Yaklagik 50 milyon farkli metillenmis bolge
tanimiglar ve bu bolgelerin % 7’si tuzluluga yanit olarak 6nemli 6l¢iide degismistir. Bu
analizle metillenmis bolgelerin % 77.0’nin "CHH oldugunu, sirasiyla sadece % 9.1'inin
ve % 13.9'unun "CHG ve ™CG oldugunu gostermigslerdir. Metilasyon seviyesindeki
ortalama degisim tuzluluk stresinden dolay1 % 3.8 ile % 10.2 arasinda tiim sekans
iceriklerinde arttigini sdylemislerdir. Tuzluluk nedeniyle DNA metilasyonundaki global
artisin1 mass spektrofotometri analizi ile dogrulamiglardir. Bu ¢alismadan elde edilen
bilgiler, tuzlulugun DNA metilasyonu tizerindeki etkisini ve bitkilerin, tuzluluga karsilik
olarak, gen yapilar1 boyunca DNA'daki 5-metilsitozin niikleotidinin goriiniisiinii nasil
yeniden sekillendirebilecegini gostermislerdir. Bu yeniden modelleme, gen bolgeleri
arasinda ve 5-metilsitozin dizi igerikleri arasinda degistigini ve "CG, NaCl toleransl
mekanizmalarda potansiyel olarak 6nemli birkag genin ekspresyon seviyeleri lizerinde
belirsiz bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
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Kumar vd. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada bugday genotiplerini karsilastirarak
filiz ve kok dokularindaki global 5- metilsitozin igin sunlari ortaya koymuslardir: NaCl’e
duyarl genotipin kontrol kosullar1 altindaki siirgiin ve kok dokularindaki metilasyon
seviyelerinin (% 4.05-% 6.70) NaCl toleransh genotipteki metilasyon seviyelerine (%
3.45-% 5.40) gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Wang vd. (2016) pamukta (Gossypium hirsutum L.) NaCl tolerans1 ve heterosisin
molekiiler mekanizmasini arastirmak i¢in, bir pamuk hibrit CCRI 29 ve iki ebeveyninde
DNA metilasyon seviyesini analiz etmek i¢in kapiler elektroforeze dayanan bir
metilasyon duyarli amplifikasyon polimorfizmi yéntemi kullanmislardir. Bulduklar1 en
onemli sonug ise soyledir: Ik olarak, NaCl tolerans testi hibrit CCRI 29°un her iki
ebeveynden daha yiiksek NaCl tolerans diizeyine sahip oldugunu gostermistir. CCR129’a
yapilan NaCl muamelesi global DNA metilasyon seviyesini 6nemli dl¢tide arttirmus, iki
ebeveynin NaCl muamelesi ve kontrol arasinda 6nemli 6l¢iide degisiklik bulmamuiglardir.
Her tiirlii DNA metilasyon varyasyonu, pamukta NaCl muamelesi altinda ger¢eklesmis
oldugunu, hipermetilasyon CCRI 29'daki hipometilasyondan anlamli derecede daha
yiiksek bir oranda meydana geldigini ancak ebeveynlerde goriilmedigini tespit
etmislerdir. Bu ¢alismadaki sonuglar, pamuk genomunda global DNA metilasyon
diizeyinin artmasinin ve ayrica farkli metilasyon tiplerinin pamukta NaCl ile muamele
toleransinda &nemli bir rol oynadigini gdstermistir. Ikinci olarak NaCl stresinden sonra
hem hipometilasyon hem de hipermetilasyon farkli genlerde meydana gelmis ve bazi
genler ise ayni metilasyon seviyesini siirdiirdiigiinii belirtmislerdir. Bu durumu séyle
yorumlamislardir pamukta NaCl stresine cevap verirken gen ekspresyon degisiklikleri
meydana gelmis ve bu, belirli genlerin NaCl toleransinda oynadigi rollerin karmasik
ozelliklerini gostermistir. Ugiincii olarak, hibrit CCRI 29'daki ¢ogu sitosin metilasyon
bolgesi paylasilmis olsa da ebeveynlerin en az birininkiyle ayni statii, hipermetilasyonun
bolge sayist CCRI 29'daki hipermetilasyondan, hem kontrol hem de NaCl stresi altindaki
ebeveynlere kiyasla anlamli derecede yiiksek bulmuslar bu da demetilasyonun, pamukta
heterosisi agiklayan mekanizma olabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Al-Lawati vd. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada artan NaCl konsantrasyonlarina
(0.0, 8.0, 12.0, and 20.0 dS/m) maruz birakilan yonca (Medicago spp.) koklerindeki
sitozin metilasyon diizeylerini degerlendirmek icin MSAP analizi kullanmislardir.
Kontrol olarak kullanilan NaCl’e toleransh cesitlerin yan1 sira 11 tane yoreye 6zgi
kiiltiire alinan bitki analiz etmislerdir. Yiiksek seviyede toprak tuzluluguna maruz
kalanlarda DNA metilasyon artisi gozlemlemiglerdir. MSAP kullanilarak yapilan
filogenetik analizler sonucunda NaCl’e maruz kaldiklarinda kiiltiire alinan yoncalar
arasinda epigenetik varyasyon gozlemlemislerdir. MSAP ve enzime bagh
immiinosorbent analiz sonuglarina dayanarak, tuzluluk oraninin, 6zellikle en yiiksek
tuzluluk oranina (20 dS/m) maruz kalan bitkilerde global DNA metilasyon durumunu
artirdigini tespit etmislerdir.

Wang vd. (2015) geltikte yaptiklar1 bir ¢alismada 1L177-103 ve IR64 gesitlerini
kullanmislardir. IR64, Asya iilkelerinde yetistirilen NaCl’e duyarl bir ¢esit olup 1L177-
103, NaCl dayanikl1 bir gesittir. Iki genotip arasindaki genetik analiz farkliliklar1 igin SSR
markirlart  kullanmiglardir. 1L177-103"in alti genomik segmentte IR64'den farkl
oldugunu belirlemislerdir. Yine bu ¢alismada NaCl stresine maruz birakilan iki farkl
celtik genotiplerinin NaCl stresi kalktiktan sonraki durumlarina gére yapraklarinda az
miktarda DNA metilasyon seviyelerinin degisiklikleri ile sonuglandigimi fakat ayni
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durumda her iki genotipin kokleri i¢cin DNA metilasyonundaki degisiklikler énemli
dereceyle sonuglanmadigini 6ne siirmiislerdir.

Tan (2010) yaptig1 ¢alismada Su stresinin genellikle transkripsiyonu baskilayan
sitosin metilasyonunu degistirdigini sdylemistir. Bununla birlikte, ozmotik stres altinda
ki misirda metilasyon degisikligi rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bu ¢alismada
musir fidelerinde PEG veya NaCl ile indiiklenen metilasyon degisimini taramak igin
MSAP yontemi kullanmiglardir. Bunun sonucuna gore tam metilasyon ister yapraklarda
ister koklerde olsun hemimetilasyondan daha sik meydana gelmis ve yapraklarda koklere
gore hem tam metilasyon hem de hemimetilasyon daha fazla tespit etmislerdir.

Zhao vd. (2010) yaptiklart bir arastirmada pamukta (Gossypium hirsutum L.)
DNA metilasyonu ve abiyotik stres tepkileri arasindaki iliskiyi incelemek i¢in metilasyon
diizeyindeki farkliliklar ve tuz stresi altinda iki farkli NaCl dayanikli pamuk hatlarinda
sitosin metilasyon paternlerinin degisiminin arastirllmasi igin MSAP yontemini
kullanmiglardir. Sonuglar, yiiksek NaCl toleransli pamuk hattinin CCGG bolgelerinin
sitosin metilasyon sayisinin, diisiik NaCl’e toleransli pamuk hattina gore daha az
oldugunu gostermislerdir. NaCl stresine bagli demetilasyon lokusu yiiksek tuz toleransina
sahip pamuk hatlarinda, diisitk NaCl toleransina sahip pamuk hatlarina gore daha biiyiik
oranda meydana geldigini gézlemlemislerdir. Pamukta demetilasyonun NaCl toleransina
olumlu katkida bulundugunu ve hipermetilasyonun NaCl toleransi iizerinde olumsuz etki
yarattigini 6ne siirmiislerdir.

Zhong vd. (2009) yaptiklar: ¢calismada, NaCl toleransi (NaCl toleransli Dekang-
961 ve duyarli Lumai-15) bakimindan iki Triticum aestivum ¢esidinde NaCl stresinin
neden oldugu DNA metilasyon degisimini Kkarsilastirmiglardir. Farkli NaCl
konsantrasyonlarina maruz birakilan kok DNA’sinin genomunun 5'-CCGG-3' sekansinin
metilasyon durumundaki degisiklikler NaCl ile muamele edilmemis bitkilerle MSAP
yontemiyle karsilastirmislardir. Bu ¢alismanin sonucu Dekang-961 kontrol bitkilerinin
5'-CCGG-3' dizilerinin Lumai-15’inkinden daha fazla metillenme gosterdigini tespit
etmislerdir. Dekang-961 ve Lumai-15’in her ikisinde de NaCl muamelesi demetilasyon
ve hypermetilasyona yol ag¢tigini ve NaCl stresine maruz kalan bitkilerde DNA
metilasyonunun degisecegini belirtmislerdir. Bu degisikliklerin NaCl stresi altinda bitki
adaptasyonu i¢in bir mekanizma onerebilecegini 6ne stirmiislerdir.

Lu vd. (2007) pamugun tuzluluk stresine bagli DNA metilom degisimlerinin iyi
anlasilmadig i¢in bu calismada metillenmis DNA immunopresipitasyon sekanslama
metodu kullanilarak NaCl stresi altindaki pamuk yapraklarinin tam genom metilasyon
karakterlerinin  haritalamasin1 ~ yapmugslardir.  Sonuglar  diger kromozomlarla
karsilastirildiginda kromozom 9 iizerinde metilasyonun oldugunu goéstermis fakat en
biiylik degisiklik NaCl stresi altindaki kromozom 8’de meydana geldigini rapor
etmislerdir.

2.2.2. 5-azaC uygulamalar1 ve DNA metilasyon ¢alismalar:

5-azasitidin (5-azaC), DNA metilasyonunun bir inhibitorii olarak etki eder ve
yaslanmadan sorumlu genler dahil olmak {izere bazi1 genlerin ekspresyonunu indiikler

(Shkute 2005).
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Bir baz analogu olan 5-azaC, DNA’da sitozinin yerine girer. Bu molekiil kimyasal
olarak metillenmedigi igin girdigi bolgelerde metillenme derecesi diiser. Bu molekiiliin
DNA’ya aktarilmasi gen ifadesini degistirir. Bir genin metillenmesi ile ifadesi arasinda
ters bir iligki vardir. Yani diisiik derecede metillenme, yiiksek oranda gen ifadesi anlamina
gelmektedir (Li vd. 2015).

Hipometilasyon ajanlar1 yaygin olarak genom c¢apinda demetilasyonun
sonuglarin1 incelemek i¢in kullanilir. 5-azaC, bir sitozin analogudur. 5-azaC
muamelesinin bitki tiirlerinin morfolojik, molekiiler ve sitolojik 6zellikleri iizerindeki
etkileri degerlendirilmesi DNA metilasyonunun fonksiyon ve mekanizmasini kesfetmek
icin 6nemlidir. Ornegin, 5-azaC muamelesi, yumru iceren Solanum tiirlerinin fenotipik
plastisitesini ve ¢ok cesitli tiirlerde DNA metilasyonu ve mikroRNA birikimi arasindaki
iliskiyi gelistirebilir. Yapilan birkag ¢alisma, reaktif 5-azaC’nin DNA demetilasyonunun
bitki morfolojisi ve gelisimini etkiledigini gostermistir. 5-azaC muamelesinin 1spanak
biiylime ve gelisimini yogun bir sekilde etkiledigini bulmuslardir. 5-azaC bilesigi, hem
hayvanlarda hem de bitkilerde DNA metilasyonunu inhibe eder (Gao vd. 2014). 5-azaC
tarafindan indiiklenen fenotipik degisiklikler daha 6nce ¢eltik, lahana, petunya, bugday
gibi cesitli bitki tiirlerinde gdzlemlenmistir (King vd. 1995). Onceki caligmalarda,
metilasyon paternlerinin, 6zellikle de demetilasyon olaylarinin, muamele edilmemis ve
5-azaC ile muamele edilmis bitkileri arasinda farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Bu
nedenle, biiylime ve gelismeyi diizenleyen bazi genlerin, demetilasyona yol agan ilacin
yiiksek konsantrasyonlar1 varliginda, gen aktivitelerini, bitki biiyiimesini ve gelisimini
etkileyebilecek sekilde demetilasyona tabi tutulabilecegini diistindiirmektedir (Li vd.
2015).

Aliiminyum (Choi ve Sano 2007), agir metaller ve su stresi (Aina vd. 2004),
genomdan ve spesifik lokuslardan sitozin metilasyonunda artisa veya azalmaya neden
olabilir. 5-azaC ile muamele, vernelizasyon gerektiren bitki tiirlerinde diisiik sicaklik
muamelesi ile yer degistirebilir (Yong vd. 2003).

Li vd. (2015) ispanak (Spinacia oleracea L.) bir ¢ift homomorfik cinsiyet
kromozomu X ve Y ile diploid bir dioik bitki oldugunu ve genom epigenetik
modifikasyonu i¢in bilinen bir siire¢ olan bitki DNA metilasyonu, bitkilerde gen
ekspresyonunu diizenledigini sOylemislerdir. Ispanak tohumlari, 1spanak biiyiimesi ve
cinsel gelisim Ttizerine DNA metilasyonunun etkilerini arastirmak i¢in, 5-azaC
demetilasyon reaktifi ile muamele etmislerdir. Elde edilen fenotipler, ¢imlenme yiizdesi,
kok uzunlugu, bitki boyu, ciceklenme zamani ve cinsel fenotip dahil olmak {izere
aragtirmiglardir. Sonuglar diisik bir konsantrasyonda (30 puM) 5-azaC’nin 1spanak
gelisimini ¢ok az etkiledigini ancak tohum ¢imlenmesini destekledigini gostermistir.
Cimlenme yiizdesi, kok uzunlugu ve bitki boyu 100-1000 uM’de 5-azaC ile negatif
korelasyon gosterdigini belirtmislerdir. Cigeklenme siiresinin 5-azaC ile dort muamelenin
de (30, 100, 500, and 1000 uM) tiimiinde 6nemli 6l¢iide azaldigimi gozlemlemislerdir.
Ayrica 5-azaC, i1spanagin cinsel fenotipini etkilemis ve monoik bireylerin yiizdesini
onemli Olglide artirmistir. Sonuglar olarak, vejetatif ve reprodiiktif biiyiime DNA
metilasyonu ile epigenetik olarak diizenlenebilecegini 6ne siirmiislerdir.

Kondo vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 5-azaC, uzun giin bitkisi olan Silene
armeria ve kisa giin bitkisi olan Perilla frutescens de ¢igeklenmeye sebep oldugunu 6ne
siirmiislerdir. Indiikleyici olmayan fotoperiyodik kosullar altinda fotoperiyodik
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ciceklenme ile iligkili genlerin ekspresyonunun DNA metilasyonu ile diizenlendigini
disiinmiislerdir. Cicekleri 5-azaC ile indiiklenen bitkilerin yavru délleri, indiikleyici
olmayan fotoperiyodik kosullar altinda ¢icek vermedigini gérmislerdir. Perilla
frutescens 5-azaC ve kontrol dollerinden genomik DNA’nin metilasyon durumunda
farkliliklar olamadigin1t DNA jel blot hibridizasyon analizi ile ortaya koymuslardir.
Sonuglar yavru dollerde yeniden iiretilen DNA demetilasyonu tarafindan c¢iceklenmeyle
ilgili genleri aktif hale getirdigini sOylemistir. Bu yeniden metilleme sistemi, her
jenerasyonda indiikleyici fotoperiyodik kosullara yanit olarak genlerin demetilasyonuna
izin verebilecegini sOylemislerdir. 5-azaC muamelesinin  Perilla frutescens’de
ciicelesmeye neden oldugunu ve bu oOzelliginde yavru bireylere kalitildigim
sOylemislerdir. 5-azaC indiiklenmis ciicelik ve demetilasyon/remetilasyon sistemi
aralarinda benzer iliskiler kuramamislardir. Genom ¢apinda metilasyon degisiklikleri,
Perilla frutescens’de MSAP analizi ile incelemisler ve sonuglarda da DNA metilasyon
durumunun fotoperiyodik kosullar ile degistirildigini gostermislerdir.

Kondo vd. (2006) 5-azaC ile muamele, uzun giinlerde kisa giin bitkisi olan Perilla
frutescens L. de ¢igeklenmeleri uyarildigini tespit etmislerdir. 5-azaC muamelesi, bitkisel
biliylimenin hafif baskilanmasina neden olmus, ancak baska fenotipler iizerinde belirgin
bir etki yaratmadigmni rapor etmiglerdir. 5-azaC ile muamele edilmis bitkilerin
yapraklarindan izole edilen ve Mspl ve Hpall enzimleri ile kesimi yapilan genomik
DNA ’nin southern hibridizasyon analizi yontemi ile 5-azaC muamelesinin demetilasyona
neden oldugunu tespit etmislerdir. 5-azaC kaynakli ¢igeklenmenin, kisa giin kaynakl
ciceklenmeye kiyasla geciktigini gozlemlemislerdir. DNA demetilasyonu Perilla
frutescens bir ¢igeklenme uyariminin iiretimini indiikleyerek ¢igceklenmeyi baslattigini ve
cigeklerin, 5-azaC ile dogrudan muamele edilmeyen alt bogumlarda bile olustugunu tespit
etmislerdir.

Fieldes ve Harvey (2004) ketende (Linum usitatissimum) erken c¢igeklenen
hatlarin 5-azaC tarafindan uyarildigini séylemislerdir. Her bir erken ¢igeklenen hatta
vejetatif bliylime ve faz gegisi tizerinde pleiotropik etkileri olan ancak ¢igek morfogenezi
tizerinde higbir etkisi olmayan erken cigeklenme fenotipi ii¢ bagimsiz lokusdaki
degisikliklerle kontrol edildigini 6ne siirmiislerdir. Biiyiime gelismenin karsilastirildigi
calismada fide ve geng bitkilerde erken ¢igeklenen hatlar ile bunlarin kontrolleri arasinda
birka¢ farklilik saptamislar ve gozlenen farkliliklar, erken ¢igeklenme hatlarinda
normalden biiyiikliigiiniin daha kiiclik ve biiylime oraninin daha yavas oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu hatlar ile onlarin kontrolleri arasindaki gelisimsel programdaki
temel fark erken cigceklenen hatlarda ge¢ kalan vejetatif donemi meydana geldigini ve
erken ¢igeklenen hatlar, normal yaprak sayisinin yaklasik yarisini olusturdugunu ve
kontrollerinin aksine ana gévde lizerinde iiretilen toplam yaprak sayisi ile bir dizi farkl
kosullar altinda yetistirildikleri ¢igeklenme yas1 arasinda bir iliski gostermislerdir. Bu
hatlar ve bunlarin kontrolleri arasindaki farkliliklarin ¢ogu erken ¢igeklenme hatlarindaki
gec vejetatif fazin hizlanmasina baglandigini rapor etmislerdir.

Tatra vd. (2000) Stellaria longipes’lerinin iki ekotipinde kok uzamasinin iginim
aracili plastisitesine genomik sitosin metilasyonunun yanitini arastirmiglardir. Stellaria
longipes siirgiinleri yiiksek ve diisiik oranlarda kirmizi ve uzak kizil 1sik altinda
yetistirmislerdir (sirastyla kirmizi: uzak kizil; 3.7 ve 0.7). Kok uzama ve metillenmis
sitozin igerigini 7 giinliik bir siire boyunca 6lgmiislerdir. Stellaria longipes’in siirgiinleri,
4 giin boyunca uzun siireli sicak muamelesinden sonra en yiiksek demetilasyon diizeyini
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gostermis oldugunu, bu da hizli kék uzama baslangicinin ilk giinii ile oldugunu 6ne
siirmiislerdir. Ozellikle, diisiik kirmizi: Uzak kizil 151k oranlariyla muamele edilen bitkiler
daha diisiik bir metilasyon seviyesi sergilediklerini tespit etmislerdir. Metilleme
derecesinin, govde uzama tepkisinin kontrol edilmesinde Onemli bir faktér olup
olmadigini arastirmak i¢in, hem alp bitkileri hem de ¢ayir bitkilerinin siirgiinleri, 5-azaC
ile desteklenmis MS (Murashige ve Skoog) ortaminda 14 giin boyunca biiyiitmiislerdir.
5-azaC muameleleri, alp bitkilerine gére gayir ekotipi bitkilerinin kok uzamasin1 daha
fazla tesvik etmesi amaciyla alp bitkilerinin ¢ayir ekotip bitkilerinden daha yiiksek 5-
azaC ve dolayisiyla daha diisiik metilasyon seviyelerine ihtiya¢c duydugunu rapor
etmislerdir.

Fieldes ve Amyot (1999) yaptiklar ¢alismada kisa, erken ¢igek acan bitkilerden
elde edilen 6 tane keten bitkisi (Linum usitatissimum) hattini, 5-azaC ile muamele edilmis
tohumlardan yetistirilen bitkilerin birinci nesil délleri oldugunu sdylemistir. Hatlarin
ticlincii ve dordiincii dol jenerasyonlari ve ii¢ hat arasindaki melezlerin F1 ve F» dolleri ve
onlarin muamele edilmemis kontrolleri indiiklenen fenotiplerin nispeten stabil kalitimini
gosterdigini ve indiiklenen degisikliklerin genetik kontrolii hakkinda bilgi sagladigini
rapor etmislerdir. Indiiklenen fenotiplerin bazi versiyonlar1 saptamislar, ancak yavru
nesillerinde gozlenen fenotipik degiskenligin biliylik bir kismi Ssegregasyona
dayandirmiglardir. Segregasyon modelleri, erken ¢iceklenme fenotipinin, 5-azaC ile
indiiklenen degisikliklerin {i¢ (veya daha fazla) bagimsiz lokusta kombine etkileri ile
belirlendigini gostermislerdir. Ayrica, bir lokusun indiiklenmis sekli baskin veya
dominant oldugunu, fakat diger lokuslarin indiikklenmis formlar1 ¢ekinik oldugunu
sOylemislerdir.

Fieldes (1994) yaptig1 calismada keten tohumu (Linum usitatissimum) 5-azaC ile
muamele etmis ve muamelelerin genel olarak bitki biliylimesi ve gelismesi iizerine ve daha
spesifik olarak Durrant’in biiyiik ve kiiciik genotroflarinin zit fenotipleri iizerindeki
dogrudan ve kalitimsal etkilerini incelemistir. 5-azaC, islenmis tohumdan yetistirilen
bitkilerin yiiksekliginde bir azalmaya neden oldugunu bulmustur. Bu bitkilerin ilk nesil
soylarinin yiizde yirmi ikisi de kisa fenotiplere sahip oldugunu ve ¢ogu durumda kisa
fenotipler birinci nesil bitkilerin ikinci nesil dolleri tarafindan sabit ve diizenli bir sekilde
kalitildigini sdylemistir. Ayrica yapilan muamele, ikinci nesil dollere de aktarilan ilk nesil
bitkilerin bir kag¢inda ¢iceklenme ¢aginda belirgin bir azalma sagladigini gostermistir.
Sonug olarak hepsinde olmasa da pek ¢ok yavru nesillerinde goriilen etkiler, muamele
tarafindan uyarilan kalitimsal degisiklikler epigenetik oldugunu kiigiik genotrofun
genomunun 5-azaC kaynakli kalitsal degisimlere biiylik genotrofun genomuna gore daha
az duyarl olmasi1 biiylik ve kii¢lik genotrof arasindaki farkliliklardan oldugunu rapor
etmistir.

2.2.3. Heterosis ve DNA metilasyonuyla ilgili yapilan ¢alismalar

Ulkemizde potansiyel tarim alanlarinin son smirma ulasilmis olmasi nedeniyle,
ekim alanlarim1 genisleterek iiretimi arttirma misir ve diger bitkilerde imkant
sinirlanmistir. Bu nedenle liretim genellikle, birim alandan alinabilecek verimi en yiiksek
seviyeye ¢ikarmakla miimkiin olabilmektedir (Konuskan 2000). Yiiksek verimli ve iistiin
Ozelliklere sahip yeni misir gesitlerinin elde edilmesi misir 1slah ¢aligmalarinin yogun bir
sekilde devam ettirilmesi ile gerceklestirilebilir. Amaca yonelik uygulanabilecek 1slah
caligmalar1 i¢inde melezleme 1slah1 6nemli yer tutmaktadir. Melez misir 1slahi,
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kendilenmis hatlar arasinda ilk melez doliin yiiksek verim elde etmek amaciyla iiretime

alinmasina F1 hibrit giicii 1slah1 veya kisaca hibrit 1slah1 ad1 verilmektedir (Karaca ve ince
2017).

Melez misirda goriilen verim artisi heterosis adi verilen olgunun bir sonucudur.
Heterosis, iki anag¢ arasindaki melezlemeden elde edilen bireyin verim ve diger 6zellikler
yoniinden iistiin olma durumudur. Melez bitki 1slaht ¢ogu bitkilerin 1slahinda basarili
oldugu gibi ticari misir endiistrisi i¢inde son derece énemlidir (Karaca ve ince 2017).

Melez giicii ilk olarak 1760’larda Kolreuter tarafindan tiitiin bitkisinde
saptanmistir. 1849 yilinda Gartner, gerceklestirdigi binlerce melezlemede F1 generasyonu
bitkilerinin her zaman ¢ok homojen oldugunu gozlemlemistir. Darwin 1877 yilinda
kendine dollenmenin bitkilerde gelisme ve verimlilik bakimindan olumsuz sonuglar
dogurduguna isaret etmistir. 1940 yilinda Shull, misir bitkisinde kendilenmis hatlarda
bitki boyu bakimindan azalmalarin ortaya c¢iktigini, bu saf hatlarin kendi aralarinda
melezlenmesiyle normal boy ve biiyiikliigiin yeniden kazanildigini1 saptamistir (Taba
1995; Sing, 2001).

