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Arpa Mikrosatelitlerinin Ekmeklik Bugdaydaki Genetik
Cahismalar I¢in Kullanim Olanaklarimin Arastirilmasi

) E. Banu BUYUKUNAL BAL
KSU, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Kahramanmaras

OZET

Genomik calismalar ¢ogu bitkinin oldukca biiyiik genoma sahip olmalar1 ve
kompleks genom yapisi gostermeleri nedeniyle yavas ilerleme gostermektedir. Bu
nedenle bir bitki tiiriinden elde edilen arastirma sonuglarmin o tiir ile genetik iliskisi
olabilecek bir baska tir iizerinde uygulanabilirliginin arastirilmast Onem
kazanmaktadir. Bu arastirmada, Tirkiye’de fazla miktarda yetistirilen bir ekmeklik
bugday ¢esidi olan ‘Gerek-79’’un DNA’s1 29 arpa mikrosatelitinin her birine 6zgii
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) primerleri kullanilarak c¢ogaltilmistir.
Bugdaydan elde edilen radyoaktif PCR iiriinleri, daha 6nce arpada bu primerlerin
kullanilmast sonucu elde edilmesi muhtemel {irlinlerin alel uzunluklart ile
karsilastirilmistir. Alel uzunluklarina goére bugdayda benzer uzunlukta
amplifikasyon {iriinleri olusturan mikrosatelitter HVMI15, HVM20, HVM?23,
HVM26, HVM31, HVM36, HVM40, HVM44, HVMS54 ve HVM62 olarak
saptanmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda belirlenen mikrosatelitlerin farkli bugday
cesitlerindeki polimorfizm Ozellikleri saptanarak, bugday genotiplendirme
calismalarinda kullanilma olasilig1 incelenecektir.
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Evaluation of Barley Microsatellites for Genetic Studies in Bread Wheat

ABSTRACT

Genome related studies have been progressed slowly in most plants due to their
large genome size and complex genome structure. Therefore it is becoming
important to evaluate applicability of results belonging to certain species for other
species that can be genetically linked. In this study, DNA from a bread wheat
variety ‘Gerek-79’, growing in wide area of Turkey, was amplified with 29 barley
microsatellite primers by PCR. Allele sizes of radioactively labeled PCR products
were compared with those obtained with same primers in barley. Based on allele
sizes, microsatellites producing products at similar length for wheat were
determined as HVM15, HVM20, HVM23, HVM26, HVM31, HVM36, HVM40,
HVM44, HVM54 and HVM®62. In future studies, level of polymorphism among
different wheat varieties will be determined based on those microsatellites from this
study and possibility of using them for genotyping studies being addressed.
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GIRiS