Yiiksek heterosis oranina sahip melezlerin elde edilmesinde en Onemli
Ozelliklerden birisi, kendilenmis hatlar arasindaki genetik farkliligin biiyiikk olmasidir.
Diger taraftan kaynak popiilasyonu olarak kullanilacak hatlarin benzer genetik tabana
sahip olmalar1 da 6nemlidir. Kaynak popiilasyonlar hazirlanirken farkli heterotik gruplar
olusturulmalidir. Yiiksek heterosis oranini elde edebilmek icgin heterotik gruplar
kullanilmalidir. Diinyada en ¢ok bilinen heterotik model Reid x Lancaster modelidir.
Mo17 Lancaster heterotik grubunu temsil ederken Reid heterotik grubunu temsil eden ise
B73 musir hattidir (Soengas vd. 2003; Karaca ve Ince 2017).

Heterosisi elde etmek i¢in iki ana yaklagim kullanilmaktadir. Bunlardan ilki
heterosisi ebeveyn hatlar arasindaki genetik farklilik iliskisinden yararlanarak ortaya
koymak iken digeri ise heterosis ile ilgili kromozomsal bdliimlerin tanimlanmasi i¢in
QTL haritalamasidir. Nitekim bazi caligmalarda ebeveynler arasindaki genetik uzakliklar
ile heterosis arasinda bir iligki ortaya konmustur. Ancak bu iliskinin heterosisi
aciklayabilmesi i¢in heterosisin 6nemli bir sayida dominant etkiye sahip lokusun var
olmasi ve heterosiste dnemli olan genlerin linkaj dengesizligi gostermesi gerektigi farkli
arastiricilar (Charcosset vd. 1991; Charcosset ve Essioux 1994) tarafindan ortaya
konulmustur (Karaca ve ince 2017).

Heterosisin genetik nedenlerini agiklamak i¢in farkli yaklasim ve teoriler one
stiriilmiistiir. Bu yaklasimlar dominans, iistiin dominans ve sdzde {istiin dominanstir
(Veita ve Vaiman 2010). Bu hipotezlerden en eski hipotez dominantlik hipotezidir.
Dominansi hipotezi iki ebeveynden olusan bir hibritte istenen dominant genlerin
birikmesinden dolay1 ortaya ¢ikan heterosisdir. Ustiin dominansi hipotezine gore ise
dominant genleri heterozigot yapida bulunduran genotipler homozigot halde
bulunduranlardan daha gii¢lii olmas1 demektir. Ortaya atilan diger bir hipotez ise epistatik
etki hipotezinde, farkli lokuslardaki genlerin, diger genlerin lizerine yaptiklar1 etkilerin
de heterosise yol agtig1 ileri siiriilmektedir. Bu hipotezlere ek olarak marjinal istiin
dominansi hipotezi, pseudo {istiin dominansi, DNA metilasyon hipotezi ve eksik genler
icin tamamlayici genler hipotezleri verilebilir (Akel vd. 2018; Lauss vd. 2018; Karaca ve
Ince 2017).
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Heterosis, melezlemeden elde edilen bireyin verim veya diger 6zelliklerin 6rnegin
bliyiime hizi, bitki boyu, biyomas miktari, erkencilik, hastalik-zararlilara ve diger
abiyotik biyotik kosullara dayaniklilik, kalite gibi bir¢ok 6zellik yoniinden {istiin olma
durumudur (Lariepe vd. 2012). Bu durum, ¢ogu bitkinin 1slahinda basarili oldugu gibi
ticari misir endiistrisi iginde 6nemlidir. Heterosis ilk olarak misir (Zea mays L.) bitkisinde
giintimiizden yaklagik yiiz yil 6nce tespit edilmis olup tohum, kogan, bitki boyu, biyomas
vb. 6zelliklerde % 100-% 200’e varan artiglara neden olabilmektedir (Feys vd. 2018).

Bitki 1slahi1 ve iiretiminde pratik veya diger adiyla ekonomik heterosis daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ekonomik heterosis olgusunda bireyin performansinin iki
ebeveyninin ortalamasindan (ana ve baba olarak kullanilan bitkilerin) yiiksekligidir. Bazi
durumlarda i1yi ebeveyn heterosisi veya heterobeltosisi olarak adlandirilan olgu veya
fenomen de bireyin performansinin kendini olusturan iyi ebeveynin performansindan
daha yiiksek olusudur (Giivercin 2011). Hibritteki gen ekspresyonu kendilenmis hatlarin
ortalamasinin altinda ise diisilk dominansi olarak ortaya cikabilmektedir. Swanson-
Wagner vd. (2006) B73, Mo17 ve B73 x Mol7 fidelerinde yaptiklari denemelerinde F1
bitkisinde heterosisin en yiiksek oranda dominansi, bir kisminda iistiin dominansi ve bir
kisminda da diisiik dominansi oldugunu saptamislardir.

Giliniimiize kadar heterosisin mekanizmasiyla ilgili ilerlemeler kaydedilse de, bu
olayin biyokimyasal, fizyolojik ve molekiiler esasin1 agiklayan yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Uzun bir siire boyunca da bilim adamlari, heterosisi dominantlik ve
istiin dominantliga baglamis diger bazi arastiricilar ise gen interaksiyonlarinin heterosiste
biiyiik pay1 oldugunu belirtmislerdir. Hormonlar, metabolik denge, metabolik kontrol ve
eksik genler i¢in tamamlayic1 hipotezleri de mevcuttur. Son yillarda epigenetik
mekanizmasinin heterosis tizerine etkili oldugu yoniinde 6nemli bulgular bulunmaktadir
(Taba 1995; Hagemann ve Lambert 1988; Lariepe vd. 2012; Ji vd. 2014; Lauss vd. 2018;
Karaca ve Ince 2017).

Tamamlayici gen hipotezi Fu ve Dooner (2002) tarafindan, ortaya atilmis olup
heterosis  olgusunun  ebeveynlerde bulunmayan genlerin  Fi’de  Dbirbirlerini
timledigini/tamamladigini one siiren bir hipotezdir. Yirminci yiizyilin sonlarina dogru
heterosisi tanimlamaya yonelik fizyolojik ve molekiiler hipotezler de ortaya atilmistir.
Ornegin farkli organelleri (mitokondri veya kloroplast) tastyan musir hatlarinin bazi
heterosis 6zelliklerinin olusumuna neden oldugu goriilmiistiir. Aralarinda giberellinin de
bulundugu baz1 fitohormonlarin heterosis olusumuna neden olarak 6ne siiriilmektedir.
Ayrica bazi spesifik enzimlerin ve DNA metilasyonunun heterosise neden olduguna dair
goriis ve hipotezler mevcut iken metilasyon orani ile heterosis arasinda ters bir iligskinin
olabilecegi hipotezleride mevcuttur (Ma vd. 2011; Yang vd. 2011; Yang vd. 2015; Lauss
vd. 2018; Karaca ve ince 2017).

Epigenetik terimi, DNA’daki baz dizilerinde degisiklik olmadan ve yavru
hiicrelere aktarilabilen gen anlatiminin degisimi olarak ifade edilmektedir (Weinhold
2006). Epigenetik etki sadece DNA’daki baz dizileriyle degil protein, RNA ve diger
makro molekiillerle de kontrol edilir. Okaryotik hiicrelerde gen anlatim1 epigenetik olarak
kontrol edilebilmektedir. Bu epigenetik degisimler mitotik veya mayotik olarak nesilden
nesile aktarilabilir. DNA metilasyonu ve modifikasyonlari, genomik imprinting, transgen
sessizlesmesi, histon modifikasyonlar1 (asetilasyon, metilasyon, ubikitinasyon,
fosforilasyon, vb.), X kromozom inaktivasyonu, kodlama yapmayan RNA’larla mRNA
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anlatimmin kontrol edilmesi ¢igeklenme, genetik imprint gibi bitkilerde 6nemli olan
durumlar epigenetik olarak gergeklesmektedir (Grozsman vd. 2011; Wollman vd. 2012;
Karaca ve ince 2017).

DNA molekiiliinde bulunan metilasyon epigenetik diizenlemeler arasinda en iyi
anlasilmis olan mekanizmadir (Bestor 2000; Bird 2002). DNA sitozin metilasyonu, gen
promotorlerinde kromatin ve gen transkripsiyonunun baskilanmasiyla iligkilidir (Zhu
2009). Besinci pozisyonundaki sitozinin metillenmesi bitkilerde ve memelilerde en ¢ok
calisilmis epigenetik degisimlerdendir (Ince ve Karaca 2017).

Kimya biliminde metilasyon bir kimyasal bilesige bir metil (CH3) grubunun
baglanmasi1 veya transfer edilmesidir. Biyokimya biliminde ise spesifik olarak bir
hidrojen atomunun bir metil grubuyla yer degistirmesi anlaminda kullanilmaktadir.
Metilasyon DNA molekiilii {izerinde bilinen ender kovalent modifikasyonlardan olup
ozellikle sitozinin 5 nolu karbonunda ger¢eklesmektedir. Metilasyon primidin dimerlerin
olusumuna neden oldugu gibi, transkripsiyonun baskilanmasi, transpozonlarin
hareketlerinin kisitlanmasi, genomik imprinting, X kromozom inaktivasyonu, doku ve
organ spesifik gen ekspresyonunda da etkilidir. Metilasyon CG zengin dizilerde daha
etkin olmaktadir. Bitki genomlarinda epigenetik etkilerin ve sonuclarin baslica kaynagi
DNA diizeyindeki metilasyonudur. Bitki genomlarinda farkli metil transferaz enzimlerin
hedeflerinin CG, CHG ve CHH adaciklar1 (H baz1 A, T, veya C olmak iizere) oldugu
bilinmektedir. Sitozinlere metillerin eklenmesinde RNA destekli DNA metilasyon
mekanizmasi ile ¢ok sayida kiiciik RNA molekiilleri gorev yapmaktadir. DNA metilasyon
seviyesinin ¢ok yiiksek (hipermetilasyon) veya ¢ok diisiik (hipometilasyon) olusu
aralarinda DNA replikasyonu ve onarimi, gen transpozisyonu ve transkripsiyonu, hiicre
farklilasmasi ve gen suskunlugu, imprinting, biyo-savunma, transgen ifadesi, hiicrede
yabanct gen ifadesinin de yer aldigi birgok genetik fonksiyonu etkilemektedir.
Aragtirmalarda sitozin metilasyonu kullanilmasinin temel nedeni cogu organizmada
embriyonik ve dogum oncesi gelisim, kanser, bakteriyel konuk savunmasi, transgen
suskunlugu, hormon regiilasyonu, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi yanit
olusumu, genom katlanmasi ve tiirlesme, heterosis, imprinting olaylar1 {izerine etkili
olmasindan dolay1 kullanilmaktadir (Holiday 1990; Vanyushin 2006; Barciszewska vd.
2007; Vanyushin ve Ashapkin 2011; Bhardwaj vd. 2013; Fan vd. 2013; Gohlke vd. 2013;
Ma vd. 2013).

Bitkilerde DNA metilasyonu canlilik, iiretkenlik, lireme, genetik saflik, tuza,
kuraga, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayaniklilikla ilgili olabilmektedir (Kalinka
vd. 2017). Genomda nokta mutasyonlari olarak adlandirilan mutasyonlar tizerine DNA
metilasyonun etkili olabildigi ve bu nedenle DNA metilasyonunun evrimsel
doniistimlerde 6nemli oldugu ileri siiriilmiistiir (Gorelick 2003; Wu vd. 2018; Karaca ve
Ince 2017). Alonso vd. (2015)’e gore, metilli sitozin bazlarmim metillenmemis sitozinlere
oranla daha yiiksek oranda mutasyona ugradiklarini saptamistir.

Genler arasindaki etkilesimler epistaz (veya epistasis) olarak isimlendirilebilir.
Epistaz etkide farkli lokuslardaki genlerin birbirleri iizerine yaptiklar1 etkilerin de
heterosise yol actigr ileri stiriilmektedir. Epistaz etki iki sekilde; epistatik etki veya
hipostatik etki olarak goriiliir. Epistatik etkinin olmas1 ancak hipostatik etkinin veya tam
tersi, etkilerin varligiyla ortaya cikabilir. Etkisizlestirilen gen hipostatik gen, etkileyen
gen ise epistatik etki eden gendir. Heterosisin ortaya ¢ikmasini saglayan etki epistatik
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etkidir. Epistatik etki domates bitkisinde belirgin olarak goriilmektedir. Robbins
tarafindan yapilan denemede “Red Current” ve “Johannesfeuer” domates c¢esitleri kok
uclar1 agarli besin ortaminda yetistirilmistir. Vitaminsiz zayif besin ortamlarinda her iki
cesitte de kok biiylimesi zayif olmustur. Ortama nikotinamit katildiginda
“Johannesfeuer”, pridoksin katildiginda da “Red Current” c¢esidinin kokleri hizla
biiyiimeye baslamustir. iki ¢esidin melezlenmesiyle elde edilen F1 bitkilerin kokleri ise
biitliin ortamlarda ¢ok iyi biiylime gdstermistir. Epistasinin heterosise yol actigini ileri
stirenler bu durumu her iki vitaminin biyosentezinde engel olusturan bazi faktorlerin iki
farkli ¢esitte mevcut oldugunu ve melez bitkilerde, farkli lokuslardaki allel genler
arasindaki iligkilerin bu engelleri ortadan kaldirdig1 bigiminde agiklamaktadir (Xiao vd.
1995; Birchler vd. 2003; Virmani vd. 2003; Li vd. 2008; Seifert vd. 2018).

Bitkiler ile hayvanlar arasindaki DNA metilasyonu karsilastirildiginda biiyiik
farkliliklar bulunmaktadir. Bitkilerde yaygin olarak bulundugu i¢in metil sitozin bazen
besinci baz olarak da adlandirilmaktadir (Kenichi vd. 2009; Gohlke vd. 2013). Literatiir
arastirmasinda DNA metilasyon diizeylerinin tespitinde yaygin olarak MSAP yonteminin
yogun olarak kullanildigi goriilmektedir. MSAP ucuz ve kolay bir yontem olmasina
ragmen calistigi hedef bolgenin azligi yaninda ve enzim tabanli olmasi nedeniyle
metodolojik dezavantajlara sahiptir. Diger taraftan bisiilfit sekanslama teknigi yiiksek
¢oziinlirliigl ile spesifik gen bolgesinde yiliksek dogrulukta galigilabilmektedir. Global
diizeydeki metilasyon analizleri bisiilfit sekanslama teknigi verileriyle birlikte analiz
edilecek olmast metodolojik 6zgiinlilk sunmaktadir. Bu yontemde bisiilfit uygulanmasi
ile genomik DNA sodyum bisiilfit ile muamele edilerek 5-metilsitozin ve hidroksimetil
sitozin disindaki metillenmemis sitozinler urasile doniistiiriilmektedir. Bisiilfit
uygulamasindan sonra hedef bolge PZR ile ¢cogaltilip ya amplikon diizeyinde ya da sekans
diizeyinde analizi gerceklestirilmektedir. Her iki yontemde de metilasyon diizeyi
kontrollerle (bistilfit uygulamas1 uygulanmamis) karsilastirilarak saptanmaktadir.
Sekanslama yontemi kullanilmasi durumunda her bir sekans ve her bir sekanstaki
metilasyon diizeylerinin pozisyonlar: tespit edilebilmektedir (Wang vd. 2011; Karaca ve
Ince 2017).

DNA metilasyonunun tespitinde kullanilan yaygin yontemlerin basinda gelen
restriksiyon enzim tabanli yontemlerde en etkin olarak kullanilanlar restriksiyon
enzimleri izosizomerleridir. Ornegin AFLP y&nteminin bir modifikasyonu olan MSAP
yonteminde Hpall ve Mspl izosizomerleri kullanilmaktadir. Her iki enzim hedef bolgede
(5'-CCGG-3') bulunan dizileri tanimakta ancak kesme islemlerinde farkliliklar
gostermektedir. Ornegin Hpall enzimi 5'-CCGG-3’ dizisindeki sitozinlerin her ikisi
metillenmis ise kesme islemini gerceklestirememektedir. Ancak 5'-CCGG-3’ dizisinde
bulunan tek bir sarmaldaki sitozin metillenmis ise kesme islemini ger¢eklestirmektedir.
Mspl enzimi ise dizideki i¢ bolgede yer alan sitozin metillenmis yani 5'-C"CGG-3' ise
kesim yapmakta ancak distaki 5-"CCGG-3’ metillenmis ise kesim yapmamaktadir.
Boylece iki farkli organizma genomlari veya ayni organizmanin farkli dokulari arasindaki
hedef bolgelerde var olan metilasyon polimorfizmi tespit edilebilmektedir (Li vd. 2011).
Bu yontemin en biiyllk dezavantaji enzim tabanli olmasi nedeni ile kesim
polimorfizminin DNA’nin kalitesiyle iligkili olmast ve sadece CG motiflerinde
metilasyonu belirleyebilmesidir. Bu yontemin diger bir dezavantaji ise polimorfizmi
fragman tabanli olup metilasyonun DNA diizeyinde belirlenmesi i¢in ek calismalara
ihtiya¢ duymasidir. Ancak maliyetinin diisiik olmasi analizlerin kolay olmasi1 kiiciik
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laboratuvarlara uygun olmasi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir (Lele vd. 2018;
Karaca ve ince 2017).

Metilasyon calismalarinda en yaygin kullanilan ve siirekli yeni tekniklerle
desteklenen yontem bisiilfit doniisiim veya bisiilfit sekanslama olarak bilinen yontemdir.
Bu yontemde bisiilfit uygulamasi ile genomik DNA sodyum bisiilfit ile muamele edilerek
5-metilsitozin ve hidroksimetil sitozin disindaki metillenmemis sitozinler (CG, CHC ve
CHH), urasile doniistiiriilmektedir. Bisiilfit uygulamasindan sonra hedef bolge PZR ile
cogaltilip ya amplikon diizeyinde ya da sekans diizeyinde analizi ger¢eklestirilmektedir.
Her iki yontemde de metilasyon diizeyi kontrollerle (bisiilfit uygulamasi uygulanmamis)
karsilastirilarak saptanmaktadir. Sekanslama yontemi kullanilmast durumunda her bir
sekans ve her bir sekanstaki metilasyon diizeylerinin pozisyonlari tespit edilebilmektedir
(Wang vd. 2011).

Bisiilfit doniisiimii ¢ift sarmalli DNA molekiiliiniin sadece tek bir sarmalinda
olmasi nedeni ile uygulama (bisiilfit muamelesi sirasinda) denatiirasyon ve renatiirasyon
islemleri gerceklestirilerek her iki sarmalda bisiilfit donilistimii gergeklestirilmektedir.
Bisiilfit yontemin en belirgin dezavantaji PZR ¢ogaltiminda kullanilacak hedef bdlge
uzunlugunun 1000 bp’nin altinda olmasi ve dolayisiyla uzun hedefler i¢in ¢ok sayida
primer ¢iftinin gerekliligidir (Vanyushin ve Ashapkin 2011; Karaca ve Ince 2017).

Literatiirde musir bitkisinde heterosis ve DNA metilasyonlar1 ile ilgili bazi
calismalar bulunmakla birlikte DNA sitozin metilasyonun heterosis etkisi konusunda
onemli diizeyde eksiklikler bulunmaktadir (Lauria vd. 2014). Ayrica promotdr ve gen
kisimlarindaki DNA  metilasyon durumlart musir  bitkisinde yeterli diizeyde
calisilmamigtir. Diger bazi organizmalarda promotdr ve gen kisimlarinin metilasyon
diizeyleri arasindaki farkliligin belirlenmesine ragmen muisir bitkisinde bu konuyla ilgili
oldukga az galisma bulunmaktadir. Ornegin bazi organizmalarda gen kismi metilasyonu
gen ifadesine olumlu katki sunmaktadir (Wang vd. 2014). Bazi organizmalarda 6rnegin
celtik ve Arabidopsis’de gen kisimlarindan olan intron, ekson ve translasyona alinmayan
diziler arasinda metilasyon farkliligi bulundugu bu farkliligin baz1 genlerde gen ifadesine
olumlu katki sunarken diger bazi genlerde olumsuz katki sundugu tespit edilmistir
(Kenichi vd. 2009; Chen 2013).

Metilasyonun genellikle gen ekspresyonunu susturmasi olarak ortaya ¢iksa da bu
durum genel bir kural olarak diigiiniilmemektedir. Promotor ve gen kisimlari metilasyon
diizeyleri ve igerikleri ile gen fonksiyonuna bagli olarak metilasyon diizeylerinde
farkliliklar tespit edilmistir. DNA sitozin metilasyonun gen ifadesini artirma veya azaltma
etkisinin disinda genomda sitozin bazinin timin bazina transisyonuna neden oldugu ve
boylece bazi genetik hastaliklarin olusumuna neden oldugu da One siiriilmektedir
(Kenichi vd. 2009; Chen 2013).

Li vd. (2011)’e gore DNA metilasyonunun tespitinde kullanilan yaygin
yontemlerin basinda restriksiyon enzim tabanli yontemler gelmektedir. Bu yontemlerde
en etkin olarak kullamlanlar restriksiyon enzimleri izosizomerleridir. Ornegin AFLP
yonteminin bir modifikasyonu olan MSAP yonteminde Hpall ve Mspl izosizomerleri
kullanilmaktadir. Her iki enzim hedef bolgede (5'-CCGG-3’) bulunan dizileri tanimakta
ancak kesme islemlerinde farkliliklar gostermektedir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaj
enzim tabanli olmasi nedeni ile kesim polimorfizminin DNA'nin kalitesiyle iligkili olmasi
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ve sadece CG motiflerinde metilasyonu belirleyebilmesidir. Bu yontemin diger bir
dezavantaji ise polimorfizmi fragman tabanli olup metilasyonun DNA diizeyinde
belirlenmesi igin ek ¢alismalara ihtiyac (diisiik ¢iktil1) duymasidir (Karaca ve ince 2017).

Fan vd. (2013) pamuk bitkisinde soguk uygulamasiyla metilasyon paterni ve
frekansi arasinda iliski tespit etmislerdir. Arastiricilar sogugun DNA stozin seviyesini
etkileyerek gen ifadesinin diizenlenebilecegini 6ne stirmiiglerdir. Bhardwaj vd. (2013)
Macrotyloma uniflorum bitkisinde kurakliga dayanikli genotipte metilasyonun daha
yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Furrow vd. (2011) epigenetik kalitimin g¢evresel
faktorlerden etkilendigini ve bu bulgunun kayip kalitimin belirlenmesinde 6nemli
oldugunu, van Ijzendoorn (2011) kalitim hesabinda genotip x ¢evre etkilesiminde
epigenetik katkinin eklenmesi gerektigini vurgulamistir. Smulder ve de Klerk (2011) bitki
doku kiiltlirlinde olusan varyasyonun DNA ve histon metilasyonu ve histon
deasetilasyonundan kaynaklandigini belirlemislerdir. Seymour vd. (2008) meyve gelisimi
ve olgunlasmada gorev alan genlerin epigenetiksel olarak regiile edilebilecegini
derlemelerinde belirtmislerdir. Bitkilerde DNA metilasyonunun abiyotik stres, genom
katlanmasi, imprinting, ¢igeklenme, vernelizasyon, introgresyonla iligkilerini ortaya
koyan g¢alismalar mevcuttur (Keyte vd. 2006; Schmitz ve Amasino 2007; Kenichi vd.
2009; He vd. 2011; Yang vd. 2011; Li vd. 2011; Karaca ve Ince 2017).

Kawanabe vd. (2016) Arabidopsis thaliana'daki heterosise epigenetik katkiy1 ele
almak i¢cin DNA metilasyonunda rolleri olan mutant genler kullanilmistir. C24 ve
Columbia-0 (Col) arasindaki melezler RNA polimeraz IV (Pol IV) veya metiltransferaz |
(MET1) fonksiyonu olmadan biyokiitle heterosisinin diizeyini azaltmadigimni tespit
etmislerdir. DNA metilasyonunda azalmada (ddml) bir mutasyonla melezler heterosis
seviyesinde azalma gostermistir. Ddm1 mutant melezindeki vejetatif heterosis azaltilmis,
fakat elimine edilmemis; Heterosis diizeyini olusturmak i¢in kritik olan tiim lokuslarda
metilasyonda bir degisiklik olsaydi, tam bir diisiis olabilecegini eger lokuslarin bir kismi
metilasyon degisikligine sahipse sadece heterosiste kismi bir azalma olabilecegini 6ne
siirmiislerdir.

Sun vd. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada misirda heterosisin molekiiler tabanini
anlamak, hibritlerin ve ebeveynlerinin (Zheng58 and Chang7-2.) fide kok ve
yapraklardaki ve dollenmeden 15 giin sonraki endosperm ve embriyodaki metilasyon
paternlerini tahmin etmek i¢in MSAP metodu kullanmislardir. Tiim dokularda hibritlerde
metilasyon seviyeleri ebeveynlerin ortalama degerlerinden daha diisiik, demetilasyon
olaylarmin hibritlerde daha yiiksek oldugunu soylemislerdir. Hibritlerdeki azalan
metilasyon ve artan demetilasyon olaylarinin ebeveynlerin baskinin azalmasina ve hibrit
fenotipik varyasyonla iliskili ¢esitli genlerin ekspresyonuna izin vermesiyle
iliskilendirmislerdir. G6zlenen metilasyon paterni degisikliklerini daha fazla arastirmak
icin, 50 farkli sekilde goriintilenen DNA fragmanlarini sekanslamiglardir. BLAST
analizi, 13 fragmanin, metabolizma, transpozon / retrotranspozonlar, geligim, stres tepkisi
ve sinyal transdiiksiyonu ile ilgili proteinler dahil olmak iizere, misir veya diger bitki
tiirlerinde bilinen fonksiyonel proteinler ile benzerlik paylastigini ortaya ¢ikarmislardir.
Bu proteinler ile iligkili genlerin misir azmanligina dnemli dl¢iide katki saglayabilecegini
One siirmiislerdir.

Lauria vd. (2014) MSAP, bisiilfit sekanslama ve metil sensetif PZR tekniklerini
kullanarak Mo17 musir hattinda CG adacik metilasyonlarinin genellikle gen dizilerinde
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bulundugunu ve metilasyonun bir ka¢ generasyon devam ettirildigini belirlemislerdir.
Aragtiricilar misirda  DNA  sitozin metilasyonun dogal bir olgu oldugunu &ne
siirmiiglerdir. MSAP analizlerine dayanarak arastiricilar, misir bitkisinde gen kisim
metilasyonunun transkripsiyon iizerine etki etmedigini belirlemislerdir.

Liu vd. (2014) DNA metilasyonunun heterosise etkilerini ortaya koymak adina iki
elit hat ve bunlarin melezlerini c¢alismislardir. MSAP yontemi ile gergeklestirilen
caligmada hibritlerin metilasyon diizeylerinin ebeveynlerden daha az diizeyde oldugunu,
demetilasyonun hibritlerde daha yiiksek diizeyde oldugunu tespit etmislerdir.

Shan vd. (2013) musir bitkisinde DNA metilasyon seviyesi ile soguga alisma
(adaptasyon) arasinda dogrudan iligski saptayamamis ancak indirekt olarak soguga alisma
ile metilasyon diizeyi degisimi arasinda iliski bulundugunu MSAP analizi ile ortaya
koymuslardir.

Tani vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada heterosisi, melezlenmis organizmalarin
kendi ebeveynleri ile karsilastirildiginda bir veya daha fazla karakterinde tistiinliigii ifade
ettigini sdylemislerdir. Bu istiinliiglin boy, biiylime orani artis1 ve verim artis1 ile iligkili
olabilecegini de One siirmiiglerdir. DNA metilasyonu heterosisi gostermek i¢in dnemli
olan bircok gen ekspresyonunu etkileyen genom boyu genel diizenleyici epigenetiksel bir
mekanizmadir tanimini  yapmislardir. Onceki ¢alismalara gore, misirdaki DNA
metilasyonu, farkli genotipler (ebeveynler ve melezler) ve gelisim asamalar1 arasinda
degismektedir. Yaptiklar: bu son ¢aligmada biiylime kosullarinin DNA metilasyonunun
seviyesini ve paternlerini etkiledigini gostermektedir. Ebeveynler ve melezleri iki farkli
bitki yogunlugu altinda (1.5 m ile 0.513 plant/m? ve 0.25 m ile 18.5 plant/m? yogunlukta
yetistirmislerdir. DNA’nin belli bolgelerinde metilasyon paterni iizerindeki yogunluga
bagl stresin CRED-RA teknigi kullanarak incelemislerdir. Sonuglar hibritlerin,
ebeveynlere gore yogunlukla iligkili metilasyon degisikliklerine daha direngli oldugunu
gostermislerdir.

Waters vd. (2011) DNA metilasyonu ile bazi genlerde susturma isleminin
bulundugunu ve bu islemin ebeveynlerin orjinlerine goére degistigini saptamislardir.
Aragtiricilar ¢alismalarinda endosperm ve embriyo dokularindan elde ettikleri RNA
analizlerine gore ortaya koymuslardir.

Zha vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada heterosisin performansindaki metilasyonun
roliinii incelemek i¢in, pamuk heterotik melezleri / nonheterotik melezler ve bunlarin
ebeveyn soylart arasindaki Sitozin metilasyon paternlerindeki farkliliklart MSAP
yontemini kullanarak fide asamasindan ¢igeklenme asamasina kadar metilasyon
diizeyindeki degisimi arastirmislardir. Sonuglar, yiiksek heterotik hibridlerde bulunan
demetilasyon lokuslarinin sayisinin, diisiik heterotik hibritlerde daha yiiksek oldugunu ve
fide asamasindaki pamukta DNA sitozin metilasyonunun seviyesinin ¢i¢eklenme
asamasindan daha yiiksek oldugunu gostermistir. Diisiik kopya genomik bolgelerdeki
degistirilmis metilasyon paternleri DNA jel blot analizi ile dogrulanabilir. Farkl
metilasyon paternleri gésteren toplam 39 fragman klonlanlamis ve sekanslamislardir. Bu
genlerin metilasyon durumu, hibrit ve ebeveynlerde farkli olarak modifiye edilmis ve bu
durumda bu genlerin, heterosis performansinda rol oynayabilecegini diistinmiislerdir.
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Lu vd. (2007) yaptiklari galismada 2 adet kendilenmis misir hatlarindan piiskiilde,
brakte yapraklarinda ve kulakg¢ikta ki 5-CCGG-3’ bolgerinde ii¢ dokunun metilasyon
paternleri ve DNA sitozin metilasyonu seviyeleri Kkarsilastirmak icin MSAP
kullanmislardir. Ug doku arasinda sitozin metilasyon diizeyindeki anlamli farklar ve iki
adet kendilenmis olan musir hatlarinda aymi degisim egilimini saptamiglardir. MSAP
oranini Ve tam metilasyon seviyelerini brakte yapraklarda en yiiksek bulurlarken piiskiilde
en diisik bulmuslardir. Her iki musir hattinda ayni dokularda farkli metilasyon
seviyelerini de gozlemlemislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden (DATAE) temin
edilen Stiff Stalk ve Lancaster heterotik gruplarinin énemli temsilcileri olan Mo17 ve B73
(Zea mays L.) kendilenmis saf misir hatt1 tohumlar1 kullanilmustir. Ilk yil her bir hat i¢in
ticer saks1 hazirlanmis ve her saksida da tiger bitki yetistirilmistir. 2014 yilinda kendileme
calismalar1 yapilmistir. 2015 yilinda ise Mo17 x B73 melezlerinden F1 tohumluklari elde
edilmistir. Calismaya 2016 yilinda da devam edilmistir. 2016 yilinda yapilan ekimde de
hem melezleme ¢aligsmalari hem de F1 bitkisinin kendileme ¢aligmalar1 devam etmistir.

Molekiiler analizler yapilarak Fi1, Mol7 ve B73 genetik safiyet aragtirmalar
gercgeklestirilmistir. Calismada kullanilan B73 hattinda genetik karigikligin oldugu tespit
edilmistir. Mikrosatellit markirlar1 kullanilarak yapilan c¢alismalarda calisilan lokuslar
yoniinden uygun allelik patern gosteren Mol17, B73, F1 (Mol17 x B73) bitkileri markir
destekli seleksiyon yontemleri kullanilarak segimleri gergeklestirilmistir.

3.2. Bitki Materyallerinin Yetistirilmesi ve Orneklerin Toplanmasi

Calismada 53 cm yliiksekliginde ve 68 cm genisliginde saksilar 1/3 toprak, 1/3 torf
ve 1/3 perlit oranlar1 dikkate alinarak hazirlanmistir. Birinci y1l B73 ve Mo17 musir hatlart
icin acik alanda iiger saks1 olmak iizere 6 saksi hazirlanmstir. ilk yil yapilan tohum
ekimleri mart 2014°iin ilk haftasinda saksilara esit araliklarla yapilmistir. Yetistirmede
tohumlar fide donemine kadar sera sartlarinda biiyiitiilmiis ve daha sonra saksilar agik
alana alinmstir.

Birinci yilda yapilan ekimde kendileme calismalar1 yapilmustir. Ikinci yilda ise
ekim, mart 2015’in ilk haftasinda Akdeniz Universitesi arastirma seralarinda hem
kendileme hem melezleme caligmalar1 yapilarak F1 tohumlarn elde edilmistir. 2016
yilinda yapilan ekimde de hem tohum ¢ogaltmak amaciyla hem melezleme c¢aligmalari
hem de F: bitkisinin kendileme ¢aligmalari devam etmistir. Ekim islemlerinden sonra
deneme alanlar1 her giin ziyaret edilmis ve gerekli gilibreleme ve sulama islemleri
gergeklestirilmistir.

Kocan kavuzlarinin kuruyup tanenin sertlesip normal goriinen rengini almasi
misirin  hasat olgunlugu devresine geldigini gostermektedir. Kogan kavuzlarinin
kurudugu ve tanenin sertlestigi donemde hasat islemleri gergeklestirilmis ve hasat edilen
kocanlar kese kagitlarina toplanmastir.
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Sekil 3.1. Bitki materyalinin serada yetistirilmesi. a) Misir tohumlarinin saksiya
ekilmesi, b) Kendileme ve melezleme islemlerinin yapilmasi, ¢) Hasat
islemlerinin yapilmasi

3.3. NaCl ve 5-AzaC Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi ve Uygulamalari
3.3.1. 150 mM NaCl konsantrasyonunu hazirlama

Bir madde baska bir madde molekiilleri veya iyonlar1 halinde homojen
dagildiginda ortaya ¢ikan karisima ¢dzelti adi verilir. Iyonlar1 ve molekiilleri halinde
dagilan maddeye c¢oOziinen madde, maddeyi ¢ozen diger maddeye ise ¢oziicii adi
verilmektedir. Cozeltideki ¢oziinmiis madde miktar1 ise konsantrasyondur. Buradaki
durum ise 1 litre ¢6zeltide ¢6ziinen mol sayis1t molarite konsantrasyonudur.

150 mM NaCl stogu (MA 58.5, Amresco) asagidaki molarite formiiliinden (3.1)
yararlanilarak hazirlanmistir.

Molarite= kullanilacak miktar (g) / MA X Litre (3.2)

Steril 1 litrelik cam siseye hazirlanan stok i¢in 87.75 g NaCl tartilarak 1 litre distile
steril su igerisinde ¢6ziilmiis ve kullanmadan 6nce 10 kat seyreltilerek kullanilmustir.

3.3.2. 1.5 mM 5-azaC konsantrasyonunu hazirlama

Oncelikle 450 mM 5-azaC stogu hazirlanip bu stoktan giinliik olarak 1.5 mM 5-
azaC stogu hazirlanmistir.

450 mM 3 mL 5-azaC stogu (MA 244.20, Amresco) molarite formiiliinden (3.1)
yararlanarak hazirlanmistir.
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Steril 5 mL’lik tiiplin i¢ine hazirlanan stok i¢in 0.33 g 5-azaC tartilip DMSO
(Dimetil siilfoksit) ile 3 mL’ e tamamlanmistir ve bunun iginde ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan
bu stok karanlik ve -20 °C saklanmustir.

Her giin yeniden hazirlanan 1.5 mM 5-azaC stogu i¢in hassas terazi iizerinde steril
bir konteyner iginde 20 mL su tartilarak tizerinden pipet ile 66.7 uL ¢ekilip atilmis ve 450
mM 5-azaC stogundan 66.7 uL 5-azaC konteynerin igine konmustur.

3.3.3. NaCl ve 5-azaC konsantrasyonlarinin uygulamalari

Sera sartlarinda ve acik alanda kendileme ve melezleme caligsmalarindan elde
edilen melez tohumlar1 ve bu melezlerin ebeveynlerine ait tohumlar1 12 x 12 cm
biiyiikliigiinde ¢imlendirme bloklarinda 150 mM NaCl ve 1.5 mM 5-azaC
konsantrasyonlar1 ve kontrol grubu icin su kullanilarak 6 giin boyunca ¢imlendirme
denemelerine alinmigtir (Sekil 3.2).

Cimlendirme bloklarina ii¢ sira olacak sekilde esit araliklarda ve esit derinlikte
ekimlerinin saglanmasi amaciyla calisma i¢in tasarlanan bir tohum ekim kalib1
kullanilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. NaCl ve 5-azaC uygulamalarinin yapildigi tohum ekim kalib1 ve ¢imlendirme
bloklar1

Cimlendirme islemi B73, Mo17 ve F1’de her bir ¢cimlendirme blogunda 3x7 tohum
ile kontrol, NaCl, 5-azaC uygulamasi kullanilarak 7 replika olacak seklinde
gerceklestirilmistir.

1- Kontrol grubu igin ilk olarak 100 mL hacimli beher nemlendirilmis torf ile
doldurulmus, torf ¢imlendirme bloguna aktarilmistir. Torf ¢imlendirme blogu
igerisinde bastirilip, sikistirildiktan sonra kontrol uygulamasi igin bir
pskiirtmenin hacmi 100 pL olmakla birlikte 10 piiskiirtme yapilarak su ile
islatilmigtir. Bu asamadan sonra uygulamaya alinacak tohumlar hazirlanan
cimlendirme bloguna uygun araliklar ile yerlestirilmis, yiizeyini kaplayacak
sekilde torf eklenmis ve tekrar sikistirilmistir. Son olarak ayni piiskiirtme hacmi
ile 20 kez su ile islatilmis ve ¢imlendirme bloklarinin agzi stre¢ film ile
kapatilmistir.
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2- NaCl ve 5-azaC gruplari i¢in NaCl soliisyonu 150 mM ve 5-azaC soliisyonu 1.5
mM olarak hazirlanmistir. Kontrol grubunda su ile gergeklestirilen islemler NaCl
ve 5-azaC uygulamalarinda ayni hacimde hazirlanan NaCl ve 5-azaC soliisyonlari
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

3- Bu ii¢ grup iginde hazirlanan ¢imlendirme bloklar1 16 saat 30 °C ve 8 saat 25
°C’ye ayarlanmis iklimlendirme kabininde 6 giin (144 saat) boyunca
bekletilmistir. Her giin ayn1 saatte piiskiirtme yontemi ile daha once belirtilen
hacim de (100 pL) 20 kez piiskiirtme yapilarak 5-azaC, NaCl uygulanmis ve
kontrol grubu i¢in su kullanilmistir. 5-azaC soliisyonu uygulama igin her giin
yeniden hazirlanmstir.

3.4. Heterosis Calismalari
3.4.1. Tohum agirhiklarinin dl¢iilmesi ve heterosisin tespiti calismalari

Mo17 ve B73 musir hatlarina ait tohumlar ile bu hatlara ait F1 bitki tohumlar1 25’er
adet sayilip tartilmis ve bu islem her bir genotip icin 12 kez tekrarlanarak 12 tekerriir
olusturulmustur. Tohum agirliklar1 tek yonlii varyans analizine JMP 8.0 istatistik
programi kullanilarak ortalamalar Tukey testi ile karsilastirilmis ve 0.001 6nemlilik
diizeyleri belirlenmistir. Ebeveynlerin ortalamasi (EO) ve iistiin ebeveyn (UE) degerleri
iki farkli heterosis tespiti yapilmistir. Ortalama heterosis (“Average Heterosis” veya
“Mid-Parent Heterosis”) (3.2) ve heterobeltosis (“Useful Heterosis”, Economic veya
“Better-Parent Heterosis”) (3.3) degerleri asagida gosterilen formiiller kullanilarak
hesaplanmustir.

Heterosis (%): (F1-EO)/EO x 100 (3.2)
Heterobeltosis (%): (F1-UE)/UE x 100 (3.3)
3.4.2. Fide agirhiklariin ol¢iilmesi ve heterosisin tespiti calismalari

Her bir genotip (Mol7, B73, Fi1) ginliik su (kontrol), NaCl ve 5-azaC
uygulamasimin ardindan 6 giiniinii dolduran fidelerin agirliklar1 torflart bol su ile
yikanarak temizlenip kurutulduktan sonra belirlenmis ve cift yonlii (2 faktorlii) varyans
analizlerine tabi tutulmustur. Iki faktorlii olarak kurulan deneme deseninde faktorlerden
biri genotip iken digeri ise uygulamadir. Analizler ii¢ farkli genotip (Mo17, B73, F1) ve
3 farkli uygulama (kontrol, NaCl ve 5-azaC) dan olusmus ve genotip x uygulama
interaksiyonlar1 ¢ift yonlii varyans analizine JMP 8.0 istatistik programi kullanilarak
ortalamalar 0.05 6nemlilik diizeyinde Tukey testi ile gruplandirilmistir.

Ortalama heterosis (“Average Heterosis” veya Mid-Parent Heterosis) degerleri
formiil (3.2) ve heterobeltosis (“Useful Heterosis”, “Economic” veya “Better-Parent
Heterosis™) degerleri formiil (3.3) formiilleri kullanilarak hesaplanmuistir.

3.5. DNA izolasyonun Yapilmasi
3.5.1. DNA izolasyonu icin kullanilan ¢ozeltiler

Bitkilerde DNA izolasyonu molekiiler ¢alismalarin baslangi¢ noktasidir. DNA
izolasyon yontemleri bitki tiirleri ve doku tiplerine gore belirlenmektedir. Bu aragtirmada
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kullanilan bitki materyaline ait DNA’lar laboratuvarimizda kullanilan pek ¢ok tiirde
basarili sayillan ancak misir bitkisinde biiyiik basariyla calistigi tespit edilen CTAB
tabanli DNA izolasyon metodu kullanilmistir.

Cizelge 3.1. DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

100 mM TrisHCI (pH:8.0)
20 mM EDTA

% 2 CTAB

1.4 M NaCl

% 0.5 PVP-Soluble

1% 80 Ethanol™ " 8 hacim ethanol 2 hacim distile su
TE(pH8O)

10 M TRIS-HCI 1 mM EDTA

3.5.2. DNA izolasyonu

Mo17, B73 hatlar1 ve bu hatlara ait F1 tohumlari i¢in her bir uygulamadan 5’er
adet ¢imlenmis fide alinmig ve DNA izolasyon agamasina kadar -80 °C bekletilmistir.

6. giiniin sonunda alian ve -80 °C’de bekletilen bitki materyalleri steril porselen
havan ve havan eli ile s1v1 azot kullanarak toz haline getirilmistir. Ogiitiilen her bir fidenin
dokusu sivt azot yardimiyla ayr1 ayn tiiplere dokiilerek aktarilmigtir. Tohumdan DNA
izolasyonu i¢in ise tohumlar aliiminyum folyo i¢inde havan eli yardimi ile ezilmistir.

DNA izolasyonu Karaca vd. (2005)’e gore modifiye edilerek gergeklestirilmistir.
Yapilan DNA izolasyonun protokolii;

1- 0.2 g ezilmis doku 2 mL’lik ependorf tiipiine alinarak iizerine 400 pL 1sitilmis
lezyon soliisyonu ve yine 400 pL (aym1 oranda) 8 M LiCl (Lityum klortir)
ekleyerek iyice vortekslendikten sonra 65 °C su banyosunda her 15 dk bir vorteks
yapilarak 2 saat bekletilmistir.

2- 2 saatin sonunda tiipler oda sicakliginda bekletildikten sonra 800 pL kloroform
(CHCI3) eklenerek iyice vortekslenip 5 dk oda sicakliginda bekletilmis ve
10.000xg de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda dikkatli bir sekilde
alinabildigi kadar iist faz (slipernatant) temiz bir 2 mL’lik ependorf tiipe alinmis
ve iizerine 9/10 u kadar Izoproponal, 1/10 u kadar 5 M’lik NaCl ekleyip ters diiz
edildikten sonra 10.000xg de 10 dk santrifiij edilmistir.

3- Santrifiij asamasindan sonra list faz uzaklastirilarak pellet iizerine tekrar 1sitilmig
600 pL lezyon soliisyonu ekleyip vorteks yaptiktan sonra 65 °C su banyosunda 15
dk bir vorteks yaparak 1 saat bekletilmistir.

4- 1 saatin sonunda tiipler oda sicakliginda bekledikten sonra 600 pL (CHCIs)
eklenerek iyice vortekslenip oda sicakliginda 5 dk bekletilmis ve 10.000xg de 10
dk santrifiij edilmistir.

5- Santrifiij sonunda iist faz dikkatlice temiz bir 1.5 mL’lik ependorf tiipe alinmigtir.
Alinan miktarm 9/10 u kadar Izoproponal, 1/10 u kadar 3 M’lik NaAc (Sodyum
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asetat; pH: 5.2) ekleyerek cok az vorteks yaptiktan sonra 10.000xg de 10 dk
santrifiij edilmistir.

6- Santriflij sonunda pellet tizerindeki tist faz uzaklastirilarak pellet tizerine 65 °C su
banyosunda bekletilen TE (pH: 8.0)’den 300 uL eklenerek pellet iyice
¢oziildiikten sonra tizerine 30 pL 2 M’lik KAc (Potasyum asetat; pH: 5.4) eklenip
bunun iizerine 825 uL % 100 ethanol eklenerek vorteks yapildiktan sonra
10.000xg de 5 dk spinlenmistir.

7- Spinden sonra ethanol uzaklastirilmis ve % 80 ethanol’dan 400 pL ekleyip
10.000xg de 3 dk santrifiij edilmistir.

8- Daha sonra ethanol tamamen uzaklastirilmis ve iizerine 65 °C su banyosunda
bekletilen TE (pH:8.0)’den 200 pL eklenerek pellet ¢oziildiikten sonra genomik
DNA bilimsel ¢alismalarda kullanilmak tizere -20 °C ya da +4 °C’de saklanmustir.

B73 hattinda genetik karisikligin oldugu tespit edildigi icin Mol7, B73, Fi1
tohumlarindan 5’er adet ve bunlarin her bir uygulamalarindan da 5’er adet olmak tizere
yaklasik 60 tane DNA izolasyonu yapilmis ve bunlardan Mol7, B73, F1 icin uygun
paterni veren 1’er adet tohum, kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulamasi yapilan DNA’lar dan
toplamda 12 DNA se¢ilmis ve ¢alismalara 12 DNA ile devam edilmistir.

3.6. DNA Miktarmn ve Safliginin Belirlenmesi

DNA o6rneklerinin safligi ve miktari spektrofotometre cihazi ile saptanmistir. Bu
amacla 25 kat seyreltilmis olan toplam DNA’nin analizinde 230, 260 ve 280 nm
boylarindaki UV 1s181n1 sogurma degerleri l¢giilmiis ve saflik kontroliinde bu degerlerin
orant (Azeo/A2g0, A2e0/A230) kullanilmistir. Bu oranlar 1.8-2.0 deger araliginda ise
genomik DNA’nin saf oldugu kabul edilmistir (Ince 2010). Stoktaki DNA
Konsantrasyonu formiil (3.4) ile hesaplanmustir.

DNA konsantrasyonu (ng/uL)= (Azeo x seyreltme faktorii x €) (3.4)

Formiilde niikleik asitler i¢in miktar tayini yapilirken A2e0 nm’de niikleik asit
absorbans degeriyle, o niikleik asitin varolus katsayisinin (¢) (DNA i¢in 50) ve ¢zeltinin
seyreltme faktoriinlin carpimiyla niikleik asit miktar1 mikrolitrede nanogram olarak
hesaplanmaktadir.

Stok DNA’dan 25 ng/uL DNA igeren ¢aligsma soliisyonu hazirlanmistir.

3.7. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Agaroz jel elektroforez yontemiyle RNA kontaminasyonu, polisakkarit varligi ve
yiiksek molekiiler agirliktaki DNA’min  varligi  arastirllmistir.  Ekstraksiyonu
tamamlanmis olan DNA’nin kalitesini TRIS-Borik asit EDTA (TBE) agaroz jel
elektroforesiz yontemi ile belirlenmesi i¢in % 1.5’luk agaroz jel, 1x TBE c¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmistir (Karaca ve Ince 2017).

Jel igerisinde 0.5 pg/mL konsantrasyon da olacak sekilde 10 mg/mL stoktan

etidium bromit ilave edilmistir. 250 ng DNA o6rnekleri 2 pL yiikleme ¢ozeltisi ile
karistirtlip jel kuyucuklarina yiiklenmis ve 1x TBE ¢ozeltisi kullanilarak 5 V/cm
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uygulanmis ve 100 dakika siire ile yiriitiilmiistiir. Elektroforez isleminden sonra DNA-
etidium bromit ultra viole (UV) araciligiyla géruntiilenmis ve jel goriintiisi UV programi
ile bilgisayar ortaminda kaydedilmistir (Ince 2010).

3.8. PZR Protokolii

PZR islemi i¢in su protokol uygulanmistir. Toplam hacmi 25 pL’ye ayarlanmis
ve igerisinde 85 ng toplam genomik DNA, 0.5 uM kullanilan primer ¢ifti, 12 mM Tris-
HCI (pH: 9.1), 60 mM KCI, % 0.012 Triton X-100, 3 mM MgClz, 0.28 mM her bir dNTP
ve 1 linite Taq DNA polimeraz i¢eren soliisyonda PZR islemi ger¢eklestirilmistir. Cizelge
3.2’de PZR’de kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. PZR’de kullanilan kimyasallar ve miktarlar

8.5 uL 85 ng

5.25uL
20 uM 0.625 uL 0.5 uM
20 uM 0.625 uL 0.5 uM
4.4 L
TRIS-HCI (pH 9.1) 100 mM 3uL 12 mM
KCI 500 mM 60 mM
Triton X-100 % 0.1 % 0.012
EMIGCIE ] 50 mM 15uL 3mM
10 mM 0.7 uL 0.28 mM

{Tag DNAPolimeraz " 2.5 dinite/ul 0.4 uL I iinite
oI Ffaci i 25 uL

B73 misir hattinin genomik DNA’s1 kullanilarak dizayn edilen 56 primer ciftine
3 farkli annealing sicakligi (55 °C, 60 °C ve 66 °C) uygulanarak her primer seti i¢in
annealing sicakliklar1 optimize edilmistir. Bu PZR profilleri Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Amplifikasyon profili

94 °C 4 dakika 1 déngii On-denatiirasyon

94 °C 30saniye 10 dongii Denatiirasyon

66 °C—61°C 30 saniye Renatiirasyon

60 °C—55°C

55°C—50°C

72°C 1 dakika Sentez

94 °C 30 saniye 30 dongii Denatiirasyon

55°C 30 saniye Renatiirasyon

72°C 1 dakika Sentez

72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
I / °C 1 saat

N
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3.9. Bisiilfit Doniisiimii

Calismada kullanilan 12 genomik DNA 6rneginden optimizasyon ¢aligsmalarindan
elde edilen bilgiler dogrultusunda uygun miktarda DNA MethylCode bistilfit doniisiim
kiti kullanilarak, genomik DNA {iizerinde bulunan ve metilasyon icermeyen biitiin sitozin
niikleotitleri urasil niikleotitine (PZR sonrasi1 Timin) deaminasyon reaksiyonu ile
doniistiirilmiistiir. Diger bir ifade ile genomda bulunan 5-metilsitozinler ve
hidroksimetilsitozinler korunurken normal sitozinler urasil niikleotidine (PZR sonrasi
Timine) doniistiirilmiistiir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra yine ayni kit (MethylCode
Bistilfit) kullanilarak saflastirma islemi uygulanmistir. Saflagtirma isleminin ardindan -
20 °C'de PZR calismalarina kadar bekletilmistir.