Her biri okaryotik DNA’daki ozelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal
olarak izlenebilen molekiiler belirleyiciler giiniimiizde bitki molekiiler biyolojisi
alaninda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler belirleyicilerin bitki
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molekiiler biyolojisinde kullanildigi alanlara 6rnek olarak bitki genom
haritalanmasi, bir belirleyici yardimiyla 1slah (marker-assisted breeding), gen
klonlama, tohum saflig1 testleri ve saflik tayini verilebilir (Brown ve ark., 1996;
Ayres ve ark., 1997; Roder ve ark., 1998). Bu belirleyicilerden en énemlilerini
hibridizasyona dayali olan restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP)
(Bolstein ve ark,. 1980) belirleyicileri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR)
dayali olan rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) (Welsh ve McClelland,
1990), basit dizilim DNA tekrarlar1 (SSR) (Hamada ve ark., 1982), cogaltilmis parca
uzunlugu polimorfizmi (AFLP) (Vos ve ark, 1995) gibi belirleyiciler
olusturmaktadir. Molekiiler belirleyiciler oldukga biiyiikk ve kompleks genom
yapisina sahip bitki c¢esitlerinde (yulaf ve ekmeklik bugday gibi heksaploid
bitkilerde) yapilan ¢alismalarda sagladiklar1 kolayliklar nedeniyle yogun bir sekilde
kullanilmaktadirlar. Mikrosatelitler olarak da bilinen basit DNA tekrarlari birbiri
ardina gelen iki ila bes niikleotid iinitesi tekrarlar1 olup tiim genomda dagilmis
olarak bulunurlar (Hamada ve ark., 1982; Weber, 1990). Mikrosatelitler ko-
dominant kalitim 6zelligi gostermeleri, lokusa 6zgii olmalari, yiiksek bilgi icerigine
sahip olmalar1 ve PCR ile kolayca tespit edilebilmeleri gibi bir¢cok o6zellikleri ile
tercih edilen bir molekiiler belirleyici grubudur. Mikrosatelitler ile ilgili en belirgin
dezavantaj ise bir tiire ait yeni mikrosatelitlerin elde edilmesidir. Bu islem
cogunlukla zaman alic1 olup fazla miktarda emek gerektirir. Ciinkii genomdaki
mikrosatelitleri PCR ile ¢cogaltmak icin tekrar tinitelerinin her iki yaninda bulunan
belirli DNA dizilimlerine baglanabilen primerlere gereksinim duyulur.
Mikrosatelitlere ait primerlerin tasarlanmasi ise her mikrosatelit igin DNA dizilim
bilgisini gerektirir. Ihtiyagc duyulan DNA dizilim bilgisi bir organizmaya ait gen
bankalarinda mevcut dizilimlerden yararlanilarak temin edilebilir. Ancak mevcut
bilginin yetersiz kaldig1 durumlarda mikrosatelit izolasyonu bu amaca yonelik 6zel
metodlar kullanilarak gergeklestirilebilir. Geleneksel olarak mikrosatelit izolasyonu
yeni mikrosatelitlerin gelistirilecegi organizmanin genomik DNA kiitiiphanelerinin
olusturulmasini gerektirir (Akkaya ve ark., 1992; Senior ve Heun, 1993; Roder ve
ark., 1995). Bir sonraki asamada bu kiitiphanede mikrosatelit i¢eren klonlarin
belirlenmesi ve bu klonlarin DNA dizilimlerinin elde edilmesi gerekir. Ancak son
zamanlarda gelistirilen yeni metodlarla mikrosatelitlerin daha kisa siirede ve daha az
emekle elde edilmesi amaglanmaktadir (Cipriani ve ark., 1999). Bu noktada
ozellikle bir tiire ait mikrosatelitlerin bu tiir ile yakin genetik iliskisi bulunan bir
baska tiirde de kullanilmas1 fikri 6n plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle bu g¢alismada
arpa mikrosatelitlerinin ekmeklik bugday i¢in kullanilma olanag1 incelenmistir. Bu
amag i¢in Tirkiye’de genig bir alanda yetistirilen bir ekmeklik bugday ¢esidi olan
‘Gerek-79’un  DNA’s1 29 arpa mikrosatelitine 0zgli primerler kullanilarak
¢ogaltilmig ve olugan PCR firlinlerinin biiyiikliikleri ayni mikrosatelitlerin arpada
kullanilmasi ile elde edilenler ile karsilastirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Bitki materyali ve DNA izolasyonu

‘Gerek-79’ cesidine ait genomik DNA Plaschke ve ark. (1995)’nin kullandig1
yontem ile elde edilmistir. izole edilen DNA’nin miktar1 spektrofotometrik olarak
belirlenmistir.
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Arpa mikrosatelit primerleri

Calismada kullanilan 29 arpa mikrosatelitine ait primerlerin (HVM) DNA
dizilimleri ve arpa igin beklenen bazi alel uzunluklari gibi bilgiler literatiirden elde
edilmistir (Liu ve ark., 1996). Primerler ticari olarak sentezlenmistir.