3.10. Bisiilfit Reaksiyonlari
3.10.1. CT kimyasallarin hazirlanmasi

Her bir hazirlik 10 reaksiyon ic¢in yeterli olacak sekilde hazirlanmistir. CT
soliisyonunun hazirlanmasinda tizerine 900 pL steril su, 300 pL diliisyon buffer, 50 pL
desiispansiyon buffer koyup iyice girdaplandiktan sonra 10 dk 37 °C’de bekletilmistir
(Karaca ve Ince 2017).

3.10.2. Yikama soliisyonun hazirlanmasi

Altt mililitre yikama soliisyonu {izerine 24 mL absolut etil alkol (% 96-99 ethanol)
konularak hazirlanmstir.

3.10.3. Bisiilfit doniisiim reaksiyonlari

Calismaya devam edilen 12 genomik DNA normallestirilerek 500 ng 20 pL
hacimde olacak sekilde 0.2 mL PZR tiiplerine alinmistir. 20 pL hacimdeki 500 ng DNA
Ornegi tizerine 130 pL taze hazirlanmis olan CT soliisyonu konularak karistirilmastir.
Ornekler bir termal dongii cihazina yerlestirilmis olup Cizelge 3.4 deki bisiilfit doniisiim
profilinde inkiibe edilmistir (Karaca ve Ince 2017).

Cizelge 3.4. Bisiilfit reaksiyonlarinda kullanilan doniisiim profili

98 °C 10 dk 1 dongii
53°C 30 dk 1 dongii
53°C 6 dk 8 dongii
37°C 30 dk

4°C 10 dk 1 déngii

Alt1 saat inkiibasyondan sonra kolonlara 600 uL baglanma soliisyonu eklenmistir.
Uzerine dongii cihazindan alinan &rnekler (150 pL) ilave edilmis ve 5 kez ters-diiz
edilerek karistirilmistir. 12000xg de 30 sn santrifiij edildikten sonra kolonlarin altindaki
soliisyon dokiilmiistiir. Kolon iizerine 100 pL hazirlanmis yikama soliisyonu eklenmis ve
tekrar 12000xg de 30 sn santrifiij edilerek kolonun altindaki soliisyon dokiilmiistiir. Sonra
kolon tizerine 200 pL desiilfanasyon soliisyonu ilave edilerek 20 dakika oda sicakliginda
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bekletilmistir. Ardindan 12000xg de 30 sn santriflij edilerek kolonun altinda kalan
sollisyon dokiilmiistiir. Kolona 200 pL yikama soliisyonu eklenerek 12000 xg de 30 sn
santrifiij edilerek koleksiyon tiipiindeki soliisyon dokiilmiistiir ve bu islem bir kez daha
tekrarlanmigtir.

Kolon bos olarak santrifiij edildikten sonra yeni bir 1.5 mL ependorf tiipiine
transfer edilmistir. Uzerine 65 °C de 1s1t1ilm1s olan 20 pL eliisyon soliisyonu konulmus ve
oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Siirenin sonunda 12000 xg de 30 sn santrifiij
edilmistir. Ependorf tiipiine indirilen DNA -20°C muhafaza edilmistir (Karaca ve ince
2017).

Daha o6nce bisiilfit uygulanmamis B73 tohum genomik DNA’s1 ile taranan 56
bistilfit primer ¢iftinden PZR iiriinii iiretmeyen ve zayif PZR {irlinii tireten 14 primer ¢ifti
harig geriye kalan 32 primer ¢ifti bisiilfit ile muamele edilmis B73 tohum DNA 6rnegi (2
uL ) ile ANN 55, ANN 60 ve ANN 66 PZR profillerinde taranmistir. Bunun sonucunda
bu 56 primer ciftinden hem bisiilfit reaksiyonda hem de bisiilfit uygulanmamis kontrol
genomik DNA 6rneklerinde ¢alisan 5 primer ¢ifti secilmistir.

Secilen ZM 05, ZM 10, ZM 15, ZM 17 ve ZM 23 primerleri icin ANN 60
profilinin uygun oldugu tespit edilmistir. Bisiilfitle muamele edilmis diger DNA 6rnekleri
de segilen 5 primer ¢ifti kullanilarak uygun PZR profillerinde c¢alismalar1 yapilmistir
(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Bisiilfit reaksiyonlarinda kullanilan dejenerant primer ¢iftleri
TGTATGAAAYYATATTAATTGTYTGTG
ATCAAACAAACACTCCCTTARTACART

TAYAATGTGYYTAGAAATAATGATYTG
AAACTAACACAATTRTCTRCTATTCCT

TAYTGTAAATTGATGAAATTTTGGTGA
ATRAAAAACCARACTTCTAAACACCTA

AGTGAYAGYTAGTATGGAAYYTAAAGA
RTACAACATTCCATCTTACCARAAAAT

GTGTGAAYGGAATATTTYAAYTYAA
TTTRCACRCTAAAATCTRTATCTACTT
R:guanin veya adenin; Y': sitozin veya timin bazini simgelemektedir

3.11. Hedef Bolgelerin Amplifikasyonu ve Klonlanmasi
3.11.1. Polimeraz zincir reaksiyonlari ile hedef bolgelerin amplifikasyonu

Bisiilfit doniisiimii tamamlanmis DNA 6rnekleri ile bunlarin kontrol DNA’lar1 6n
denemelerle tespit edilen uygun bir PZR profilinde segilen 5 primer (Cizelge 3.5) ile
cogaltilmistir. PZR i¢in kullanilan kimyasallar Cizelge 3.6’da ve amplifikasyon profili
Cizelge 3.7°de gosterilmistir (Ince 2010).

48



MATERYAL VE METOT E. UYGUR GOCER

Cizelge 3.6. PZR’da kullanilan kimyasallar ve miktarlari

‘GenomikDNA 8.5 uL 85 ng
‘SterilklH0 5.25 pL
lleri Primer (“Forward”) 20 uM 0.625 uL
Geri Primer (“Reverse”)  20uM 0.625 uL
‘SterilklH0 4.6 uL
TRIS-HCI (pH 100 mM 3uL 12 mM
9.1)
KCI 500 mM 60 mM
Triton X-100 % 0.1 % 0.012
IMgClz T 50 mM 1.5 uL 3mMm
RANTRE e 10 mM 0.7 uL 0.28 mM
[ Taq DNA Polimeraz " S dinite/ul 0.2 uL 1 {inite

IToplamiHacm I 25 uL

Cizelge 3.7. Amplifikasyon profili (Ince 2010)

PHot Start T 94 °C 4 dakika

1 dongii On-denatiirasyon

94 °C 30 saniye 10 dongi Denatiirasyon
60 °C—55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez

94 °C 30 saniye 30 dongii Denatiirasyon
55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 1 dakika Sentez

72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
4°C 1 saat

Amplikonlarin piirifikasyonlart igin jellerden kesilen DNA ornekleri (bantlar)
once PureLink Quick Gel (Invitrogen) saflastirma kiti kullanilarak saflastirilarak ve daha

kesilerek 2 mL’lik ependorf tiipli igerisine alinmis ve lizerine 600 uL L3 ¢ozeltisi
eklenmigtir. Tiipler 50 °C’de bulunan su banyosunda 5 dakikada bir ters-diiz edilerek
toplam 15 dakika bekletilmis ve jelin tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Jel ¢oziindiikten
sonra lizerine 200 pL izopropanol eklenerek nazikc¢e karistirtlmistir. Toplam 800 pL
soliisyon silika DNA baglanma kolonuna alinmistir. Sonrasinda 12000xg de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra kolon iizerine 680 pL W1 c¢ozeltisi eklenerek 12000xg de
ldakika santrifiij edilmis ve bu islem bir kez daha tekrarlanmistir. Kolon bos olarak
12000xg de 2 dakika santrifiij edildikten sonra kolon igerisine 15 puL 65 °C de 1sitilmis
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olan eliisyon ¢ozeltisi eklenmis ve DNA’nin silikadan ayrilarak ¢oziinmesi i¢in oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmis ve tiip 12000xg de 1 dakika santrifiij edilerek DNA yeni
bir tiipe aktarilmistir (ince 2010).

3.11.3. Transformasyon ¢alismalari i¢in ¢6zeltilerin hazirlanmasi
3.11.3.1. Siv1 LB ortam hazirhgi

Luria Broth (LB) s1v1 bakteri kiiltiir ortaminda 10 g triptone, 5 g yeast extract, 10
g NaCl tartilarak toplam hacmi 1000 mL’e tamamlanir. Cozeltinin pH’s1 5 M NaOH
kullanilarak 7.0’ye ayarlanmigtir. Sonrasinda 121 °C’de 20 dakika siire ile otoklavlanarak
sterilizasyonu yapildiktan sonra dnceden hazirlanan amfisilinden(final 100 pg/mL) 600
uL ortam igerisine konulmustur ve +4 °C’de saklanmustir. Segilen tek bir koloninin
cogaltimi icin 2 mL ependorf tiip igerisine 250 uL LB pH 7.0 ortami kullanilmistir (Ince
2010).

3.11.3.2. Amfisilin stogunun hazirlanmasi

Bakteri kiiltiiriinde antibiyotik kullanmanin amaci segici bir meydana getirmektir.
Antibiyotige dayaniklilig1 saglayan pTZ57R/T plazmit vektoriinii tasiyan E. coli bakterisi
JM109 wkinin bu ortamda gelisimi, vektdrii tagimayanlarin ise atilmasi amaciyla
amfisilin antibiyotigi eklenmistir. Stok soliisyon hazirlanirken 1 g amfisilin (Amresco)
tartilarak 5 mL steril su ile ¢6zlilmiis ve hacim 10 mL’ye tamamlanarak 100 mg/mL stok
soliisyonu hazirlanmistir. Sterilizasyonu 0.42 mikron g¢apinda membran filtre ile
yapilmistir. Hazirlanan stok soliisyonu kiigiik hacimlere béliinerek -20 °C’de muhafaza
edilmistir (ince 2010).

3.11.3.3. Kat1 LB ortam hazirhg

Kat1 bakteri kiiltiir ortam1 i¢in 10 g Tripton, 5 g maya ekstrakti, 10 g NaCl
tartilarak 800 mL steril su ile ¢oziilmiis 5 M NaOH ile pH’s1 7.0’ye ayarlandiktan sonra
15 g agarose tartilmig ve hacmi 1 L’ye ayarlanmigtir. 121 °C’de 20 dakika siirede
otoklavlanmistir. Otoklav sterilizasyonu tamamlaninca hazirlanan ortamin sicakligi 55-
60 °C’ye diistiikten sonra 6nceden hazirlanan amfisilinden 600 pL, IPTG’den (Isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) 1200 pL, Xgal’dan (X-galactose) 1200 uL eklenmistir.
Tek kullanimlik 12 cm’lik steril petri kaplarina 30 mL ortam dagitilarak sogutulmustur.
Soguyan ortamlar streg film ile sarilip +4 °C’de bekletilmistir (Ince 2010).

3.11.3.4. izopropil p-thiogalaktopiranosid stokunun hazirlanmasi

Calismada kullanilan vektoriin ¢oklu klonlama bolgesinde B-galaktosidaz (beta-
galactosidase (lacZ)) geni yer almaktadir. Coklu klonlama bdlgesine ligasyon islemi ile
gen pargacigl (DNA fragmani) aktarimi gerceklestirilmis ise LacZ geninin ¢aligmast
inhibe edilmektedir. Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, MA 238.302,
Amresco) kimyasali ortama ilave edilerek lacZ geninin transkripsiyonu tesvik edilmistir
(Ince 2010).

Bu calismada IPTG LacZ geni promotdr bolgesini RNA polimeraz enzimine
acarak transkripsiyon i¢in “inducer” (tesvik edici) olarak kullanilmistir. IPTG stok
soliisyonu 0.3 g IPTG tartilarak 5 mL steril su ile ¢oziilmiis ve tizerine 7.2 mL daha ilave
edilip 12.5 mL’ye tamamlanarak 0.1 M stok hazirlanmis ve 0.42 mikron ¢apinda
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membran filtre ile sterilizasyonu gergeklestirilmistir. Hazirlanan stok soliisyonu 1 mL’lik
kii¢iik hacimlerde -20 °C’de saklanmistir (Ince 2010).

3.11.3.5. X-galaktoz stokunun hazirlanmasi

5-bromo-4-chloro-3-indolyl beta-D-galactopyranoside (X-galactose (Xgal), MA
408.629, Amresco) kimyasali B-galaktosidaz enzimi tarafindan pargalanmakta ve mavi
renk meydana gelmektedir. B-galaktosidaz enziminin aktif olmadigi durumlarda
(insersiyonel inaktivasyonu) ise Xgal parcalanmamakta ve beyaz renkli koloni
olugmaktadir. Calismada vektor ilizerinde bulunan LacZ geninin IPTG kimyasali
kullanilarak transkripsiyonu tesvik edilmistir (Ince 2010).

Transkripsiyon ve translasyon sonucu olusan [-galaktosidaz enzimi ortamda
bulunan Xgal kimyasalin1 pargaladigi zaman mavi renkli koloniler ortaya g¢ikmustir.
Ancak LacZ geninin iizerinde bulunan coklu klonlama bolgesine DNA pargacigi
girdiginde LacZ geninin aktivasyonu durmus ve beyaz renk meydana gelmistir. Xgal stok
solisyonu 0.25 g Xgal tartilarak 6.25 mL DiMethyl SulfOxide (DMSO) igerisinde
tamamen ¢oziildiikten sonra 6.25 mL steril su (RNaz ve DNaz’lardan ari) ile 12.5 mL’ye
tamamlanarak 20 mg/mL stok hazirlanmistir (Ince 2010).

Xgal DMSO ile reaksiyona girdigi zaman ekzotermik bir reaksiyon olusturdugu
icin agz1 sikica kapatilmadan sogumaya birakilmis ve 0.42 mikron ¢apinda membran
filtre ile sterilize edilmistir. Hazirlanan stok soliisyonu 1 mL’lik hacimlerde -20 °C’de
muhafaza edilmistir (Ince 2010).

3.11.3.6. Bakteri ana stoku

E. coli JM109 bakteri irki (Prof. Dr. Bayram Cevik tarafindan hediye edilmistir)
ana stoku hazirlanirken kurutularak dondurulmus kompetan hiicrelerin bulundugu tiipe
0.5 mL siv1 LB siv1 (pH 7.0) kiiltiir ortami ilave edilmis ve karigtirllmistir. LB kat1 (pH
7.0) plakanin (Petri kabi) iizerine hazirlanan kompetan hiicre stogundan 100 pL alinarak
plaka iizerine pipetle konmustur. Baget yayma c¢ubugu ile soliisyon plaka iizerini
tamamen esit oranda kaplayacak sekilde dagitilmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan
plakalar sicaklig1 37 °C’ye ayarlanmis olan bir etiiv igerisinde diiz bir konumda 12 saat
siire ile inkiibe edilmistir (Ince 2010).

3.11.4. Klonlama caliymalari

Klonlama islemi InsTAclone™ Cloning Kit (Thermo Scientific) kullanilarak
Ligasyon, Transformasyon ve Rekombinant klonlarin teyit edilmesi olarak 3 asamada
gergeklestirilmistir. InsTAclone™ Cloning Kiti 0.055 pug/uL konsantrasyonunda 2886 bp
uzunlugunda pTZ57R/T vektorii icermektedir (Ince 2010).

3.11.4.1. Transformasyon i¢in ligasyon calismalari

Ligasyon reaksiyonu 1.5 mL’lik ependorf tiiplerinde gergeklestirilmis olup, 15 uLL
PZR {irlinii iizerine 2 pL vektor, 2 uLL PEG 4000, 2 uL. 10X T4 DNA ligaz buffer ve 1 uLL
T4 DNA Ligaz enzimi eklenerek hafif¢ce vortekslenmistir. Kisa siireli santrifiijlendikten
sonra 2 saat 22 °C’de termal déngii cihazinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi bu
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sph’isyonlar buz lizerine alinmis ve transformasyon caligmalarinda 3 pL kullanilmistir
(Ince 2010).

3.11.4.2. Transformasyon protokolii

Klonlama isleminde kullanilan InsTAclone™Cloning Kit icerisinde bulunan C-
Ortami’ndan 2 mL’lik steril test tiip igerisine 750 uL eklenmis ve sonra 37 °C’ye
ayarlanmig olan bir orbital ¢alkalayici igerisinde 10-15 dakika bekletilmistir. Bekleme
siiresinin sonunda daha 6nce LB agar pH 7.0 ortaminda biiyiitiilmiis olan kompetan
hiicreleri tagiyan plakadan koloniler alinarak 37 °C’de bekletilmis olan 750 pL’lik C-
Ortamu igerisine daldirilmis ve kanistirildiktan sonra tekrar orbital ¢alkalayici igerisine
konularak 250 rpm hizda tam 2 saat boyunca biiyiitiilmiistiir. Bu siirenin tamamlanmasina
30 dakika varken kullanilacak olan LB-amfisilin kat1 (pH 7.0) plakalar 6n 1sitma yapmak
icin 37 °C’ye ayarlanmig olan etiiv icerisinde ters konularak bekletilmistir.
transformasyonda kullanilacak biitiin soliisyonlar ve ligasyon yapilmis olan vektdr buz
tizerine ¢ikartilmistir.

T-Soliisyonunu hazirlamak i¢in 215 pL T-Soliisyonu A ve 215 pL T-Soliisyonu
B alinarak bir tiipte karistirilmis ve buz iizerinde bekletilmistir. 2 saatlik siire dolunca
orbital calkalayicidan alinan bakteri 12000xg hizda 1 dakika santrifiij edilerek olusan tist
faz1 uzaklastirilmig ve pellet birakilmistir. Buz {izerinde bekletilmekte olan T-
Soliisyonundan 300 pL ile pellet tekrar siispanse edilmis ve buz iizerinde 5 dakika
inkiibasyona birakilmistir. 5 dakikanin sonunda 12000xg hizda 1 dakika santrifiijlenerek
olusan iist fazi1 pipet ile tekrar uzaklastirilmistir.

Olusan pellet 130 pL T-Soliisyonu ile tekrar ¢oziilmiis ve buz {izerinde 5 dakika
inkiibe edilmistir. Bekleme agamasinda 3 pL ligasyon yapilmis olan vektor ve PZR DNA
tirtinlinden alinarak 1.5 mL’lik ependorf tlipiine konulmus ve 2 dakika bekletilmistir. 5
dakika olan siirenin sonunda 130 pL T-Soliisyonu ile siispanse edilen hiicrelerden 30 pL
alinarak buzda bekleyen 3 pL ligasyon {iriiniine karistirilmis ve tam olarak 5 dakika buz
tizerinde inkiibe edilmistir. Stirenin sonunda steril kabin igerisinde bu 30 pL’lik soliisyon
oOn 1sitma yapilmis LB-amfisilin kat1 plakalar {izerine esit oranda L-baget ile dagitilmustir.
Hazirlanmis olan plakalar sicakligi 37 °C’ye ayarlanmis olan etiiv igerisinde ters bir
sekilde 15-18 saat siire ile inkiibe edilmistir (Ince 2010).

3.11.4.3. Rekombinant klonlarin analizi

Ekme isleminin ardindan plakalar {lizerinde (agar yiizeyinde) koloni gelisimi
gozlenmistir. Koloni bliytikligii arttikga mavi ve beyaz renk daha kolay ayirt edilmistir.
Beyaz renkli koloniler rekombinant bakteri hiicrelerinin se¢iminde kullanilmistir. 18
saatlik siirenin sonunda beyaz renkteki tek koloniden (rekombinant vektor tasiyan
koloniler) lup ile bir kez dokunarak alinmis ve steril ortamda 2 mL’lik tiip icerisinde 250
uL antibiyotik iceren LB Sivi (pH 7.0) ortami konulup igerisine lup daldirilarak tiipiin
agz1 kapatilmis ve hiicrelerinin ¢ogaltimi1 yapilmistir. Her bir klonlama c¢aligmasi igin
bisiilfit uygulamas1 yapilmadan klonlanan dizilerden 8, bisiilfit uygulamas1 yapilarak
klonlanan dizilerden ise 12 klon se¢ilmistir. Cogaltim i¢in 37 °C’ye ayarlanmis olan
orbital calkalayici iizerinde 6 saat 250 rpm hizda ¢alkalanmstir (ince 2010).
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3.11.5. Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA ekstraksiyonu i¢in Thermo Fisher firmasimin “GeneJET Plasmid
Miniprep Kit” plazmit DNA izolasyon ¢alismalarinda kullanilmistir (ince 2010).

1- 2 mL’lik ependorf tiip i¢erisinde 250 puL’lik LB amfisilin (pH 7.0) siv1 ortaminda
37 °C’de 250 rpm hizda 18 saatlik kiiltiir sonrasi ¢gogaltilmis olan bakteri kolonisi
12500xg hizda 1 dakika santrifiijlenmis ve siipernatant pipetle uzaklastirildiktan
sonra olusan pellet 250 uL LB Sivi (pH 7.0) ortaminda ¢oziilmiistiir. Coziilme
islemi tamamlandiktan sonra 12500xg de 1 dakika santrifiijlenmis ve iist faz
uzaklagtirilmigtir.

2- Pellet iizerine RNaz igeren S1 siispansiyon ¢ozeltisinden 250 pL ilave edilerek
karistirtlip vortekslenerek siispanse edilmis, sonra lizerine 250 pL S2 lezyon
¢ozeltisinden eklenerek nazik¢e 6 kez ters diiz edilerek karistirilmistir. Bes
dakikay1r agmayacak bir siire i¢inde tizerine 350 pL S3 baglama cozeltisi ilave
edilmis ve 8 kez ters diiz edildikten sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Ardindan 12500xg de 5 dakika santrifiijlenmis ve silipernatant
koleksiyon tiipline alinmustir.

3- Koleksiyon tiipii 12500xg de 1 dakika santrifiijlenmis, santrifiij sonrasi tiip
kartusu kaldirilarak alt hazne dokiilerek atik uzaklastirilmistir.

4- Ugzerine 500 pL W1 yikama ¢ozeltisi ilave edilmis ve koleksiyon tiipii 12500xg
de 1 dakika santrifiij sonrasi tiip kartusu kaldirilmis alt hazne dokiilerek atik
uzaklastirilmistir.

5- Koleksiyon tiip kartusu tizerine 500 pL. W2 yikama ¢ozeltisi ilave edilmis ve
koleksiyon tiipii 12500xg de 1 dakika santrifiijlenerek sonrasinda tiip kartusu
kaldirilmis alt hazne dokiilerek atik uzaklastirilmistir.

6- Kartus bos sekilde koleksiyon tiipii son olarak 12500xg de 1 dakika
santrifiijlenerek sonrasinda tiip kartusu kaldirilmis alt hazne dokiilerek atik
kalintilar1 da uzaklastirilmistir.

7- Kartus yeni steril 1.5 mL’lik ependorf tiipiin iizerine konularak 60 uLL PZR grade
su tam silika tabanin iizerini kaplayacak sekilde ilave edilmis ve 5 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 12500xg de 1 dakika santrifiijlenerek kartus tiip
tizerinden alinmig ve 6rnek etiketlenerek -20 °C’de saklanmustir.

3.11.6. Pozitif klonlarin PZR yontemi ile teyit edilmesi

Pozitif klonlarin (amplikon tasiyan vektorlerin) PZR yontemiyle teshisinde
kullanilan yontemde gen spesifik primer setleri kullanilmistir. Plazmit DNA
ekstraksiyonu yapilip 60 pL PZR grade su igerisinde ¢oziilen vektor DNA 6rneginden
PZR i¢in 1 pL kullanilmistir. PZR reaksiyonunda diger tiim kullanilan ¢ozeltilerin ve
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primerlerin konsantrasyonlari ¢alismada kullanilan yontem ve miktarlardan olusmus olup
degistirilmemistir (Karaca ve Ince 2017).

3.11.7. Pozitif klonlarin restriksiyon enzimleri (RE) ile teyit edilmesi

Restriksiyon enzimleriyle (RE) teyit edilirken vektor lizerinde ¢oklu klonlama
bolgesinin u¢ kisimlarinda kesim bolgesi bulunan EcoRI ve Hindlll restriksiyon
enzimleriyle kesim gergeklestirilmistir. Ligasyon icermeyen toplam plazmit
bliytikligliniin 2886 kb oldugu bilindigi i¢in kesim yapildig1 zaman beklenen biiyiikliikte
amplikon icerip igermedigine gére degerlendirmede bulunulmustur (Karaca ve ince
2017).

3.11.8. Bisiilfit dizi (BiSeq) analizleri

Sekanslama (DNA dizi analizi) DNA {izerinde bulunan baz dizilerinin sirasini
ortaya koymak icin kullanilan bir genetik sifre ¢6zme yoludur. Calismada DNA dizi
analizleri Macrogene (Hollanda) firmasi tarafindan gergeklestirilmistir. Sekanslama
islemi Sanger metodu temel alinarak yapilmigtir. Toplam 960 olan plazmit sayisi
tizerinden DNA dizi analizi ger¢eklesmistir. Sekanslama igleminde {iniversal M13F-pUC
primer seti (Ileri sekans: 5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’, Geri sekans:
5’°CAGGAAACAGCTATGACS’ kullanilmistir (Karaca ve Ince 2017).

3.11.9. Metilasyon analizleri

Bisiilfit uygulanmis Orneklerin DNA dizileri ile bu dizilerin kontrolleri
Sequencher 4.8 yazilim programi kullanilarak hizalanmis, primer dizileri ve plazmit
dizileri uzaklastirildiktan sonra her bir 6rnekten elde edilmis olan genler (promotor ve
gen kisimlar) iizerindeki CG, CHG ve CHH motiflerinde bulunan metilasyon ve
metilasyon  paternleri  Kismeth  (http://katahdin.mssm.edu/kismeth/revpage.pl),
(Gruntman vd., 2008) programi kullanilarak analiz edilmistir. JMP programi kullanilarak
istatistik analizleri gergeklestirilmistir. Boylece ebeveynler ve Fi arasinda ve tohum,
kontrol, NaCl, 5-azaC uygulamalar1 arasinda bulunan CG, CHG ve CHH dizilerindeki
metilasyon frekans1 dogrudan bu dizilerin bulunma sikliklariyla ve dagilimlariyla iliskili
olabilecegi diger bir ifadeyle metilasyon etkisinin olup olmadig: istatistiksel olarak test
edilmistir (Karaca ve Ince 2017).

3.12. Hpall ve Mspl Restriksiyon Enzim Kesim Denemeleri

Her bir hat ve hibritten 2 mikrogram DNA 6rnegi 15 tinite C|CGG / GGC1C
tanima bolgesi olan Hpall (Fermantas) ve Mspl (Fermantas) enzimleri ile 25 mikrolitrelik
hacimde BSA ve kofaktor esliginde 18 saat 37 °C karanlikta bekletilerek hedef bolgelerin
kesimleri gergeklestirilmistir. Enzim reaksiyonunun tamamlanmasinin ardindan hacim
yiiksek kalitede su kullanilarak 200 pL getirilerek her bir mikro litrede 10 ng DNA
bulunmasi saglanmistir (Karaca ve ince 2017).

3.13. Restriksiyon Enzimlerinin Hedef Lokuslarin Kesiminin Teyit Edilmesi

Hpall ve Mspl kesimlerine tabi tutulan her bir 6rnek farkli primer ciftleri veya
primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutulmustur. Enzimle
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muamele edilen 6rnekler enzimle muamele edilmeyenlerle karsilastirilarak enzimsel
kesim reaksiyonlarinin basarili ve tam oldugu teyit ve tespit edilmistir.

3.14. Gen Spesifik Metilasyon Duyarh Amplifikasyon Polimorfizm (GS-MSAP)

GS-MSAP yontemi unipleks, dupleks ve multipleks olarak uygulanmistir. Ozetle
enzim kesimlerine tabi tutulan Ornekler yan-yana olacak sekilde yiiksek annealing
sicakligina sahip PZR ile ¢ogaltilarak ve % 3 yiiksek ¢oziiniirliiklii agaroz jel elektroforez
calismalarina tabi tutulmustur (Xu vd. 2013; Paun vd. 2010; Karaca vd. 2016). Tohum,
kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulanmis Mol7, B73 ve Mol17xB73 fide genomik DNA
orneklerinin kullanilan gen spesifik primerleri (Cizelge 3.8) ile gergeklestirilen PZR
sonucu metilasyon oranlari ve paternleri bu ¢calismanin sonunda agiklanmistir (Karaca ve
Ince 2017).

3.14.1. Gen spesifik metilasyon primer ciftleri

Sequencher 4.8 programi kullanilarak 56 primer setinin temsil ettigi gen spesifik
lokuslara ait DNA dizileri ile yapilan kontig analizi sonucu Mspl ve Hpall enzimlerinin
kesim bdlgeleri bulunan primerler secilmistir (Karaca ve Ince 2017). Segilen
primerlerden annealing sicakliklar1 ve sekans uzunluklari géz 6niinde bulundurularak 18
primer ¢ifti ile caligmaya devam edilmistir.

Calismada 18 gen spesifik metilasyon primeri kullanilmig olup kullanilan
primerlerin baz dizilimleri Cizelge 3.8’de verilmistir. Bu primerler unipleks, dupleks ve
multipleks olarak uygulanmistir. Unipleks olarak kullanilan primerler ZMK 04 ve ZMK
20 primerleridir. Arastirma kapsaminda olusturulan multipleks 1, multipleks 2 ve
multipleks 3 dortlii primer ¢iftinden (4 farkli lokustan) olusturulurken dupleks 1 ve
dupleks 2°de 2 primer ¢ifti (2 lokustan) bir araya getirilerek olusturulmustur. 18 gen
spesifik metilasyon primer giftine iliskin 6zellikler Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Calismada kullanilan gen spesifik metilasyon primer ciftleri ve
amplifikasyonlarinda kullanilan multipleks, dupleks ve unipleks
durumlari

ZM-F-28 TGGTTGTTGTTATYTGAYTGTATTTGT
ZM-R-28  RTCARTRCATACTTCTCCTCRATAC

ZM-F-31 YTTGGGYGTAGGTGTTGTYTATY

ZM-R-31  ATAAAAATTACCAACAATRTCCCTCCT
ZMK-F-19 GAGGAGAAGTATGYAYTGAYGTGAAGATGG
ZMK-R-19 CCCTCTCAACCRACRCAACRCAAACTACTA
ZMK-F-21 GAGGGTGGAGGAAGATGGGTYGTTYATGAA
ZMK-R-21 CTRCTATCATACATCRCACATCCRCTACC
ZM-F-02 GATGTGYTTTTAATTAATTTYYAGTGA
ZM-R-02  TRTTARCTAATAACACCAAAACARAAA
ZM-F-05 TGTATGAAAYYATATTAATTGTYTGTG
ZM-R-05 ATCAAACAAACACTCCCTTARTACART
ZM-F-14 GTTATTTAAYAGTGTGYTGAAGGGTAT
ZM-R-14  RTTTTATTRACAACCACAATTRAAATA
ZM-F-18 TGYTAAATAAAGYAAGTAGYAGATAGG 755
ZM-R-18  TRTARTTTCAAATCATAAAATRCAATC

ZM-F-15 TAYTGTAAATTGATGAAATTTTGGTGA 558
ZM-R-15  ATRAAAAACCARACTTCTAAACACCTA

722
790
524
574
636
600

790

ZM-F-17 AGTGAYAGYTAGTATGGAAYYTAAAGA 698
ZM-R-17 RTACAACATTCCATCTTACCARAAAAT
ZM-F-21 TGTTTGTATCAGCAATTCATCTTTTT
ZM-R-21  ATACCAATTCAGATTTCAGAACCAAT
ZMK-F-08 AGGGTTGAGGATTATGAAATYYAGGTAAGG
ZMK-R-08 CARCRCAATACRCTACTCCCTCCATTTTAT
ZMK-F-07 GGTAGTTAYATGGAAGTTTGGTTYTTGGTG
ZMK-R-07 CCATTACCACRRCCTTCTATCTTARTAATC
ZM-F-30 GYTTAAGYGAGTGAAGGTAYTAYTG
ZM-R-30 TCTRTACCTRTTCAARATARCTAACAA
ZM-F-33 YGTTYGTTYATYATYGGGYTATATA
ZM-R-33 RRCRTTTATCCCATCAARCAAAR
ZM-F-12 ATTATTGAGTTAGTAATYYGTGTTTGY
ZM-R-12  ACTCTAAATCAAACRAATTAATRATRR
ZMK-F-04 TGGGGAGAYGTAATGTAAYGAAGAA
ZMK-R-04 CACTCCTCCCRTCRTCCCTACTCCTAACAC
ZMK-F-20 TGTTTGTGYTTGAGGAYAAAAAGGAGTGGT 553
ZMK-R-20 ARCACCCCCATTRCATTACCTTCCTCT

MP: multipleks, DP: dupleks, UP: unipleks, R: guanin veya adenin; Y: sitozin veya timin

bazlarini simgelemektedir.

730

569

600

407

745

646

503
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3.14.2. PZR protokolii

PZR islemleri hacmi 25 pL’ye ayarlanmis ve icerisinde 50 nanogram 6nceden
Hpall ve Mspl enzimi ile kesilmis genomik DNA (10 ng/uL), ZM02, ZMO05 ve ZM18
primerleri i¢in (Multipleks 2) 0.7 uM ve diger primerler i¢in 0.5 pM kullanilan primer
cifti, 12 mM Tris-HCI (pH: 9.1), 60 mM KCI, % 0.012 Triton X-100, 0.28 mM her bir
dNTP, 26 mM MgCl> ve 1 {inite Tag DNA polimeraz igeren soliisyonda
gerceklestirilmistir. Gen spesifik metilasyon duyarli amplifikasyon polimorfizm yontemi
icin PZR islemlerinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Gen spesifik metilasyon duyarl amplifikasyon polimorfizm yontemindeki
PZR’de kullanilan kimyasallar ve miktarlar1

5uL 50 ng

8.75 uL

20 uM 0.625-0.875 uL  0.5-0.7 uM
20 uM 0.625-0.875 uL.  0.5-0.7 uM

4.6-4.35 uL
TRIS-HCI 100mM 3 uL 12 mM
(pH 9.1)
KCI 500 mM 60 mM
Triton X-100 % 0.1 % 0.012
EMGCIe T 50mM 13l 2.6 mM
10 mM 0.7 uL 0.28 mM
2.5 0.4 uL 1 linite

tinite/puL

IO lamFiacim I 25 pL

Cizelge 3.9°da verilen standart degerlere gore her bir 6rnekten izole edilen ve
Hpall ve Mspl ile hedef bolgelerin kesimi yapilan genomik DNA ve ¢izelge 3.8’de
verilen gen spesifik metilasyon primerleri ile her bir birey icin ayr1 PZR tiipi
hazirlanmistir. Bu islemlerin ardindan 6rnekler PZR otomatik thermal dongii cihazina
yerlestirilmis ve asagidaki dongiiye tabi tutulmustur.

Cizelge 3.10. Gen spesifik lokuslar i¢in kullanilan amplifikasyon profili

94 °C 4 dakika 1 dongii On-denatiirasyon

94 °C 30 saniye 10 dongii Denatiirasyon
60 °C—55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez

94 °C 30 saniye 30 dongii Denatiirasyon
55°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez

72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez

I 4 C 1 saat
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3.14.3. Agaroz jel elektroforez calismalari

PZR isleminden sonra Ornekler agaroz jel elektroforezinde yliriitiilmiis ve gen
bolgelerinin Mspl ve Hpall enzimleri yoniinden farkli sonug igerigi tespit edilmeye
calistlmustir. Islem siras1 asagidaki gibidir;

a. Jel igerisinde agarin konsantrasyonu % 3 konsantrasyon olacak sekilde agaroz
tartilip 1X TBE tamponu icerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikro dalga firindan ¢ikarilan 1x TBE + agaroz ¢o6zeltisi igerisine 0.5 pg/mL
olacak miktarda ethidium bromit eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilasmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan once jel
tizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra 5 uL DNA yiikleme tamponu eklenen PZR iiriiniinden 6 uL
her bir kuyucuga ayri bir 6rnek yiiklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70 Voltta 1 ve 3 saat arasinda degisen siirelerde PZR
tiriinleri elektroforez islemine tabi tutulmustur.

f. Elektroforez tankindan ¢ikartilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve fotograflari
cekilmisgtir.

3.15. Metilasyon Duyarh Kesilmis Universal Uzunluk Polimorfizm (MS-CULP)

Uygur Gocer ve Karaca (2016) tarafindan minisatellit icerigi yiiksek genomik
bolgelerin polimeraz zincir reaksiyonlarinin restriksiyon enzimleri kullanilarak
polimorfizm diizeylerinin arttirildigi kesilmis {iniversal uzunluk polimorfizm (CML)
metodu Onerilmistir. Bu ¢alismada CML metodu epigenetik ¢alismalarda kullanilmak
iizere MS-CULP metoduna doniistiiriilmiistiir. Ozetle Mspl ve Hpall restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesilen genomik DNA (50 nanogram) touch-down polimeraz
zincir reaksiyonlarina tabi tutulmus ve ¢ogaltim sonucunda % 2 agaroz jel elektroforez
caligmalarina tabi tutulmustur. Bu yontem ile elde edilen metilasyon orani ve paternleri
calisma sonunda agiklanmastir.

3.15.1. MS-CULP primerleri

Caligmada touch-down polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutulan 16 tane
Metilasyon duyarli Kesilmis rastlantisal g¢ogaltilmis uzunluk polimorfizm primeri
kullanilmigtir. Kullanilan minisatellit primerleri asadgidaki Cizelge 3.11°de verilmistir.
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Cizelge 3.11. Calismada kullanilan metilasyon duyarli kesilmis rastlantisal ¢ogaltilmig
uzunluk polimorfizm primerleri

fURPIF | ATCCAAGGTCCGAGACAACC

GTGTGCGATCAGTTGCTGGG
[URPAR | AGGACTCGATAACAGGCTCC
GGCAAGCTGGTGGGAGGTAC
ATGTGTGCGATCAGTTGCTG
TACATCGCAAGTGACACAGG
GATGTGTTCTTGGAGCCTGT
GGACAAGAAGAGGATGTGGA
TACACGTCTCGATCTACAGG

FURPSSE i AAGAGGCATTCTACCACCAC
[6:2H2 () T AGGAGGAGGGGAAGG

CCCTCCTCCTCCTTC
GGAGGTGGGCA

FFVIIEX8 i ATGCACACACACAGG
GGTGAAGCACAGGTG
CTCTGGGTGTGGTGC

3.15.2. PZR Protokolii

PZR islemleri hacmi 25 pL’ye ayarlanmis ve igerisinde 50 nanogram 6nceden
Hpall ve Mspl enzimi ile kesilmis genomik DNA (10 ng/uL), 2.4 uM kullanilan primer
cifti, 12 mM Tris-HCI (pH: 9.1), 60 mM KCI, % 0.012 Triton X-100, 0.28 mM her bir
dNTP, 26 mM MgCl> ve 1 {iinite Tag DNA polimeraz igeren soliisyonda
gergeklestirilmistir. Metilasyon duyarli kesilmis tiniversal uzunluk polimorfizm yontemi
icin PZR islemlerinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.12’de verilmistir.

Cizelge 3.12. Metilasyon duyarli kesilmis tiniversal uzunluk polimorfizm yontemindeki
PZR‘de kullanilan kimyasallar ve miktarlar

‘GenomikDNA 5uL 50 ng
‘SterilkHO 8.75 uL
Hleri-Geri Primerleri T 20 uM 3l 2.4 uM
‘Sterikh0 4.6 uL
TRIS-HCI (pH9.1) 100mM 3L 12 mM
KCI 500 mM 60 mM
Triton X-100 % 0.1 % 0.012
‘MgCl, 50 mM 1.3 uL 2.6 mM
RANTR T 10mM 0.7 uL 0.28 mM
iinite/pL

25 uL

a
©
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PZR asamasinda touch-down PZR (TD-PZR) yontemi kullanilmistir. Bu PZR’de
farkli olarak primer sicakliklart ilk 6nce ¢ok yiiksek tutularak primerlerin spesifik sekilde
hedef diziye baglanmasi amag¢lanmaktadir. Cizelge 3.12°de verilen standart degerlere
gore her bir 6rnekten izole edilen ve Hpall ve Mspl ile hedef bolgelerin kesimi yapilan
genomik DNA ve Cizelge 3.11°de verilen minisatellit primerleri ile her bir birey i¢in ayri
PZR tiipii hazirlanmistir. Bu iglemlerin ardindan Ornekler thermal dongli cihazina
yerlestirilmis ve Cizelge 3.13’de ki dongiiye tabi tutulmustur.

Cizelge 3.13. Metilasyon duyarli kesilmis {iniversal uzunluk polimorfizm igin
amplifikasyon profili

94 °C 4 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
94 °C 30 saniye 10 dongii Denatiirasyon
52°C—47°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez

94 °C 30saniye 30 dongii Denatiirasyon

47 °C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez

72°C 10 dakika 1 dongii Final Sentez
4°C 1 saat

3.15.3. Agaroz jel elektroforez ¢alismalari

PZR isleminden sonra Ornekler agaroz jel elektroforezinde yliriitiilmiis ve gen
bolgelerinin Mspl ve Hpall enzimleri yoniinden farkli sonug igerigi tespit edilmeye
calisilmistir. Islem siras1 asagidaki gibidir;

a. Jel icerisinde konsantrasyonu % 2 konsantrasyon olacak sekilde agaroz tartilip 1X
TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 1x TBE + agaroz ¢ozeltisi igerisine 0.05 pg/mL
olacak miktarda ethidium bromit eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilagmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan 6nce jel
lizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra 5 pL 6x DNA yiikleme tamponu eklenen PZR iiriiniinden 8
pL her bir kuyucuga ayri bir 6rnek yiiklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70 Voltta 2.30 saat PZR iiriinleri elektroforez islemine
tabi tutulmustur.

f. Elektroforez tankindan ¢ikartilan jel UV 1s1k altinda incelenmis ve fotograflart
cekilmistir.

3.16. Metilasyon Duyarh Kesilmis Rastlantisal Cogaltilmis Uzunluk Polimorfizm
(MS-CRALP)

Bu yontem RAPD yonteminin bir analogu olup farki amplifikasyon
caligmalarinda kalip olarak kullanilan genomik DNA molekiillerinin farkli restriksiyon
enzimleri ile kesilip (Mspl ve Hpall gibi) PZR calismalarinda bu iki enzim iriiniiniin
amplifikasyonlarinin farkinin ortaya konuldugu bir yontemdir. CRALP yontemi kisa (10
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niikleotit) uzunlukta primerler kullanilmasi nedeniyle amplikasyon reaksiyonlarindaki
annealing sicakligi 42-37°C arasinda tutulmus ve PZR dirtinlerinin % 2 agaroz jel
elektroforez yontemiyle gerceklestirilmistir. MS-CRALP yonteminin metilasyon orani ve
paternleri ¢alisma sonunda agiklanmustir.

3.16.1. Metilasyon duyarh kesilmis rastlantisal cogaltilmis uzunluk polimorfizm
(MS-CRALP)

Calismada touch-down polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutulan 4 tane oligo
primeri kullanilmigtir. Kullanilan oligo primerleri asagidaki Cizelge 3.14.’de verilmistir.

Cizelge 3.14. Calismada kullanilan oligo primerleri

TGCGGGTCCT
CACAGCTGCC
CCCGTAGCAC
GACCTAGTGG

3.16.2. PZR protokolii

PZR islemleri hacmi 25 pL’ye ayarlanmis ve igerisinde 50 nanogram 6nceden
Hpall ve Mspl enzimi ile kesilmis genomik DNA (10 ng/uL), 2.4 uM kullanilan primer
cifti, 12 mM Tris-HCI (pH: 9.1), 60 mM KCI, % 0.012 Triton X-100, 0.28 mM her bir
dNTP, 26 mM MgCl> ve 1 {inite Tag DNA polimeraz igeren soliisyonda
gerceklestirilmigtir.  Metilasyon duyarli Kesilmis rastlantisal ¢ogaltilmis uzunluk
polimorfizm yontemi i¢in PZR islemlerinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar Cizelge
3.15°de verilmistir.

Cizelge 3.15. Metilasyon duyarli kesilmis rastlantisal ¢ogaltilmis uzunluk polimorfizm
yontemindeki PZR ‘de kullanilan kimyasallar ve miktarlar

5uL 50 ng

8.75 uL
20 uM 3 uL 2.4 uM
4.6 uL
TRIS-HCI (pH 100 mM 3uL 12 mM
9.1)
KCI 500 mM 60 mM
Triton X-100 % 0.1 % 0.012
50 mM 1.3 uL 2.6 mM
10 mM 0.7 uL 0.28 mM
\Tag DNA Polimeraz S, 2.5 inite/ul 0.4 pL I iinite

25 uL

PZR asamasinda touch-down PZR (TD-PZR) y6ntemi kullanilmistir. Bu PZR’da
farkli olarak primer sicakliklari ilk once ¢ok yiiksek tutularak primerlerin spesifik sekilde
hedef diziye baglanmasi amaglanmaktadir. Yukarida verilen standart degerlere gére her

[op]

1



MATERYAL VE METOT E. UYGUR GOCER

bir 6rnekten izole edilen ve Hpall ve Mspl ile hedef bolgelerin kesimi yapilan genomik
DNA ve Cizelge 3.14°de verilen oligo primerleri ile her bir birey i¢in ayr1 PZR tiipii
hazirlanmustir.

Bu islemlerin ardindan 6rnekler thermal dongii cihazina yerlestirilmis ve Cizelge
3.16’da ki dongiiye tabi tutulmustur.

Cizelge 3.16. Metilasyon duyarli kesilmis rastlantisal ¢ogaltilmis uzunluk polimorfizm
icin amplifikasyon profili

94 °C 4 dakika 1 dongii On-denatiirasyon
94 °C 30saniye 10 dongii Denatiirasyon
42 °C—37°C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
94 °C 30 saniye 30 dongii Denatiirasyon
47 °C 30 saniye Renatiirasyon
72°C 2 dakika Sentez
72 °C 10 dakika 1 dongi Final Sentez

1 saat

3.16.3. Agaroz jel elektroforezi:

PZR isleminden sonra Ornekler agaroz jel elektroforezinde yliriitiilmiis ve gen
bolgelerinin Mspl ve Hpall enzimleri yoniinden farkli sonug igerigi tespit edilmeye
calisilmistir. Islem siras1 asagidaki gibidir;

a. Jeligerisinde konsantrasyonu % 2 konsantrasyon olacak sekilde agaroz tartilip 1X
TBE tamponu igerisinde mikrodalga firinda hazirlanmistir.

b. Mikrodalga firindan ¢ikarilan 1x TBE + agaroz ¢ozeltisi igerisine 0.05 pg/mL
olacak miktarda ethidium bromit eklenmistir.

c. Hazirlanan jel katilagmadan elektroforez tankina dokiilmiis ve donmadan 6nce jel
lizerine tarak konularak orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.

d. Jel donduktan sonra 5 uL DNA yiikleme tamponu eklenen PZR iiriiniinden 10 pL
her bir kuyucuga ayri bir 6rnek yiiklenmistir.

e. Elektrik akimi verilerek 70 voltta 2 saat PZR iiriinleri elektroforez islemine tabi
tutulmustur.

f. Elektroforez tankindan c¢ikartilan jel UV 1sik altinda incelenmis ve fotograflari
cekilmistir.

3.17. Metilasyon Diizeylerinin Belirlenmesi ve Istatistiksel Analizler

Analizlerde 4 farkli patern durumu s6z konusudur. Mspl ve Hpall
reaksiyonlarmin her ikisinin hedef bolgesinin kesilmesi durumu (+,+ veya 0,0, diger bir
sOoylemle hedeflerdeki sitozinlerin metilsiz olma durumu) olup hedef 5-CCGG-3’ metil
icermedigi seklinde yorumlanacakken, her iki reaksiyonda (Mspl ve Hpall) orijinal
fragmanlarin =~ bulunmasi  durumu reaksiyonun tam metillenme nedeniyle
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(MCMCGG/GGMC™C) gergeklesemedigi durumunu ifade edecek (-,- veya 1,1) sekilde
gosterilmistir. Mspl ve Hpall reaksiyonlari karsilastirildiginda Mspl’de bandin bulunmasi
Hpall ise bulunmamasi (+,- veya 0,1) durumu C"CGG veya "C"CGG olarak (CG
metilasyonu) tanimlanacaktir. Dordiincti durum ise metilasyonun CHG ve CG motifinin
her ikisinde olma durumunda karsimiza ¢ikabilmekte (-, + veya 1,0) olarak
kodlanabilecek durumdur (Fulnecek vd. 2014).

Msp| Hpall
C|C|G]|G >
G| G|C|C + +
CI®=X1G |G —_— —)
G| G |»C]|C +
nC"C|G|G|™C|C|G|G
clclclclclelcle] — + — -
nC[»C | G[G ; '
G| G [»C|=C -
Sekil 3.4. CCGG metilasyon durumuna Mspl ve Hpall restriksiyon enzimlerinin
duyarliliklart (“+”: Enzimin kestigi durum, “-”: Enzimin kesmedigi durum)
a) Mspl enzimi metilasyon paterni b) Hpall enzimi metilasyon paterni
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Calismada Kullanilan Bitki Materyali

Bu calisma, Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii’nden temin edilen misir
hatlarinin tohumlari ile 2014, 2015, 2016 yillarinda Akdeniz Universitesi, Tarla Bitkileri
Boliimii'nde yiiriitilen, misir 1slah c¢aligmalarinda olusturulan genetik materyal
kullanilarak yiiriitilmiistiir. Caligmada Stiff Stalk ve Lancaster heterotik gruplarinin
onemli temsilcileri olan B73 ve Mo17 (Zea mays L.) misir hatti tohumlar1 kullanilmis
olup ve bunlarin melezlenmesi sonucu elde edilen melez M017 x B73 ve tohumlar1 ve
kogan fotograflar1 Sekil 4.1°de sunulmustur.