Mikrosatelitlerin tayini

‘Gerek-79° DNA’st 29 arpa mikrosatelitine ait primerler kullanilarak PCR’da
(MJ Research) ¢ogaltilmistir. Her bir PCR reaksiyonu 15 pl reaksiyon hacminde 50
ng genomik DNA, 25 ng primerlerden herbiri, 15 pg BSA, 1.5 mM MgCl,, 0.1 mM
dNTP, 1 ul of [0**P]-dATP (3000Ci per mmol), 1X reaksiyon tampon ¢ozeltisi
(Amplitaq Gold, Perkin Elmer), 1 U Tag DNA polimeraz enzimi (Amplitaq Gold,
Perkin Elmer) igerecek sekilde hazirlanmistir ve hacim steril ddH,O ile
tamamlanmistir. Amplifikasyonlar asagida belirtilen sabit PCR kosulunda
gergeklestirilmistir. Bu PCR kosulu 95°C’de 4 dakika denatiirasyon ile baslayip,
94°C’de 1 dakika denatiirasyon ve 72°C’de 2 dakika uzamay1 iceren 20 dongiiden
olugmaktadir. Bu dongiiler esnasindaki baglanma sicakligi 65°C’den baglatilarak her
bir déngilide 0.5°C azaltilarak 55°C’ye diigiiriilmiistiir. Yirmi dongiiniin bitmesinin
ardindan 94°C’de 1 dakika denatiirasyonu, 55°C’de 1 dakika baglanmay1 ve 72°C’de
2 dakika uzamay1 kapsayan ek 20 dongii uygulanmigtir. PCR iriinleri %6 denatiire
edici poliakrilamid jellerinde ayrilmistir (Biiyiikiinal Bal ve Akkaya, 2002).
Elektroforez islemi 85 Watt sabit giicte gerceklestirilmistir (BioRad Sequencing
System). Jeller 80°C’de 45 dakika kurutulduktan sonra X-Ray filminde (Kodak)
otoradyografiye maruz birakilmistir. Ornekler ile birlikte radyoaktif olarak isaretli
biiyiiklik belirleyicisi (Gibco-BRL) ve DNA igermeyen negatif PCR kontrolleri
jellerde orneklerle birlikte ayrilmustir. Biiyiikliik belirleyicisinin isaretlenmesi [y**P]-
dATP (3000Ci/mmol) kullanilarak yapilmustir.

BULGULAR VE TARTISMA

Giiniimiizde karsilastirmali haritalama g¢aligmalarina ait veriler birbirleri ile
iligkili fakat farkli tiire ait genomlar arasinda korunmusg bolgelerin ve dogrusal
olarak siralanmig belirleyicilerin (synteny) varligini gostermektedir. Devos ve Gale
(1997) karsilagtirmali haritalama ¢alismalari ile Triticeae iiyelerinden bugday, arpa
ve ¢avdar arasinda synteny oldugunu gostermislerdir. Bu c¢alismada 6zellikle cDNA
problart ile daha fazla synteny tespit etmiglerdir. Bu tip ¢aligmalarda bir tiire ait
belirleyicilerin bir baska tiir izerinde kullanilmasi énemli hale gelmekte ve bilginin
tiirler arasi taginmasi amaglanmaktadir (Devos ve ark., 1993; Laurie ve Devos,
2002). Ozellikle elde edilmelerindeki giigliikler nedeniyle son yillarda bir tiir igin
izole edilen mikrosatelitlerin farkl: tiirlerde kullanim olanaklarina yonelik ¢aligmalar
onem kazanmaktadir. Roder ve ark. (1995) 15 bugday mikrosatelit belirleyicisini
cavdar (Secale spontanum) ve arpa cesitlerinde (Hordeum vulgare, H.
spontaneum’da) PCR ¢ogaltimlar: i¢in kullandiklarinda, sadece bir primerin (%6)
bugday ve arpa i¢in polimorfik oldugunu saptamislardir. Benzer sekilde Li ve ark.
(2000) 54 arpa mikrosatelit primerlerinin % 26’smin Avena mikrosatelitlerini
cogalttigin1  gozlemlemislerdir. Ayni c¢alismada kullanilan touchdown PCR
kosullarinimn baglanma sicakliginin 64°C’den 55°C’ye diisiiriilmesi yerine 62°C’den
53°C’ye diigiirlilmesine bagl olarak g¢ogaltim {irinii olusturan mikrosatelit
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primerlerinin sayisinin %5°ten %26’ya yiikseldigi bulunmustur. Arpa mikrosatelit
belirleyicilerinin bugdaya uygulanabilirligine yonelik sinirli sayida ¢aligma
bulunmaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada 29 arpa primeri kullanilarak ‘Gerek-79’
genomik DNA’sinda olusan ¢ogaltim iiriinleri degerlendirilmistir.