Mol7xB73 Q’ 1.
B3 | P :’ J
i
\ Vo7
a
Sekil 4.1. Calismada kullanilan misir ebeveyn ve F1 bitkilerine ait a) koganlar ve b)
tohumlar

Calismada kullanilan tane Orneklerinin  tamami kendilenmis bitkilerin
kocganlardan elde edilmistir. Bu amagcla bitkiler ¢igeklenme zamaninda iken her sabah
kontrolleri yapilmis ve disaridan toz almamasi i¢in koganlar piiskiil ¢ikarmadan 6nce
izole edilmislerdir. izole edilen koganlar aym bitkiden alman polenleri ile kontrollii
sekilde tozlanarak kendileme yapilmis, birbirleriyle (Mo17 x B73) tozlanarak melezleme
gerceklestirilmistir. Calismada resiprokal melezlemeler yapilmis ancak kullanilmamastir.

B73 ve Mol7 birbirinden uzak heterotik gruplara ait hatlar olup, bircok
rekombinant kendilenmis hatlarin eldesinde ebeveyn olarak kullanilan yarayish
genotiplerdir. ABD'de ¢ogu hibrit bu heterotik gruplara ait ebeveynler arasinda yapilan
melezlemeler sonucu gelistirilmistir. Diinya ¢apinda en goze ¢arpan melezlerden olan
Mo17 x B73, bu melezlerin temsilcisidir (Lee vd. 2002).
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4.2. Heterosisin Tespiti
4.2.1. Tohum agirhklarinin 6l¢iilmesi ve heterosisin tespiti calismalari

F1 hibrit ¢esitlerin misir bitkisinde basarili bir sekilde ticari olarak kullanilmaya
baslamasindan sonra; heterosis ile olusturulan cesitler birgcok kiiltiir bitkisinde
yayginlagsmaya baslamistir. Tohumluk iiretimlerinin standart gesitlere gére daha giic ve
masrafli olusuna karsin F1 hibrit ¢esitlerinin hizla gelistirilmesinin nedeni, bu ¢esitlerin
standart cesitlere gore olan bazi {istiin yanlaridir. Heterosis etkisi gozlenen F1 hibrit
cesitlerinde genellikle vejetatif ve generatif organlarda sayica artisa ve irilesmeye neden
olur (Lariepe vd. 2012).

Arastirmada incelenen tohum agirligi 6zelligi yoniinden, F1 yavru dollerinin
ortalamasinin, ebeveyn ortalamasina olan (%) artis1 (3.2) esitligi uyarinca iistiin ebeveyne
gore olan (%) artis1 ise (3.3) esitligi uyarinca hesaplanmistir (Chang ve Smith, 1967).

Mol7, B73 musir hatlar1 ve bu hatlara ait F1 tohumlar1 25x12 (25 tohum 12
replikasyon) adet olmak tizere tartilmis ve her bir replikanin 25 tane agirliklar1 dort ile
carpilarak 100 tane agirligi, heterosis ve heterobeltosis degerleri hesaplanmistir.

100 tane tohum agirliklar ortalamasinda en diigiik 25.08 g ile Mol7 iken B73
musir hattt ise 29.376 g olarak belirlenmistir. Bu hatlara ait F1 bitkisi 100 tane tohum
agirligt 37.624 g olarak oOlgiilmis, % 38.18 heterosis ve % 28.07 heterobeltosis
gostermistir (Cizelge 4.1). Konak vd. (1999) 100 tane agirligini melez misirlarda 29.2—
34.8 g, heterosis oranini da % 1.34 ile % 22.58 arasinda belirlemislerdir. Kara (2001) 100
tane agirliginda heterosis oranimi % 1.9 ile % 33.5 arasinda degistigini ifade etmistir.
Calismamizda F1’de 100 tane agirligi Konak vd. (1999) ile benzerlik gosterirken heterosis
orani da Kara (2001) ile benzerlik gostermistir.

Cizelge 4.1. Mo17, B73 ve M017xB73 100 tohum agirliklart

1 24.04 29.544 36.008
2 25.432 28.836 36.04
3 25.832 28.504 40.604
4 23.616 28.836 37.12
5 24.968 29.484 36.86
6 24.968 29.672 40.256
7 24.24 29.988 34.768
8 24.464 29.168 35.34
9 24.464 30.12 40.056
10 24.151 28.956 34.836
11 25.084 29.264 38.828
12 25.084 30.14 40.816
ort. 25.08 29.376 37.624
SS 0.638 0.540 2.344

Olgiilen agirliklarda tek yonlii varyans analiz testi yapilmis ve bu sonuca gore
genotiplerin ortalama tohum agirliklari yoniinden istatistiki olarak 0.01 (p<0.001)

65



BULGULAR VE TARTISMA E. UYGUR GOCER

diizeyde onemli bulunmustur. Bulunan P degerinin ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel
anlamliliga sahip olmasi, genotiplerin birbirinden farkli gruplarda yer aldigin
gostermektedir (Sekil 4.2). Genotiplere ait 100 tane agirliklarinin birbirinden farkli
gruplar olusturmasi yapilan ¢alismada F1’e ait 100 tane agirliginda gozlenen heterosisin
yiiksek olmasini desteklemektedir.

1
. <> 0

25 tane tohum agirhg

B73  Mol7  Mo17xB73 Al Pairs
Genotipler
Sekil 4.2. Genotiplerin tohum agirliklarina gore tek yonlii varyans analiz sonucu

4.2.2. NaCl ve 5-azaC uygulamasi yapilan fide agirhklarinin 6l¢iilmesi ve heterosisin
tespiti calismalari

Sera ve arazi sartlarinda kendileme ve melezleme ¢alismalarindan elde edilen F1
tohumlar1 ve bu melezin ebeveynlere ait tohumlar1 hazirlanan ¢imlendirme bloklarinda
16 saat 30°C 151k ve 8 saat 25 °C’de karanliga ayarlanmis iklimlendirme kabininde 6 giin
(144 saat) boyunca bekletilmistir. Her giin ayni saatte 1.5 mM 5-azaC, 150 mM NacCl
uygulanmis ve kontrol grubu icin ise steril su kullamlmstir. Iklimlendirme kabininde 6
giiniinii dolduran tohumlar ¢imlendirme bloklarindan alinmus, torflar1 bol su ile yikanarak
temizlenip kurutulduktan sonra biitiin uygulamalardan elde edilen ¢imlenmis tohumlarin
(fideciklerin) tek tek agirlik Olgiimleri yapilmis, heterosis orani (3.2) esitligince ve
heterobeltosis orani ise (3.3) esitligince belirlenmistir. Uygulama ve kontrol fidecikleri
arasinda morfolojik degisiklikler goriilmiistiir (Sekil 4.3).
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Mol7 KONTROL

Mol17XB73_KONTRO B73_KONTROL

Mol7 NaCl
Mol7xB73_NaCl B73_NaCl

Mol7_5-azaC

Mol7xB73 5-azaC

Sekil 4. 3. Calismada kullanilan misir ebeveyn ve F1 bitkilerine ait kontrol, NaCl ve 5-azaC
uygulamasi yapilan fideler
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Arastirmada 6. giin fide agirliklarina iligkin heterosis oranlar1 kontrol grubunda %
70.05, 150 mM NaCl uygulamasinda % 41.02 ve 1.5 mM 5-azaC uygulamasinda ise %
35.57 degerleri bulunurken heterobeltosis oranlar1 kontrol grubunda % 69.14, 150 mM
NaCl uygulamasinda % 34.14 ve 1.5 mM 5-azaC uygulamasinda ise % 28.18 olarak
belirlenmistir. Agirlik 6l¢timleri kullanilarak iki yonlii varyans analizi yapilmis olup
istatistiksel anlamda 0.05 6nemlilik diizeyinde pozitif yonde dnemli bulunmustur.

Yapilan dl¢iimlere gore NaCl uygulamasinin tohum c¢ikisini ve fide agirliklarini
olumsuz etkiledigi gozlemlenirken 5-azaC uygulamasi tohum ¢ikisi ve fide agirliklarinda
artisa sebep olmustur.

Zhang vd. (2015) DNA metilasyonunun 1spanak biiyiimesi iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in 1spanak tohumlarini demetilasyon reaktifi olan 5-azaC ile muamele
etmislerdir. 30 uM 5-azaC ile muamele ettikleri 1spanak tohumlarinda, 1spanak gelisimini
ve tohum ¢imlenmesini tesvik ettigini gormiisler fakat 100-1000 pM arasindaki
muamelelerde ise 1spanak gelisimi ve c¢imlenme yiizdesinde negatif korelasyon
gosterdigini sOylemislerdir.

FKon A Kon A

e Aza AB

F,Tuz AB

B73Kon BC Tz B

B73,Aza CD

Mo17,Kon  CD F A

B73,Tuz CD

Mo17 Aza D B73 B

Mo17,Tuz D Mo17 C
Sekil 4.4. Genotip ve uygulamalarin fide agirliklarma ait iki yonlii varyans analiz

sonucunun Tukey testi ile karsilagtirilmasi

Bu c¢aligmada 1.5 mM 5-azaC uygulanmis ¢imlenip gelisen 6 giinliik misir
fidelerinde ¢imlenmeyi tesvik ettigi ve taze agirliklarinda kontrol grubunun ortalamasiyla
kiyaslandiginda Mol7’yi % 5.3, B73°l ise % 17 oraninda arttirdign goriiliirken
Mo17xB73 hibritinin taze agirliginda % 11.3 oraninda azalma goriilmiistiir. Uygulamalar
arasinda genotipler de gozlenen 6. Giin fide agirliklarinda ki artig/azalis oranlar
istatistiksel olarak farkli gruplandirilmamistir (Sekil 4.4).

Agirlik ortalamalarinda istatistiksel olarak farklilik go6zlenmesine ragmen
homozigot durumda 5-azaC biyokiitle iizerinde olumlu etki yaparken heterozigot
durumda olumsuz etki yapmistir (Cizelge 4.2). Homozigot durumda olan birey icin 5-
azaC uygulandiginda sitozin bazlarin da ki metilasyon kaldirildigindan dolayi ifade edilen
gen biyokiitleyi artirmaya yonelik oldugundan bu genin ifadesiyle biyokiitle artmisg
olabilir. Heterozigot birey ig¢inse biyokiitlenin azalmasi dominant olan gendeki
metilasyon diizeyinin kaldirilmasiyla resesif gene olan baskinin artmasiyla gen ifadesinin
durdurulmasi ve ifade edilen genin biyokiitleyi azaltmasi ile ilgili yorumlanabilir.
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Kontrol ortaminda ve 150 mM NaCl stresi uygulanan ¢imlenip gelisen 6 giinliik
misir fidelerinde taze agirliklarinda Mol7°de % 20.4, B73°de % 12.7 ve Mo17xB73’de
% 30.8 oraninda azalma goriilmiistiir. Demirkiran (2012) yaptig1 calismada 100 mM
NaCl stresine maruz kalan arpa tohumlarinda ¢imlenme seviyesini ve fide gelisimini
azalttigin1 ve arpa fidelerinin taze agirliklarim1i % 39 oraminda diisiirdiigiinii 6ne
stirmiistiir. Bulgularimiz bu arastiriciyla paralel olup 150 mM NaCl stresine maruz
birakilan Mo17, B73 ve F1 fide agirliklar1 ortalamalar1 kontrol ortamindaki fide agirlik
ortalamalari ile kiyaslandiginda azalma goriilmistiir (Cizelge 4.2). NaCl oraninda ki artis
su alimini inhibe ettigi i¢cin osmotik etkiden dolay1 fide gelisimini olumsuz etkilemistir
(Yurtseven ve Baran 2000).

Cizelge 4.2. Kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulamalar1 sonucu fide agirliklari (g)

Kont NaCl 5-azaC Kont NaCl 5-azaC Kont NaCl 5-azaC

1 0.98 0.8 1.14 1.03 083 1.04 161 103 1.64
2 0.9 0.73 0.98 091 085 0.93 156 094 149
3 0.86 0.7 0.93 092 072 11 165 113 141
4 0.99 0.7 0.82 0.78 0.87 1.38 188 1.2 1.24
5 0.89 0.81 1.06 097 086 1.12 159 118 1.3

6 0.99 0.74 097 1.05 084 1.06 1.25 113 1.37
7 0.94 0.73 0.98 096 0.82 1.11 159 111 1.42
Ort. 0.93 0.74  0.98 094 082 1.10 159 110 141
SS 0.053 0.044 0.100 0.09 0.050 0.137 0.184 0.090 0.130

Standart sapma belli bir populasyon da incelenen 6zellikle ilgili degerlerin ya da
Olctimlerin ne genislikteki bir aralikta dagildiginin gostergesidir. Cizelge 4.2° deki
standart sapma degerleri karsilastirildiginda en yiiksek F1 fidelerinde iken uygulamalar
arasinda ise 1.5 mM 5-azaC uygulanan fidelerdedir.

4.3. DNA izolasyonu

Bitkilerde DNA ekstraksiyonu, molekiiler diizeyde yapilacak analizlerin
baslangi¢ noktasidir. DNA ekstraksiyon yontemleri bitki tiirleri, doku tipleri veya
kullanilacak orneklerin hiicresel 6zelliklerine bagli olarak belirlenmektedir. DNA’ya
bagli yapilan tiim analizlerin giivenirliligini ve dogrulugunu etkileyen faktorlerin basinda
DNA Kkalitesi, safligt ve miktar1 yer almaktadir. Bu calismada kullanilan bitki
materyallerine ait DNA’lar CTAB tabanli DNA ekstraksiyon metodu kullanilarak
gergeklestirilmistir.

Bitki yaprak dokulari laboratuvarda -196 °C sivi azot ile havan igerisinde toz
haline getirilene kadar ezilmistir (Sekil 4.5). Ezme isleminin ardindan dokularin
oksidasyona ugramamasi ve dokunun taze kalmasi i¢in ornekler DNA ekstraksiyon
islemlerine kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklanmustir.

69



BULGULAR VE TARTISMA E. UYGUR GOCER
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Sekil 4.5. S1v1 azot ile doku pargalama ve DNA izolasyon islemleri

DNA ekstraksiyonu i¢in her bir Ornekten 2 g doku Ornegi kullanilarak
ekstraksiyon islemleri tamamlanmistir. Calismada kullanilan 6rnek setleri 6. giiniin
sonunda alinan fidelerden ve tohumlardan olusturulmustur. Misir bitkisinde Mol7, B73
hatlar1 ve bu hatlara ait F1 tohumlarinin her birinden birer adet olmak iizere tek tohum ve
her bir uygulamadan da {iger o6rnek olmak iizere toplamda 12 farkli 6rnegin genomik
DNA’larin1 basariyla izole edilebilmesi i¢in ve B73 hattinda genetik karisikligin ortadan
kaldirilabilmesi adina toplamda 65 Ornekten yapilan DNA izolasyonundan markir
destekli seleksiyon yontemi kullanilarak uygun paterni veren Mol17, B73, F1 bitki ve
tohumlardan 12 genomik DNA se¢imi gergeklestirilmistir.

DNA ekstraksiyonun ilk asamasi olan lezyon asamasinda hiicre i¢i agregat ve
organellerinin kimyasal yolla parcalanmasi ve polisakkaritlerin uzaklastirilmasi
saglanmistir. LiCl ilavesi hem polisakkaritlerin hem de kiiciik RNA’larin ortadan
kaldirilmasina yardimer olmustur. Bu agamada su banyosu uygulamasi kimyasallarin
etkin caligsmasina, polisakkarit ve yaglarin ¢éziinmesine yardimci olmaktadir. Kloroform
ekledikten sonra santrifiij yardimiyla hiicresel kalintilarin altta, protein ve polisakkritlerin
ortada ve niikleik asitlerin iist fazda olmasi saglanmistir. Dikkatlice alinan {ist fazin
tizerine izoproponal konularak niikleik asitler yogunlastirilmigtir. Karaca vd. (2005)’e
gore modifiye edilen DNA izolasyonu etkin ve basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.

4.3.1. DNA Kalitesinin ve safliginin belirlenmesi

Izolasyonu tamamlanmis olan DNA'nimn kalite ve miktarmin belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontemde 25 kat seyreltilmis olan toplam DNA’nin analizinde
absorbans 200 nm ile 300 nm dalga boylar1 arasinda tam tarama yapilmis ve Az3o, Az60
ve Azgo degerleri tizerinden DNA konsantrasyonu, polisakkarit varligi, kimyasal kalinti
olup olmadig1 belirlenmeye ¢alisilmistir (Sambrook ve Russell 2001). 200 nm-300 nm
araligindaki dalga boyu niikleik asitler i¢in 260 nm, proteinler i¢in 280 nm, polisakkarit
ve fenolik bilesikler igin ise 230 nm dir. Azeo/Az0 orani Ornek igindeki protein
kontaminasyonunu belirlemek i¢in kullanilir. Saf DNA 6rneklerinde bu oran yaklagik 1.8-
2.0 degerini vermelidir (Karaca vd. 2005). Ornekteki protein konsantrasyonu arttik¢a
Azeol Azgo orant azalir. Azeo/A2zo ise 6rnek igindeki organik kontaminantlarin (polisakkarit
ya da fenolik bilesikler) varligin1 6l¢gmek i¢in kullanilir. Saf bir 6rnekte bu deger 2.0°a
yakindir. Sekil 4.6’da g¢alismada kullanilan spektrofotometre ve 200-300 nm arasi
spektrofotometrik 6lgiim grafigi gosterilmistir. Grafikte de goriildiigii tizere DNA’ nin
¢oziildiigii soliisyon 220 nm ve biraz altinda sogurma 6zelligine sahiptir. Ancak bu PZR
ve restriksiyon enzim kesim galismalarinda bir sorun olarak ortaya ¢ikmamigtir. DNA
ornekleri saf suda ¢oziildiigii zaman bu sogurma ortadan kalkmigtir.
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Sekil 4.6. DNA kalite ve kantitesinin spektrofotometrik 6l¢iimleri. @) Spektrofotometre
cihaz1 b) Genotiplerin 200-300 nm arasi spektrofotometrik l¢iim grafigi

DNA ile birlikte izole edilmis ve DNA’ya bagli olan protein ve polisakkaritler
Polimeraz Zincir Reaksiyonlarini (PZR) ve diger enzimsel reaksiyonlu c¢aligmalari
olumsuz yonde etkiledigi icin kaliteli DNA’nin elde edilmesi basarili bir calismanin 6n
kosullarindan biri olarak kabul edilmektedir (Karaca vd. 2005).

DNA miktarinin bilinmesi PZR ¢alismalariin saglikli yapilabilmesi ve dogru
sonuglar alimmasimi saglar. Bu sebeple DNA izolasyonu yapilan orneklerin DNA
konsantrasyonlarint belirlemek icin farkli dalga boylarinda okumalar yapilmistir.
Kalintilarin bulunmasi oran hesaplariyla ayirt edilebilir. Bu ¢alismada ki ornekler i¢in
yapilan farkli dalga boylarindaki okumalar Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan DNA 6rneklerine ait spektrofotometre okumalari

1 Mol7 Tohum 0.043 0.08 0.05 186 1.6
2 B73 Tohum 0.043 0.082 0.058 1.91 1.41
3 Mol17xB73 Tohum 0.042 0.08 0.056 1.9 1.43
4 Mol7 Kontrol 0.115 0.221 0.112 1.92 1.97
5 B73 Kontrol 0.088 0.177 0.105 2.01 1.68
6 Mol17xB73 Kontrol 0.085 0.164 0.065 1.9 2.5
7 Mol/ NaCl 0.058 0.111 0.055 1.9 2

8 B73 NaCl 0.107 0.204 0.106 1.91 1.92
9 Mol17xB73 NaCl 0.171 0344 0171 2 2
10 Mo1l7 5-azaC 0.043 0.074 0.049 17 1.5
11  B73 5-azaC 0.097 0.189 0.106 1.94 1.78
12 Mol7xB73 5-azaC 0.139 0.271 0.13 1.95 2.08

Calismada kullanilan DNA 6rneklerinin spektrofotometrik analizleri sonucunda
protein ve polisakkaritlerden arindirilmis oldugu ve elde edilen DNA miktarinin
caligmanin yiiriitiilebilmesi i¢in yeterli oldugu tespit edilmistir. Ancak spektrofotometrik
yontem elde edilen DNA molekiiliiniin kirilmis veya parcalanmis olmasinmi ortaya
koyamamakta ve ayni zamanda RNA kalintisinin olup olmadigim1 da tespit
edememektedir. Bu durumda elektroforetik yontemler devreye sokulmaktadir (Ince
2010).
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4.3.2. Agaroz jel elektroforez analizleri

Agaroz jel elektroforesiz yontemiyle RNA kontaminasyonu, polisakkarit varlig
ve yiiksek molekiiler agirliktaki DNA nin varligr arastirilmistir. Bu ¢alismada DNA nin
kantite ve kalitesinin TRIS-Borik asit EDTA (TBE) agaroz jel elektroforesiz yontemi ile
belirlenmesi igin % 1.5’lik agaroz jel, 1x TBE ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir. Jel
icerisinde 0.05 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde ethidium bromit ilave edilerek
genomik DNA’nin kalitesi tespit edilmistir. Calismada kullanilan 6rneklere ait genomik
DNA’lar 250 ng hazirlanmis ve 1/6 6rnek hacmi olacak sekilde 6x DNA (2 uL) yiikleme
cozeltisi ile karistirilmis ve yliklenmistir.

Sekil 4.7. Genomik DNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforez analizleri

DNA ornekleri jel kuyucuklarma yiiklenmis ve 1x TBE ¢ozeltisi kullanilarak 5
V/em uygulanmis ve 100 dakika siire ile yiiriitilmistir (Sekil 4.7). Elektroforez
isleminden sonra DNA mor &tesi (ultra viole, UV) absorbans olgiimleri araciligiyla
goriintiilenmis UVpro programiyla bilgisayar ortaminda kaydedilmistir. Yiksek
molekiiler agirliga sahip, RNA kalintisindan, proteinlerden, polisakkaritlerden
arindirilmis genomik DNA agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.7°de verilmistir.
PZR ¢aligmalar1 az miktarda DNA gerektirse de kullanilan DNA’nin saflig1 dogru sonug
alabilmek i¢in 6nemlidir.

1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 1 12

Sekil 4.8. Normallestirilmis (50 ng/uL) genomik DNA jel goriintiisii

4.4. Gen Spesifik Primer ve Bisiilfit Primer Ciftlerinin Belirlenmesi

Calismada Methyl Primer Express Software, Sequencher Programi ve Kismeth
programlarindan yararlanilarak gen elementleri i¢in primer ¢iftleri belirlenmistir. Misir
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bitkisi i¢in 56 primer ¢ifti dizayn edilmistir. Calismada primer ciftleri belirlenirken hedef
bolgelerin promotor, kodlayan gen bolgesi, intron, ekson, UTR kisimlar1 olmasina dikkat
edilmistir.

Calismada B73 musir hattt tohum DNA’s1 ile 56 adet primer ¢iftine 3 farkli
annealing sicaklik uygulanarak (55 °C, 60 °C ve 66 °C) gerceklestirilen PZR sonu gen
spesifik metilasyon duyarli amplifikasyon polimorfizm yontemi ile multipleks, dupleks
ve unipleks olarak kullanacagimiz gen spesifik primer giftleri belirlenmistir. Multipleks
ve dupleks icin primer ciftleri belirlenirken ayni annealing sicakliga sahip olmalar1 ve
primer sekans uzunluklar1 goz oniinde bulundurulmustur (Sekil 4.7). Yapilan PZR
taramasinda 56 adet primer ¢iftinden ZM 09, ZM 20, ZM 24, ZM 25, ZMK 02, ZMK 16
primerleri yani toplamda 6 adet primer PZR iirtiinii olusturmamistir. Zayif PZR tiriini
olusturanlar ise 8 adet ZM 05, ZM 19, ZMK 01, ZMK 06, ZMK 09, ZMK 10, ZMK 12,
ZMK 17 primerleridir. Geriye kalan 32 primerden gen spesifik metilasyon duyarl
amplifikasyon polimorfizm yonteminde kullanilmak iizere unipleks, dupleks ve
multiplekse uygun 18 primer ¢ifti secilmistir.

Sekil 4.9. ZM ve ZMK primerinin GS-MSAP markirlari igin tarama jel goriintiisii

Bisiilfit primer ciftlerini belirlemek i¢in ise daha once bisiilfit ile muamele
edilmemis B73 tohum DNA’s1 ile gerceklestirilen PZR sonucunda beklenen biiytikliikte
ve yogunlukta PZR iiriinii iireten 32 primer c¢iftinden ayn1 zamanda bisiilfit ile muamele
edilmis B73 tohum DNA’s1 ile uygun PZR profilinde gerceklestirilen PZR sonucunda 5
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bisiilfit primer ¢ifti belirlenmis ve 5 primer ¢ifti ile devam edilmistir. Bu primer ciftleri
ZM 05, ZM 10, ZM 15, ZM 17, ZM 23’dir.

Calismada bisiilfit yonteminde musir bitkisi genomunda bulunan 1- catl genine
ait ekson dizisinin 6028-6627 bp bolgesi (ZM 05), 2- hoxla genine ait intron bolgesinin
15381-16132 bp kismi1 (ZM 10), 3- hox1a geninin 12773-13330 bp ekson kism1 (ZM 15)
4- hoxla geninin 19947-20644 bp ekson kismi1 (ZM 17), 5- aox1a genine ait 23-434 bp 5
UTR bolgesi (ZM 23) calisilmastir.

4.5. Bisiilfit Doniisiimii, Bisiilfit-PZR, Klonlama ve Sekanslama Reaksiyonlari

Mo17 ve B73 musir hatlari ile bu hatlara ait F1 tohum DNA ’lar1 ile kontrol, NaCl,
ve 5-azaC uygulamalarimin yapildig1 6. giin fidelerinin genomik DNA’lar1 izole edilmis
ve bisiilfit reaksiyonlarinda kullanilmak amaciyla hazirlanmiglardir.

Bisiilfit optimizasyonu calismalar1 Invitrogen firmasi tarafindan iiretilmis olan
MethylCode Bisiilfit Dontistim (konversiyon) kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.
Kullanilan DNA miktar1 500 ng olarak ayarlanmis ve bu miktardaki DNA’nin etkin bir
sekilde bisiilfit doniisiimiine uygun oldugu deneysel olarak tespit edilmistir (Karaca ve
Ince 2017). Bu islem igin dizisi bilinen bir bolgedeki biitiin metillenmemis sitozinlerin
timine PZR sonucu doniistligli goriilmiistiir. Ayrica bisiilfit doniisiimiine alinmis genomik
DNA’nin ¢ok kirllmamasi etkin bisiilfit uygulamasindan sonra 6nemli olan diger bir
noktadir.

Etkin bisiilfit donilisiimiinde tim metilli sitozinlerin degismeden korunmasi,
metilsiz sitozinlerin ise urasile doniisiimii saglanmalidir. Bunun yani sira genomik
DNA’nin ¢ok parcalanmadan korunmasi ve PZR'de kullanilabilir olmasidir. Bisiilfit
uygulamasinin ardindan 20 pL eliisyon soliisyonu ile ¢oziinen bisiilfit uygulanmig DNA
ornegi degisik miktarlarda ANN 60 PZR profili kullanilarak bisiilfit doniisiimiiniin
etkinligi aragtirilmigtir.

Segilen bisiilfit primer ciftlerinin misir DNA’larinda PZR firiinleri iretip
tiretmediklerinin belirlenmesi i¢in secilen lokuslar iki farkli PZR profilinde her bir
lokusun hangi PZR profilinde daha etkin PZR firiinleri olusturdugu belirlenmistir.
Calismada kullanilan primer ¢iftlerinin tek PZR profilinde olusturmus oldugu amplikon
ozelliklerine uygun PZR profili belirlenmistir. Calismada hedef lokuslarin
optimizasyonun da ANN 60 profilinde ¢cogaltilmas1 gerektigi belirlenmistir.

Genel bir olgu olarak bisiilfit uygulanmis genomik DNA o6rneklerinin PZR
etkinliklerinin az olmasi, zayif yogunlukta iiriin iiretmeleri, ¢ogu durumda zayif gercek
olmayan {irlinlerin iiretilmesi nedeni ile PZR iiriinlerinin dogrudan vektore transferinde
sorunlar yasanabilmektedir. Bu sorunlar1 azaltmanin bir yolu da PZR f{irtinlerinin 6nce
jelde ayristirilmasi ve ayrigtirilmig hedef DNA fragmaninin jelden izolasyonudur.

Calismada kullanilan lokuslardan sadece 25 uL PZR iiriinii jelden izolasyon ve
transformasyon i¢in yeterli olmustur. Her bir hedef i¢in paralel 4 PZR yapilmasina gerek
kalmamistir. Klonlama isleminin ardinda bakteri kiiltiirii ve sekanslama islemlerine
gecilmistir.
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Calismada musir bitkisi genomundaki catl geninin ekson boélgesi, hoxla geninin
ekson ve intron bolgeleri, aoxla geninin 5’- UTR bolgeleri ¢alisiimistir. Calismada
yaklasik 10x96 (960) klon analiz edilmistir. Bu 960 klonun igerisinde 96 klon kontrol
fragmanlardan (bisiilfit uygulamasi yapilmadan klonlanan diziler) olusmaktadir.
Calismada kullanilan en diistiik replika sayisi (ayn1 transformasyon iirtiniinden kullanilan
klon sayis1) 8 ve en fazla olan ise 12'dir. Fazla sayida replika klonlanmasinin temel nedeni
bisiilfit doniisiimiiniin kontroliinii saglamak amaciyla ger¢eklestirilmistir. Teknik replika
ise ayn1 klonun birden fazla tekrarla dizi analizlerinin yapilmasidir. Calismamizda teknik
replika yerine biyolojik replika olarak adlandirilan farkli transformasyon iiriinlerinden
elde dilen klonlarin kullanilmasidir.

Calismada NaCl ve 5-azaC uygulamasinin ebeveyn ve F1 bireylerinin metilasyon
diizeylerinin tespiti ¢alismanin en 6nemli hedeflerinden birisidir. Calismada kullanilan
gen bolgeleri kontrol-NaCl ile kontrol-5-azaC ve ebeveynler ile F1 arasinda sitozin
metilasyon paterni ve miktar1 yoniinden bisiilfit sekanslama yontemi i¢in se¢ilmis olan
gen bolgelerinin sekans sonuglarindan ¢oziiniirliik ve giivenilirlik diizeyi yiiksek olan
sekanslama verilerinden ii¢ farklh CG, CHG ve CHH metilasyon adaciklar
incelendiginde bu gen bdlgeleri icin bakilan adaciklarda herhangi bir metilasyon diizey
farklilig1 saptanmamistir. Ebeveynler ile F1 arasinda sitozin metilasyon diizeyi arasinda
belirgin bir farkin goériilmemis olmasi calisilan genlerde maternal veya paternal
imprinting 6zelliginin olmamasi seklinde yorumlanabilmektedir. Ancak ¢alismada farkli
yontemler ile baz1 genlerde sitozin metilasyon farkliliklar1 ortaya konmustur.

Cizelge 4.4. Bisiilfit sekanslama (BiSeq) yonteminde kullanilan gen bdlgerine ait
metilasyon adacik igerikleri ve sayilari

CG CHG CHH )

ZM 05 22 28 48 98 Catalase 1 (catl) Ekson
ZM 10 24 15 66 105 Homeobox (hox 1a) Intron
ZM 15 8 19 64 91 Homeobox (hox1a) Ekson
ZM 17 18 38 72 128  Homeobox (hox1a) Ekson
ZM 23 4 6 31 41 Alternative oxidase la (aoxla) 5-UTR

4.6. Mspl ve Hpall Restriksiyon Enzim Kesim Denemeleri ve Hedef Lokuslarin
Kesiminin Teyit Edilmesi

Pek ¢ok dkaryotik organizmanin DNA’s1 metillenir. Bu islem sirasinda enzimler
aracilifiyla bazlara metil gruplart eklenir. Metillemede genellikle sitozinlere metil
gruplar1 eklenir. Metillenme, sitozin bazinin 5. pozisyon durumunda olur. Boylece metil
grubu DNA sarmalinin biiyilk olugunda c¢ikintt yapar ve proteinlerin DNA’ya
baglanmasini engeller. Metillenme, genellikle CG ¢iftleri halindeki sitozinlerde ve her iki
zincirde birden gerceklestirilir. DNA’nin metilli olup olmadigint anlamada bir¢ok yontem
kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 kromotografi, iki yonlii kromotografi, elektroforetik
ayrim, mass spektrofotometri, metilasyon spesifik PZR yontemi, Mspl ve Hpall
restriksiyon enzim kesim ydntemleridir (Tekin vd. 2003; Karaca ve Ince 2017).
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Stres kosullar1 altinda olusan genetik ve epigenetik varyasyonlar bitkilerin
genotipini, fenotipini ve rejenerasyonunu dolayisiyla stres toleransini etkilendiginden,
bitkinin farkli gelisim evrelerinde olusan varyasyonlarin genetik veya epigenetik
mekanizmalar1 ortaya konmalidir. Tohum, kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulanmis fide
donemindeki orneklerin Mspl ve Hpall restriksiyon enzim kesim denemeleri ile
metilasyon diizeyindeki farklilik arastirilmistir.

Hpall ve Mspl restriksiyon enzimleri metilasyon ¢alismalarinda sik kullanilan ve
birbirlerinin izosizomeri olan iki enzimdir. Bu enzimlerin her ikiside 5-CCGG-3’
bolgesini tanirlar. Ancak sitozinlerin bazi metilasyon durumlarina kars1 farkli
hassasiyetlere sahiptirler. CCGG/GGCC bdélgesinin metilsiz oldugu durumda her iki
enzimde bu bolgeyi taniyip kesebilmektedir. Her iki sarmalda da (CCM"GG/GGC™C)
icteki sitozinin metilli oldugu durumda Mspl enzimi DNA’y1 keserken Hpall enzimi
kesim yapamamaktadir.

Diger bir durum ise tek bir sarmaldaki her iki sitozinin metillendigi ya da distaki
sitozinin metilli (C"C™GG veya C"CGG) oldugu durumdur. Bu durumda Mspl enzimi
tanidig1 diziyi kesemezken Hpall enzimi kesim yapabilmektedir. Son durum da her iki
sarmaldaki sitozinlerin metillendigi (C"C"GG/GGC™C™) ve iki enziminde kesim
yapamadig1 durumdur (Fu vd. 2012). Bu nedenle jeldeki her bir pozisyon i¢in jelde bandin
varligia (1) yokluguna (0) atifta bulunarak jelde doért fakli patern (1 1,00, 1 0, 0 1)
varyasyonu olarak bulunabilir (Fulnecek ve Kovarik 2014).

Hpall ve Mspl restriksiyon enzimleri ile metilasyon konusundaki ilk ¢aligmalari
Wall Wisk ve Flavell 1978 yilinda, Sinzeret ve vd 1979 yilinda, Cedar vd 1979 yilinda
yapmuglardir. Bu sistem CCGG boélgesinin analizini yapar ve toplam metilasyonun
belirlenmesinde kullanilir. Bagka bir deyisle diger bolgelerdeki metilasyon farkliliklar
kacirilabilir. Calismamizda metilasyon farkliliklarinin gézlenmesi i¢in Hpall ve Mspl
enzimleri (Fermentas) kullanildi. Aymi bitkiye ait DNA’lar i¢in her iki enzimin kesim
reaksiyonu farkli mikrosantrifiij tiiplerinde son hacimleri 25 upL olacak sekilde
gerceklestirilmistir.

4.6.1. Gen spesifik metilasyon duyarh amplifikasyon polimorfizm (GS-MSAP)

GS-MSAP yonteminin etkinligini ve maliyetini azaltmak adina multipleksler
olusturulmus ve multiplekse dahil olmayan lokuslar ise unipleks ve dupleks olarak
uygulanmistir. Calismada toplam 3 multipleks, 2 dupleks ve 2 unipleks testleri
olusturulmustur. Ik olarak multipleks 1 icinde bulunan ZM 28 ve ZMK 19 lokuslar1 sus1
genine ait ekson ve intron bolgerinden, ZM 31 lokusu GST 27 genine ait kodlama
bolgesinden, ZMK 21 lokusu ise wakr1 genine ait bolgelerden gelistirilmis olup ZM 28,
ZM 31, ZMK 19 ve ZMK 21 lokuslarin1 multipleks olusturarak Mspl ve Hpall enzimleri
ile kesilmis olan Mo17, B73 ve Mo17xB73 tohum, kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulanmis
olan fide genomik DNA’lar ile ¢ogaltilmigtir (Sekil 4.10).
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TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC
Mol7 B73 Fi Mol7 B73 Fin Mol7 B73 F Mol7 B73 Fi 1.2

a0 b a b a b &b alb lah g abh ah oAb ah o aabh ¢

Sekil 4.10. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonras1 multipleks 1
ile GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri ¢) Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri ile kesimi
yapilmayan sirastyla Mo17 ve B73 tohum genomik DNA’lar

Sekil 4.10’da bu lokuslara ait bantlarin gériilmemesi Mspl ve Hpall enzimlerinin
kesim yapmasiyla agiklanmaktadir. Bu durum CCGG/GGCC bolgesinin (her iki sarmalda
da) sitozinlerinin metil icermedigini gostermektedir (Fu vd. 2012). Buradaki diger bir
amag ise Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri ile muamele edilen 6rnekleri enzimle
muamele edilmeyenlerle karsilastirmak ve enzimsel kesim reaksiyonlarinin basarili ve
tam oldugu teyit ve tespit etmektir. Sekil 4.10°da ki jel fotografinda goriilen bantlar Mspl
ve Hpall restriksiyon enzimleri ile muamele edilmemis Mo17 ve B73 tohum DNA’larinin
multipleks 1 ile cogaltilmasi sonucu olusan bantlardir.

Multipleks 2’de ise ZM 02, ZM 05 lokuslari1 catl genine ait intron ve ekson
bolgerinden, ZM 14 lokusunu hoxla genine ait ekson bolgesinden, ZM 18 lokusunu ise
mads2 genine ait ekson bolgelerinden dizayn edilmistir. ZM 02, ZM 05, ZM 14, ZM 18
lokuslar1 gelistirilmis ve bu lokuslar PZR’de bir araya getirilerek multipleks 2
olusturulmustur. Olusturulan multipleks Mspl ve Hpall enzimleri ile kesilmis olan tohum,
kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulanmis Mo17, B73 ve F1 fide genomik DNA’lar ile PZR
islemine tabi tutulmustur.

Multipleks 2 ile gergeklestirilmis olan PZR ¢alismalart sonucunda multipleks
icinde bulunan lokuslardan ZM 05 (600 bp) ve ZM 18 (755 bp) lokuslarinin bant
olusturmadig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.10). Bu durumda CCGG/GGCC bolgesindeki
(Her iki sarmalda) hedef sitozinler metil igermemektedir. ZM 14 (790 bp) lokusu
epigenetik agidan F1’de hem anneye hem de babaya ait bantlar1 gériilmektedir. Yani F1’de
metilli lokus sayis1 tohum ve uygulamalar arasinda farklilik gostermezken, ebeveynlere
kiyasla da duble metilli durumdadir. ZM 14’de hem Mspl hem de Hpall enzimleri Mo17,
B73 ve F1’in tohum ve tiim uygulamalarinda kesim yapamamistir. Bu durumu jel
goriintiisiinde bantlarin varligi ispatlamistir. Bu durum ancak C"C"GG/GGC™C™ (her iki
sarmalda) durumda yani her iki sarmalda sitozinlerin metillendigi durumdur. ZM 02 (636
bp) lokusunun bant durumunda Mspl enzimi keserken Hpall enzimi kesememistir. Bu
durum bize CC"GG (her iki sarmalda) bolgesinde igteki sitozinin metilli oldugunu
anlatmaktadir (Sekil 4.11). Ancak Mspl enzimi kesmesine ragmen Mspl’de goriilen zayif
bantlar kopya sayisinin fazlalifindan dolay1 olabilecegi gibi bazi1 kopyalarda icteki
sitozinin metilsiz olmasiyla ilgilide olabilmektedir.

ZM 02 lokusu i¢in ayri ayr1 uygulamalara bakildiginda tohumda ¢ok biiyiik
farkliliklar gézlemlenmemistir. Kontrol grubunda ise B73 genomik DNA’sinin Mspl ve
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Hpall her iki enzim tarafindan da kesilmemesi tam metilli oldugunu gésterirken Mo17
genomik DNA’sinin Mspl enzimi tarafindan kesilip Hpall enzimi tarafindan kesilmemesi
icteki sitozinin metillenmis oldugunu gdstermistir. F1 kontrol ise resesif gibi davranip
ebeveynlerden biri olan Mol7’ye benzemistir. NaCl uygulamasi ve kontrol
kiyaslandiginda ise bant yogunluklar1 arttigi i¢cin NaCl uygulamasinin metilasyon
seviyesini arttirmigtir.

Wang vd. (2016) pamuk bitkisinde NaCl muamelesinin global DNA metilasyon
seviyesini onemli Ol¢ilide arttirdigini 6ne siirmiislerdir. ZM 02 lokusu i¢in ¢alismadan elde
ettigimiz bulgular Wang vd. (2016)’nin sonuglarini desteklemistir. Calismada baska bir
uygulamamiz olan 5-azaC uygulamasiyla kontrol karsilastirilirsa 5-azaC uygulamasinin
metillenmeyi azalttig1 gérillmiistiir. Kondo vd. (2006)’da yaptiklari ¢alismada 5-azaC’nin
genomik DNA’nin demetilasyona neden oldugunu tespit etmislerdir ve bu ¢alismada ZM
02 lokusundan elde ettigimiz bulgular s6z konusu arastiriciy1 desteklemektedir. PZR ve
yikleme uygulamalar1 diizenli ve dikkatli yapildigi icin ve bant yogunluklari
karsilastirildiginda goriilen farkin PZR hatasi olmadig1 belirlenmistir.

TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC
Mol7 B73 F. Mol7 B73 Fi Mol7 B73 Fi Mol7 B73 Fi
M a b @b ah b aib b ah a i ah b A ann

1000 bp

800 bp

600 bp

Sekil 4.11. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonras1 multipleks 2
ile GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri

Multipleks 3’¢ ait lokuslar ZM 15, ZM 17, ZM 21 ve ZMK 08 lokuslar1 olup bu
lokuslar hoxla geninden ZM 15 ve ZM 17, aox1 geninden ZM 21, elF5 geninden ise
ZMK 08 lokuslari elde edilmistir. Multipleks 3 lokuslar1 Mspl ve Hpall enzimleri ile
kesilmis olan tohum, kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulanmis Mo17, B73 ve F1 fide genomik
DNA’lar ile ¢ogaltilmigtir ve alinan sonuglarin multipleks 1 sonucuyla ayni oldugu tespit
edilmistir.

Multipleks 3’iin igerisinde bulunan doért lokusun PZR sonucunda da hem Mspl
hem de Hpall enzimi tohum ve tim uygulamalarda kesim yapmis oldugu igin jel
goriintlisiinde bantlar gériilmemektedir (0 0). Bu durum CCGG/GGCC bdélgesinin (her
iki sarmalda) sitozinlerinin metillenmedigini ispatlamistir (Sekil 4.12).
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TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC

Mol7 B73 F Mol7 B73 F. Mol7 B73 Fi Mol7 BT73 Fi
a2b ab & b 4a b a b a2 ba b a b a b a b a b ab

Sekil 4.12. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrasit multipleks 3
ile GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri

Uygulamalar arasinda da degisiklik olmay1ip ne NaCl metillenmeyi arttirmis ne de
5-azaC uygulamas: metillenmeyi azaltmigtir. Restriksiyon enzimlerinin tamamen
kesmesi ise calismada kullandigimiz konsantrasyonlarin uygun oldugunu ve ¢alismanin
diizenli ytiriitildigiini gdstermistir.

Dupleks 1’1 olusturan lokuslar ZMK 07 ve ZM 30 lokuslaridir. ZMK 07 lokusu
elF5 genine ait ekson bdlgesinden dizayn edilmistir. Bu genin beklenen {iriin boyutu ise
600 bp dir. Bu lokus ile gergeklestirilmis olan PZR ¢alismalar1 sonucunda Mspl enzimi
keserken Hpall enziminin kesmedigi belirlenmistir. Bu durum igteki sitozinin her iki
sarmalda da metilli oldugu anlamina gelmektedir. Multipleks 2’deki gibi Mspl enzimi
kesmesine ragmen ortaya ¢ikan zayif bantlarin goriilmesinin nedeni homolog
kromozomlarda icteki sitozinin biri metilli iken digerinin metilsiz olmasindan
kaynaklanabilecegi gibi baz1 kopyalarda ki i¢ sitozinin metilsiz olmasiyla da iliskili
olabilir. Uygulamalar ayr1 incelendiginde ise tohum, kontrol ve NaCl uygulamasinda
kendi icinde bir degisiklik goriilmezken 5-azaC uygulamasi kontrol ile
kargilastirildiginda anne ebeveyn olan Mol7°de 5-azaC uygulamasina ragmen
metilenmenin arttig1 goriilmektedir. B73’de ise beklenen durum ortaya ¢ikmis ve 5-azaC
uygulamasinin metillenmeyi azalttigi tespit edilmistir. Fakat Fi’ de yine 5-azaC
uygulamasina ragmen anne ebeveynin metilasyon paternini almis ve metillenmeyi
arttirmustir (Sekil 4.13).

Dupleks 1’1 olusturan diger lokus ise wakl geninin 3 UTR bdlgesinden dizayn
edilen ZM 30 lokusudur. Bu gende beklenen boy 407 bp dir. Tiim uygulamalarda Mo 17
ebeveyninde hem Mspl hem de Hpall de bant goriilmedigi (0 0) i¢in metilsiz oldugu tespit
edilirken, B73 ebeveyninde Mspl enziminin kestigi Hpall enziminin kesmedigi
goriilmiistiir. Bu durum ancak CCGG bdlgesinin her iki sarmalda igteki sitozinin metilli
olmasiyla (CC"GG/GGC™C) agiklanabilir. F1’ de ise yine anne ebeveyn olan Mo17’nin
metilasyon paternini aldig1 goriilmektedir.

Sun vd. (2015) vyaptiklar1 calismada hibritlerde metilasyonun azaldigini
demetilasyonun arttigini rapor etmislerdir. Bu ¢calismada da ZM 30 lokusu i¢in elde edilen
sonugta sadece 5-azaC uygulamasi s6z konusu arastiricilarin sonuglarmi desteklerken
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diger uygulamalar ve tohumda F1’de metilasyon diizeyinde bir degisiklik goriilmemistir.
F1’de kontrol ve 5-azaC uygulamasi karsilastirildiginda bant yogunluklarina bakildiginda
5-azaC uygulamasinin metillenmeyi azalttig1 goriilmektedir (Sekil 4.13).

TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC
Mol7 B73 Ei Mol 'Bi3 FE. Moli B3 Fi Mol7 B73 F

M alibhl arly Al Al aih aely il syl el eavin s aiEy. Al

700 bp

500 bp

400 bp

Sekil 4.13. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrast dupleks 1 ile
GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri

Dupleks 2, 745 bp boyunda ZM 33 ve 646 bp boyunda ZM 12 lokuslarinin bir
araya gelmesiyle olusmaktadir. Mrp3 geninin source bolgesinden elde edilen ZM 33
lokusu, hoxla geninin ekson bolgesinden ise ZM 12 lokusu dizayn edilmistir. Bu
duplekste Mspl ve Hpall enzimi lokusun birini tiim uygulamalarda keserken diger lokusu
da hicbir uygulamada kesmemistir.

ZM 33 lokusunu tiim uygulamalarda Mspl ve Hpall enzimleri kestigi i¢in bu
lokustaki hedef sitozinler her iki sarmalda da metilsizdirler. Dubleks 2’ ye ait jel
goriintiisiinde ZM 33 lokusunun bantlart gériilmemektedir (0 0) (Sekil 4.14).

Sekil 4.14’de ZM 12 lokusu igin tekrar jel goriintiisiine bakildiginda ise Mspl ve
Hpall enzimlerini hi¢cbir uygulamada kesim yapmadiklar1 ve her iki sarmalda da
CCGG/GGCC bolgelerinde ki hedef sitozinlerin tam metilli oldugu belirlenmistir
(C"CMGG). Ancak 5-azaC uygulamasindaki bant yogunluklart kontrol grubuyla
kargilastirildiginda 5-azaC uygulamasmin metilasyon derecesini azalttigi tespit
edilmistir.

TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC
Mol7 B73 F.  Mol7 B73 F. Mol7 B73 Hi Mol7 B73 Fi

Al ah a bAaibh Ash oAb b Aah b alha s ah

Sekil 4.14. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrasi dubleks 2 ile
GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri
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Unipleks olarak kullanilan lokuslardan biri catl geninin ekson bdlgesinden dizayn
edilen ZMK 04 lokusudur. ZMK 04 (503 bp) lokusuna internal kontrol amag¢li ZMK 15
(528 bp) lokusu kullanilmistir. Internal kontrol kullanma amacimiz ise verilerin
giivenirligine inanmak ve ayni zamanda PZR kaynakli sorunlar1 ortadan kaldirmaktir.
Sekil 4.14°¢ bakildiginda normalde ebeveynlerde goriilmeyen bant F1’de ortaya ¢ikmistir.

DNA metilasyon diizeylerine bakildiginda ise F1 5-azaC uygulamasina ragmen
metillenmistir. Bu durum Sun vd. (2015) hibritlerde metilasyon seviyeleri ebeveynlerin
ortalama degerlerinden daha diisiik, demetilasyon olaylarinin hibritlerde daha yiiksek
oldugunu 6ne siirmiiglerdir. ZMK 04 lokusu i¢in ¢alismadan elde etti§imiz bulgular Sun
vd. (2015)’in sonuglarin1 desteklememektedir. Heterosis ortaya ¢ikiyorsa regiilasyon var
demektir. Heterosisin ortaya ¢ikmasi i¢in regiilasyon bazi genleri olumlu yonde etkilemek
icin ortaya ¢ikarken bazi genleri bastirmak i¢in ortaya ¢ikar. Buradaki F1 bazi genleri
bastirarak heterosisi arttirmaya yonelmistir. ZMK 04 lokusu 503 bp uzunlugunda olup
tam metillidir (Sekil 4.15).

TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC

Mol7 B73 Fi Mol7 B73 i Mol7 B73 Fi Mol7 B73 F:
Al | ED Al A me bl ab e lab. A b bl b b

s
- - —
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e
- e L
-- -
A "I T2 2 L A 0 A J

Sekil 4.15. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonras1t ZMK 04
primeri ile GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall
enzimi metilasyon paternleri

Sekil 4.15’te gorildiigli lizere her iki enzimde higbir uygulamada kesim
yapamamustir (I 1). Ancak uygulamalar arasinda kontrol ve NaCl uygulamasi
karsilastirildiginda NaCl uygulamasinin metilasyonu arttirdig tespit edilmistir. Zhao vd.
(2010) NaCl stresine bagli demetilasyon lokusu yiiksek tuz toleransina sahip pamuk
hatlarinda, diisiik NaCl toleransina sahip pamuk hatlarina goére daha biiyiik oranda
meydana geldigini gozlemlemislerdir. ZMK 04 lokusunda kontrol ve NaCl
uygulamalarindan elde ettigimiz bulgular s6z konusu arastiricilarin elde etmis olduklar
sonuclar1 desteklemektedir.