Tablo 1. Bazi arpa mikrosatelitlerine ait primerler ile arpa ve ekmeklik bugdayda
tespit edilen alel uzunluklari

Arpada ?lel Ar;.).asla siklikla Bugdaydaki cogaltim
. . uzunlugu goriilen alel PP

Mikrosatelit 1 1 urtinlerinin uzunluklari

araliklari uzunluklari (bp)

(bp) (bp) P

HVM6 168-180 170 -
HVMI5 166 158, 164
HVM20" 130-155 153 118, 158
HVM23® 246 240
HVM26" 206 188,210
HVM30 145-151 148,149 245
HVM31® 161-165 165 170
HVM33 153-169 155 -
HVM36" 103-151 107 103, 160
HVM40" 139-172 142,159 137, 150
HVM44" 114 112, 128
HVM49 88-145 102 -
HVM54" 144-169 161 145, 170
HVM62® 251 242
HVM64 247-252 251 215

" Benzer uzunlukta ¢ogaltim {irlinii olusturan mikrosatelitler, "Liu ve ark., 1996

Bugdaydaki arpa primerlerinin ¢ogaltim Tirlinleri Sekil 1°de gosterilmistir.
Caligilan primerlerin 13 tanesinin (HVM6, HVM13, HVM14, HVM22, HVM33,
HVM34, HVM43, HVM49, HVM60, HVM64, HVM65, HVM67, HVM77) (%45)
PCR ile ¢ogaltim sonrasi hicbir ¢cogaltim {irlinii olusturmadig1 saptanirken, diger
primerler (HVM2, HVMI15, HVM20, HVM23, HVM26, HVM27, HVM30,
HVM31, HVM36, HVM40, HVM44, HVMS51, HVMS4, HVM62, HVMG63,
HVMG68) (%55) ile yapilan c¢ogaltimlarda PCR firiinleri saptanmistir. Cogaltim
driini  olugturan  mikrosatelit ~ primerlerinin  sayist  diger caligmalarla
karsilastirildiginda farkli tiirler arasinda kiiglimsenmeyecek oranda fazladir. Ayrica,
¢ogaltim {irlinli gbzlenmeyen HVM43 (Sekil 1) ve HVM77 (Sekilde
gOsterilmemistir) gibi primerler i¢in baglanma sicakligi 60°C’nin altinda oldugundan
uygulanan sabit PCR kosuluna bagli olarak c¢ogaltim {iriinii tespit edilmemesi
muhtemel goriilmektedir.

Tespit edilen iirlinlerin uzunluklar1 biyiiklilk belirleyicisi yardimi ile baz ¢ifti
(bp) olarak belirlenmistir. Olusan bu iriinlerin biiylikliikleri daha 6nce ayni
primerlerin arpa ¢esitlerinde kullanilmasi sonucu elde edilenler ile karsilastirilmistir
(Tablo 1 ve Sekil 1).
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Sekil 1. Arpa mikrosatelit primerleri ile bugdayda elde edilen PCR iiriinlerinin
denatiire edici jellerde ayrimi sonrasi otoradyografi ile gozlemlenmesi.
Numaralar, kullanilan arpa mikrosatelitlerinden (HVM) 28 tanesine ait
olanlar1 belirtmektedir. “M” 10 bp araliklarla gdzlemlenen ve oklarla
belirli bolgeleri gosterilen biiyiikliik isaretidir.
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Sonug olarak iiriin olusumu goézlenen ¢ok sayida mikrosatelitler iginde 6zellikle
arpada benzer uzunlukta {irlinler olusturanlar belirlenmistir. Buna gore benzer
uzunlukta iriin olusturan mikrosatelitler HVM15, HVM20, HVM23, HVM26,
HVM31, HVM36, HVM40, HVM44, HVM54 ve HVMG62 olarak tespit edilmistir.
Bununla birlikte olusan iiriinlerde mikrosatelitlerin genel tipik goriiniimleri,
bantlarin yogunluklari ve sayilari acisindan da farkliliklar gézlemlenmistir (Sekil 1).
Oregin HVM20 ve HVM36 ile saptanan iiriinlerin goriiniimii mikrosatelitlerin tipik
merdiven basamagi seklindeki goriiniimiine benzemektedir. Ancak ayni durum
HVM31 primeri ile olugan PCR {irlinii i¢in gdzlenmemistir. Yine HVM26, HVM27,
HVM30, HVM44, HVMS54, HVM62 ve HVMG63 gibi belirleyicilere ait primerler
kullanilarak elde edilen iriinlere ait bantlarin yogunlugu olduk¢a azdir. Ayrica
otoradyografta HVM2, HVM15, HVM20, HVM23, HVM26, HVM27, HVM31,
HVM36, HVM40, HVM44, HVM54, HVM62 ve HVM68 i¢in birden ¢ok bdlgede
tespit edilen ¢ogaltim iiriinlerinin varligt bu mikrosatelit primerlerlerin ¢ogaltim
esnasinda 0zgiin olmayan tarzda hedef DNA’ya baglanmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle daha fazla bugday o6rnegi iizerinde tespit edilen
belirleyiciler ile yapilacak daha detayli calismalar polimorfik iriin olusturan
belirleyicileri saptamada ve bu belirleyicilerin bugdayda ne tip uygulamalar
(parmakizi ya da karsilagtirmali haritalama gibi) i¢in kullanilabilecegini gostermesi
bakimindan 6nemli olacaktir.