Ikinci unipleks lokusumuz susl geninden dizayn edilmis olan ZMK 20 lokusudur.
Internal kontrol olarak SSR 6 primeri kullamilmistir. SSR lokusunun boyu 100-150 bp
iken ZMK 20 553 bp boyundadir. Bu lokus i¢in uygulamalara bakildiginda tohumda bir
degisiklik goriilmezken kontrol grubunda Mo17 metilsiz, B73 ya tam metilli ya da yar1
metillidir fakat F1 yine anne ebeveyn olan Mo 17’nin paternini alarak metilsizlenmeyi
secmistir (Sekil 4.16).
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TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC
Mol7 B73 Fi Mol7 B73 F. Mol7 B73 F, Mol7 B73 Fi

aib ab anh A b A an b b abh b aih alh ab

bt L1 Dbl BTV Y

Sekil 4.16. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrasi ZMK 20 ile
GS-MSAP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri

NaCl ve 5-azaC uygulamalarindaki Fi’lerin durumu ise tam terstir. NaCl
uygulamasindaki F1 6rneginde Mspl enziminin kesip Hpall enziminin kesmemesi NaCl
uygulamasinin metillenmeyi arttirdigini gosterirken, 5-azaC uygulamasinda ki durum ise
Mspl enziminin kesmeyip Hpall enziminin kestigi durumdur. Bu durum tek sarmalda
CCCG bolgesinin ya her iki sitozinin metillenmesi ya da tek sitozinin metillenmesi
(C™C™GG ya da C"CGQG) ile karsimiza ¢ikmaktadir.

4.6.2. Metilasyon duyarh Kkesilmis iiniversal uzunluk polimorfizm (MS-CULP)

Cesitler veya hatlar arasindaki farkliligin tespit edilmesi veya c¢esitlerle
ebeveynleri arasindaki benzerliklerin ortaya ¢ikarilmasinda DNA markirlart yaygin
olarak kullanilmaktadir (Aydmnoglu vd. 2005; Karaca ve Ince 2008). Bu markirlar
yardimiyla ¢alismada kullanilan B73 hattinda genetik karigikligin oldugu tespit edilmis
ve yine markirlar yardimiyla dogru allelik paternini gdsteren genotiplere ait genomik
DNA’lar segilse de bazi lokuslarda B73 ait genomik DNA’larinda uygun olmayan
paternler ortaya ¢ikmaya devam etmistir. Bazi minisatellit markirlarda da bu durum
karsimiza ¢ikmaktadir.

Minisatellitler 6karyotlarin genomlarinda ard arda tekrarlanan DNA dizleridir ve
biiytiklikkleri 10-100 baz ¢ifti arasinda degisen markirlardir (Jeffreys vd. 1985).
Minisatellit bolgeleri hemen hemen biitiin yiiksek Okaryotik canlilarin genomunda
bulunur ve c¢ok fazla gesitlilik gosterir. Onlar tekrarlanan dizilerin farkli olmasindan
dolay1 yiiksek seviyede allelik uzunluk varyasyonu gosterirler. Bu tekrarlar insan
genomunun % 5-10’u kadardir (Lewin 1997).

Her ne kadar ayrim gii¢leri yiiksek olsa da minisatellit lokuslarinin ¢ok biiyiik
olmasi ¢ogaltilmada engeller olusturmaktadir. Ayrica degrede ve kontamine drneklerde
minisatellit lokuslariyla ¢alismak zordur (Saferstein 2004). Esit olmayan krossing over
veya gen doniisleride allelik varyasyonun nedenleri arasindadir. Minisatellit bolgerindeki
mutasyon oranlari polimorfizm oranlarin1 arttirmakta ve bireylerin ¢oklu lokus
profillerinin farklilasmasina neden olmaktadir (Nakamura vd. 1987).
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Minisatellitlerin temel avantajlar1 yiiksek polimorfizm ve tekrarlanabilir
olmalaridir. Benzer biiyiikliikte elde edilen DNA parcaciklart homolog olmama ihtimali
ve band profillerinin lokuslar veya alleller agisindan yorumlanamamasi, istatistik
analizinin zor olmasi, homozigot ve heterozigot ayriminin yapilamamasi, fazla ve kaliteli
DNA’ya gerek duyulmasi ve zaman almasi gibi nedenler ise yontemin dezavantajlaridir.
Bu markir sisteminin bu metilasyon ¢alismasinda kullanilma sebebi ise regiilator diziler
olduklarindan dolayidir.

Bu g¢alismada DAMD-PCR metodu MS-CULP metoduna doniistiiriilerek
kullanilmistir. Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilen genomik DNA
touch-down polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutulmus ve bazi ¢aligmalar touch-down
polimeraz reaksiyon kosullarinin kullanilmasinin, DAMD-PCR ve kullanim oraninin

tekrarlanabilirligini arttirabilecegini ortaya koymustur (Karaca ve Ince 2008; Ince vd.
2009).

Tohum, kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulamalarinin misir genomu iizerindeki
epigenetiksel etkilerini test etmek i¢in 16 tane minisatellit markir1 touch-down polimeraz
zincir reaksiyonlarina tabi tutulmustur ve elde edilen epigenetik sonuglar yorumlanmastir.
Bu markirlarin bir kismindan epigenetik sonug¢ alinamadigi i¢in 16 minisatellit markir1 2
grupta incelenmistir.

4.6.2.1. DNA metilasyon farkhihg: tespit edilen MS-CULP markirlar:

Toplam 16 minisatellit markirindan 3 tanesinde epigenetik polimorfizm tespit
edilirken 13 tanesinde genetik polimorfizm tespit edilsede epigenetik polimorfizm tespit
edilmemistir. Epigenetik sonug¢ alinan minisatellit primerleri, 33.6, YNZ22 ve URP 2F
dir.

Mspl ve Hpall enzimleri ile kesimi gergeklestirilmis olan tohum, kontrol, NaCl
ve 5-azaC uygulanmis Mol7, B73 ve F: fide genomik DNA’lar1 33.6 minisatellit
markirtyla touch-down polimeraz zincir reaksiyonlarma tabi tutularak c¢ogaltimi
yapilmistir. Minisatellit markirlarinin  profillerinin lokuslar veya alleller agisindan
yorumlanmasi zor oldugundan dolay1 kopya sayist fazla olan bantlar DNA metilasyon
diizeyleri agilarindan degerlendirilmistir.

33.6, YRNZ22 minisatellit markirlarinda sadece ok isaretleri ile gosterilen alleller
de ayn1 metilasyon paternine sahip epigenetik polimorfizm goriilmiistiir. Her iki markirda
da ok isareti ile gosterilen allelde tiim genomik DNA’lar da Mspl restriksiyon enziminin
kestigi Hpall enziminin ise kesmedigi bantlarin yokluk varlik durumuna gore tespit
edilmistir (0 1). Bu durum ancak (CC"GG/GGC™C) bolgesinde her iki sarmalda da igteki
sitozin metilli oldugunda karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).
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TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC
Mel7 B73 Fi Mol7 B73 Fi Mol7 B73 Fi Mel7 B73 Fi
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Sekil 4.17. Genomlk DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonras1 33.6 primeri
ile MS-CULP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri

Sekil 4.17°da tohum, kontrol, NaCl ve 5-azaC uygulamalarina ayr1 ayri
bakildiginda 5-azaC uygulamasinin F1’de metilasyonu kaldirdigi belirlenmistir. Gao vd.
(2014) 5-azaC bilesiginin hem hayvanlarda hem de bitkilerde DNA metilasyonunu inhibe
ettigini rapor etmiglerdir. Bu ¢alismada kullanilan minisatellit markirlarindan 33.6 lokusu
icin elde ettigimiz sonug s6z konusu arastirma sonuglar ile benzer bulunmustur.

Sekil 4.18’de ise uygulamalar arasindaki tek farklilik NaCl uygulamasi B73
genotipinde de metillenme diizeyini arttirarak hipermetilasyona sebep olmustur. Ozmotik
stresin tiitiin bitkisinde iki heterokromatik alanda gegici DNA hipermetilasyonuna sebep
oldugu (Kovarik vd. 1997), kuraklik stresinin ise bezelyede DNA hipermetilasyonu ile
sonuglandig1 yapilan arastirmalarin arasinda yer alirken (Labra vd. 2002), tiitiin bitkisinde

NaCl’iin DNA demetilasyonuna neden oldugunu 6ne siiren arastirmalarda bulunmaktadir
(Choi ve Sano 2007).

MS-CULP yontemiyle YNZ22 minisatellit markirindan elde ettigimiz sonug
Kovarik vd. (1997) ve Labra vd. (2002)’nin sonuglarin1 desteklerken, Choi ve Sano
(2007)’nin sonuglarin1 desteklememektedir.

TOHUM KONTROL 150mM NacCl 1.5mM 5-azaC
Mol7 B73 F.  Mol7 B73 F.  Mol7 B73 Fi Mol7 B73 Fi
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Sekil 4.18. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrast YNZ 22
primeri ile MS-CULP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall
enzimi metilasyon paternleri

300 bp
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Sekil 4.19°de URP 2F minisatellit markirinda ok isareti ile gosterilen allelde diger
iki minisatellit markirdan (33.6, YNZ22) farkli metilasyon paternine sahip epigenetik
polimorfizm goriilmistir. Tim genomik DNA’lar da Mspl restriksiyon enziminin
kesmedigi Hpall enziminin kestigi rapor edilmistir (1 0).

Bu durum C"C™GG veya C"CGG (tek sarmalda) oldugu durumda karsimiza
cikabilmektedir. Ancak CCCG bolgesinin tam metillimi yar1 metillimi oldugunu anlamak
miimkiin degildir. Uygulamalar ayr1 ayr1 incelendiginde ise 5-azaC uygulamasinda
ebeveynlerdeki bant yogunluklarinin diisilk olmasindan dolayr metillenme diizeyini
azalttig1 tespit edilirken hem Mspl hem de Hpall enzimleri 5-azaC uygulamasinda F1’de
kesim yapmadiklari i¢in 5-azaC uygulamasina ragmen F1 metil durumunu hipermetilli
duruma getirmistir (C"C"GG/GGC™C™).

Zha vd. (2008) yiiksek heterotik hibritlerde bulunan demetilasyon lokuslarinin
sayisinin, diisiik heterotik hibritlere gére daha yiiksek oldugunu ve Tani vd. (2012)
hibritlerin, ebeveynlere gore yogunlukla iligkili metilasyon degisikliklerine daha direngli
oldugunu rapor etmislerdir. URP 2F minisatellit markir1 i¢in ¢aligmadan elde ettigimiz
bulgular yukarida ifade edilen s6z konusu arastiricilarin elde etmis olduklari1 sonuglardan
Zha vd. (2008)’in sonuglarmi desteklerken Tani vd. (2012)’nin sonuglarinin
desteklememektedir.

Hpall enziminin kesmesine ragmen tohum da zayif bantlarin ortaya ¢ikmasi ve bu
bantlarin fide doneminde goriilmemesi ¢imlenmenin bagladigi anda metilasyonun
kaldirildigint gostermistir (Sekil 4.18). Ayrica tohumun triploid (3n) kromozom tagiyan
endosperme sahip olmasida bu duruma sebep olabilecek nedendir.

TOHUM KONTROL 150mM NacCl 1.5mM 5-azaC

Mol7 B73 F Mol7 B73 I3 Mol7 B73 F Mol7 B73 F
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Sekil 4.19. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrast URP 2F
primeri ile MS-CULP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall
enzimi metilasyon paternleri

4.6.2.2. DNA metilasyon farkhihig: tespit edilemeyen MS-CULP markirlari

Toplam 16 minisatellit primerinden 3 tanesinde DNA metilasyon farkliligi MS-
CULP markart olarak tespit edilirken 13 tanesinde DNA metilasyonu farklilig ile ilgili
sonuca rastlanmamistir. Bu markirlar 6.2H(-), 6.2H(+), FVIIEX8, HBV3, URP 1F, URP
4R, URP 6R, URP 9F, URP 13R,URP 25F,URP 30F, URP 32F,URP 38F dir.
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Mspl ve Hpall enzimleri ile kesimi gerceklestirilmis olan tohum, kontrol, NaCl
ve 5-azaC uygulanmis Mol7, B73 ve F1 fide genomik DNA’lar1 bu markirlar ile touch-
down polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutulmus ve ¢ogaltimi yapilmistir. Anne, baba
ve yavru olarak degerlendirilen misir hatlar1 arasinda olusturulan alleller yorumlanarak
bu markirlar agisindan genetik polimorfizme rastlanmig fakat metilasyon farkliligi olarak
polimorfizme rastlanmamistir (Sekil 4.20).

Bu calismada ¢ok genis bir yelpaze organizmada tamamlayici dizileri bulunan
minisatellit primer g¢iftlerinin DNA sitozin metilasyon farkliliklarmin tespitinde
kullanilabilecegine dair kuvvetli bulgular elde edilmistir. Ornegin YNZ 22 ve URP 4
primerinin kullanimi ile metilli ve metilsiz minisatellit lokuslarini etkin bir sekilde ortaya
konulabilmistir.

DNA dizi bilgisi gerektirmeden DNA metilasyon diizeylerinin tespitinde
kullanilabilecek yontem olan MS-CULP yonteminin diger dnemli kiiltiir bitkilerinde
kullanilabilecegine dair kuvvetli bulgular elde edilebilmistir. Calismada MS-CULP
yonteminin gelistirilmesinde kullanilan primerlerin dejenerant tipe doniistiiriilerek tekrar
denenmesi yontemin daha etkin olarak kullanilabilmesine olanak taniyabilecektir.
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Sekil 4.20. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonrasi metilasyon
farklilig1 tespit edilemeyen MS-CULP sonucu a) Mspl restriksiyon enzimi

metilasyon paternleri b) Hpall restriksiyon enzimi metilasyon paternleri
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4.6.3. Metilasyon duyarh kesilmis rastlantisal cogaltilmis uzunluk polimorfizm (MS-
CRALP)

MS-CRALP yontemi RAPD yonteminin modifikasyonu olan bir yontem olup bazi
kaynaklarda MS-RAPD veya MS-AP-PCR olarakta kullanilmaktadir. RAPD yonteminde
genellikle tek, kisa ve rastgele oligoniikleotid primerler kullanarak hedef DNA dizilerinin
cogaltilmas1 bulunmaktadir. Bu yontem duyarli, hizli ve ¢ok sayidaki Ornege
uygulanabilen bir yontemdir. Bu primerler ile genetik isaretleyici olarak ve 6zgiin
niikleotid dizi bilgilerine gerek duymadan polimorfizm belirlenebilir (Waugh ve Powell
1992).

RAPD yonteminin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde,
niikleotid sirasinda belirli bir 6l¢ii olmadan rastgele hazirlanan primerlerin (yaklasik 10
bp), diisiik baglanma sicaklifinda tesadiifl olarak, komplementeri olan hedef bolgelere
yapigsmasi ve bu bolgelerin PZR teknigi ile geometrik olarak g¢ogaltilmasi temelini
olusturmaktadir (Bardak¢i1 2001).

Genel olarak RAPD teknigi diger tekniklerle karsilastirildiginda en biiyilik
avantaji; az miktarda ve diisiik kalitede DNA’nin yeterli olmas1 ve DNA baz sirasina
iliskin 6n bilgiye ihtiya¢ olmamasidir (Williams vd. 1990). Cogaltmada tiim organizmalar
icin ayn1 oligoniikleotid primer seti kullanilabilmekte ve bu oligoniikleotidler 6zgiin
bolgelere rastgele baglanarak ¢ogaltma gergeklestirmektedirler. RAPD tekniginin, diger
yontemlere gore basit, daha ucuz ve daha az ig giicii gerektirmesi de bu yontemin
avantajlaridir. Dezavantajlar1 ise tekrarlanabilirliginin diisiikk olmasi ve genellikle
dominant markirlar vermesidir (Karaca 2001).

Bu c¢alismada MS-CRALP yontemi ile metilasyon profillerinin anlasilabilmesi
icin genomik DNA o6rnekleri, Mspl ve Hpall restriksiyon enzimleri ile kesime
ugratilmistir. Kesimi gergeklestirilen iriinlerin tagidigi epigenetik farkliligi belirlemek
amaciyla OPR 1, OPR 2, OPR 4, OPR 5 primerleri touch-down PZR y6ntemi kullanilarak
gerceklestirilmistir (Sekil 4.21).

TOHUM KONTROL 150mM NaCl 1.5mM 5-azaC

Mol7 B73 FT. Mol7 B73 F. Mol7 B73 F.  Mol7 B73 Fi
2w e e ba e Wwa ba b awa lba ba il

Sekil 4.21. Genomik DNA’nin Mspl ve Hpall enzimleri ile kesim sonras1t OPR 2 primeri
ile MS-CRALP sonucu a) Mspl enzimi metilasyon paternleri b) Hpall enzimi
metilasyon paternleri

Mspl ve Hpall enzimleri ile kesimi gergeklestirilmis olan tohum, kontrol, NaCl
ve 5-azaC uygulanmis Mo17, B73 ve F1 fide genomik DNA’lar1 OPR 1, OPR 2, OPR 4,
OPR 5 oligo primerleriyle touch-down polimeraz zincir reaksiyonlarina tabi tutularak
cogaltimlar1 yapilmistir ve alinan sonuglara gdére her bir markir i¢in tohum, kontrol ve
uygulamalar arasinda herhangi bir DNA sitozin polimorfizme rastlanmadigi tespit
edilmistir.
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OPR 1, OPR 2, OPR 4 markirlari iginde ayni1 olup jel goriintiilerinde ki bantlarin
varligi (1 1) her iki sarmalda da C"CMGG/GGC™C™ sitozinlerin metilli oldugunu
gostermektedir. OPR 5 markirinda da diger oligolarda oldugu gibi tohum, kontrol ve
uygulamalar arasinda monomorfik sonug elde edilmis ve CCGG/GGCC bolgelerinde her
iki sarmalda da hedefteki sitozinlerin metilsiz oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
sonuclara gore secilen dort primerin bu tiir calismada uygun olmadigi ama bantlarin elde
ediliyor olmasi belki bundan sonraki ¢alismalarda farkli oligo primeri kullanilarak
calismanin devam edebilecegini gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Misir (Zea mays L.) diinyada ve iilkemizde insan beslenmesinde en fazla
kullanilan bitkilerin basinda gelmektedir. Misirin insan beslenmesinde 6nemli bir bitki
olmasimin yaninda heterosis gostermesi, genomda yer degistiren elementlerin
(transposable) ilk calisildigr bitki olmasi yaninda paramutasyonun da ilk belirlendigi
bitkilerden olmasi, yiiksek ekonomik 6nemi olmasi misirt molekiiler ¢alismalar i¢in ideal
bitki yapmaktadir. Ayrica goreceli olarak kiiciik genom biiytikliigii, diploit genom yapisi,
melezleme ve kendileme ¢aligmalarinin kolayligi nedeniyle misir 6nemli bir model bitki
konumundadir (Swanson-Wagner vd. 2006; Ji vd. 2014; Hochholdinger vd. 2018; Karaca
ve Ince 2017).

DNA'da dizi degisimi olmaksizin gen anlatimi ve fonksiyonundaki kalitsal
degisimler epigenetik olarak tanimlanmaktadir. DNA metilasyonu epigenetik
diizenlemeler arasinda en iyi ve yaygin olarak calisilmis olan mekanizmadir (Karaca ve
Ince 2017). Heterosis ise giiniimiize kadar molekiiler temelleri ¢dziilememis bir
fenomendir (Lariepe vd. 2012). Bu sebeple bu ¢alismanin esas amaglarindan bir tanesi
heterosise metilasyonun epigenetik regiilasyonu olan etkisinin olup olmadigini ortaya
koyarak katki saglamaktir. Bunun yani sira NaCl ve 5-azaC uygulamalar ile degisen
metilasyon diizeylerini tespit etmektir. Bu durum dort farkli metot ile ortaya konmaya
calisilmigtir. Bu yontemler bistilfit sekanslama yontemi (BiSeq), gen spesifik metilasyon
duyarli amplifikasyon polimorfizm yontemi (GS-MSAP), metilasyon duyarli kesilmis
tiniversal uzunluk polimorfizm yontemi (MS-CLUP), metilasyon duyarli kesilmis
rastlantisal ¢ogaltilmig uzunluk polimorfizm (MS-CRALP) yontemidir.

Bu calismada heterosis oranlarit Mo17, B73 musir hatlarina ait tohumlar ve bu
hatlara ait F1 bitki tohum agirliklar1 tek yonlii varyans analizi sonucunda oldukg¢a 6nemli
bulunmus ve heterosis % 38.18 olarak tespit edilmistir. Bagka bir heterosis tespiti ise
¢imlenmis tohumlarin fidelerinin yas agirliklari ile yapilmistir. Her bir genotip (Mo17,
B73 ve F1) giinliik su (kontrol), NaCl ve 5-azaC uygulamasimin ardindan 6 giiniinii
dolduran fidelerin agirliklart ¢ift yonlii varyans analizlerine tabi tutulmus ve sonuglar
istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. En yiiksek heterosis oran1i % 70.05 ile kontrol
grubunda ¢ikarken bunu % 41.02 ile NaCl ve % 35.57 ile 5-azaC uygulamasindaki
heterosis oranlar1 takip etmistir. NaCl stresi etkisinin belirlenmesi i¢in stres faktorii
uygulanmis bitkiler kontrol grubu ile karsilastirilmis ve NaCl konsantrasyonun fide
gelisimini azalttigi saptanmistir. 5-azaC uygulamasi ise ebeveynlerin fide gelisimini
arttirirken F1’de negatif etki yaptig1 sonucuna varilmistir.

Calismamizda uygulamalar arasi metilasyon diizeyini ve heterosis DNA
metilasyon iligkisini tespit etmede kullanilan yodntemlerde bir tanesi de bisiilfit
sekanslama yontemidir. Bisiilfit sekanslama yonteminde kullanilan hedef gen bdlgeleri
DNA sitozin metilasyon paternleri yoniinden incelendiginde c¢alismada kullanilan gen
bolgelerinin ebeveynler ve bunlarin melezi olan Fi’e uygulanmis olan NaCl, 5-azaC
kontrolle karsilastirildiginda CG, CHG ve CHH adaciklar1 yoniinden metil diizeylerinde
herhangi bir farklilik olmadig: tespit edilmistir. Calismada yeni lokuslar kullanilarak
BiSeq analizlerinin yapilmasinin daha etkin sonuglarin elde edilmesine 151k tutacagi
kanatine varilmistir.
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Bu ¢aligsmada gen spesifik metilasyon duyarli amplifikasyon polimorfizm yontemi
ile misir gelisiminde Onemli olan genlerden elde edilen 18 adet gen spesifik primer
kullanilarak lokuslarin sitozin metilasyonu farklari arastirilmistir. Alinan sonuglara gore
18 lokustan 6 lokusun metilli (ZM 14, ZM 02, ZMK 07, ZM 12, ZMK 04, ZMK 20), 12
lokusun ise sitozinlerinin metilsiz oldugu belirlenmistir. Sitozinlerinde metilasyon
farklilig1 ortaya koyamayan primer ciftleri ZM 28, ZM 31, ZMK 19, ZMK 21, ZM 05,
ZM18, ZM15, ZM 17, ZM 21, ZMK 08, ZM 30 ve ZM 33 olarak tespit edilmistir. Bu
lokuslarda sitozin disindaki metilasyon ¢aligmalarinda kullanilmalarinda yararlar
olabilecegi ongdriilmiistiir.

Calismada kullanilan metilasyon duyarl kesilmis {iniversal uzunluk polimorfizm
yonteminde ise DNA metilasyon farklilig1 goriilen primerleri 33.6, YNZ22 ve URP 2F
olarak belirlenmistir. Bu yontemde toplam 16 primerden 13 adedinde [6.2H(-), 6.2H(+),
FVIIEVS, HBV3, URP 1F, URP 4R, URP 6R, URP 9F, URP 13R, URP 25F, URP
30F,URP 32F, URP 38F] DNA metilasyon farklilig1 tespit edilememistir.

Metilasyon duyarl kesilmis rastlantisal ¢ogaltilmis uzunluk polimorfizm yontemi
icin segilen dort oligo primerinde herhangi bir metilasyon faklilig1 tespit edilmedigi i¢in
bu primerlerin misirda DNA metilasyon calismalarina uygun olmadigina karar
verilmistir. Ancak yeni primerler kullanilarak metodun kullanilmasinda yararlar
olabilecegi ongoriilmiistiir.

Calismada kullanilan ve tamamen bizim disimizdan kaynakli ebeveynlerden bir
tanesinde karsilasilan genetik karisikliktanda kaynaklanan ¢alismada demetilasyon ajani
olarak kullanilan 5-azaC’nin gerek siire ve gerek doz uygulamalarinda imkanlar
g6zoniine alindiginda etkin sonuglar ortaya konulacak denemeler ne yazik Ki tam
anlamiyla yapilamamistir. Bundan sonraki ¢calismalarda gerek 5-azaC kaynagi, gerek yeni
doz, yeni siireler ve yeni genotipler eklenerek basta bisiilfit sekanslama ve diger
yontemler caligilabilir.

Calismada tek doz NaCl kullanilmis olup NaCl’iin gerek heterosise etkisini
gerekse epigenetik regiilasyonlara etkisini ortaya koymak i¢in daha fazla calismaya gerek
vardir. Bu nedenle NaCl konsantrasyonlar: siireleri NaCl dayanimlar1 yoniinden farklilik
gosteren genotiplerinde ¢alismaya dahil edilerek aragtirmalarin devam edilmesinde yarar
gOrilmiistir.

Sonug olarak bu calismada alaninda altin bir metot olan bistilfit sekanslama
yontemi i¢in altmisa yakin markir denenmesine ragmen sadece bes tanesinin bisiilfit
sekanslama calismalarina uygun oldugu ancak yeni lokuslarla bisiilfit ¢aligmalarinin
devam ettirilmesi gerektigi ongoriilmektedir.

Bu calismanin heterosis ve metilasyonun iliskilendirilebilecegi ile ilgili timit var
sonuglar verdigi bu nedenle de bu tiir metotlarin kullanilmas1 gerektigi belirlenmistir.
DNA metilasyon fakliliklarini ortaya koymak i¢in kullanilan diger yontemlerden daha net
sonuclar alabilmek icin ise daha fazla sayida lokusla calismalarin yapilmasi gerektigi
agiktir.
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