KAYNAKLAR

Akkaya, M.S., A.A Bhagwat, P.B. Cregan, 1992. Length Polymorphisms of Simple
Sequence Repeats DNA in Soybean. Genetics, 132:1131-1139

Ayres, N.M., AM. McClung, P.D. Larkin, H.F.J. Bligh, C.A. Jones, W.D. Park,
1997. Microsatellite and a Single Nucleotide Polymorphism Differentiate
Apparent Amylose Classes in an Extended Pedigree of US Rice Germplasm.
Theoretical and Applied Genetics, 94:773-781

Brown, S.M., M.S. Hopkins, S.E. Mitchell, M.L. Senior, T.Y. Wang, R.R. Duncan,
F. Gonzales-Candelas, S. Kresovich, 1996. Multiple Methods for the
Identification Polymorphic Simple Sequence Repeats (SSRs) in Sorghum
[Sorghum bicolor (L.) Moench]. Theoretical and Applied Genetics, 93:190-198

Bolstein, D., R.L. White, M. Skolnick, R.W. Davis, 1980. Construction of a Genetic
Linkage Map in Man Using Restriction Fragment Length Polymorphism.
American Journal Human Genetics, 32:314-331

Biiytikiinal Bal, E.B., M.S. Akkaya, 2002. Assessment of Two Highly Polymorphic
Barley Microsatellite Markers for Detecting Polymorphism in Wheat. Turkish
Journal of Biology, 26:9-12

Cipriani, G., G. Lot, W.G. Huang, M.T. Marrazzo, E. Peterlunger, R. Testolin,
1999. AC/GT and AG/CT Microsatellite Repeats in Peach [Prunus persica (L)
Batsch]: Isolation, Characterization and Cross-species Amplification in Prunus.
Theoretical and Applied Genetics, 99:65-72

Devos, K.M., T. Millan, M.D. Gale, 1993. Comparative RFLP Maps of the
Homoeologous group-2 Chromosomes of Wheat, Rye, and Barley. Theoretical
and Applied Genetics, 85:784-792



KSU Fen ve Mithendislik Dergisi 6(2) 2003 40 KSU J. Science and Engineering 6(2) 2003

Devos K.M., M.D. Gale, 1997. Comparative Genetics into Grasses. Plant Molecular
Biology, 35:3-15

Hamada, H., M.G. Petrino, T. Kakunaga, 1982. A Novel Repeated Element with Z-
DNA-Forming Potential is Widely Found Evolutionary Diverse Eucaryotic
Genomes. Proceedings of National Academy of Science, USA 79:6465-6469

Laurie, D.A., K.M. Devos, 2002. Trends in Comparative Genetics and Their
Potential Impacts on Wheat and Barley Research. Plant Molecular Biology, 48:
729-740

Li, C.D., B.G. Rossnagel, G.J. Scoles, 2000. The Development of Oat Microsatellite
Markers and Their Use in Identifying Relationships Among Avena Species and
Oat Cultivars. Theoretical and Applied Genetics, 101:1259-1268

Liu, Z.W., R.M. Biyashev, M.A. Saghai Maroof, 1996. Development of Simple
Sequence Repeat DNA Markers and their Integration into a Barley Linkage Map.
Theoretical and Applied Genetics, 93:869-876

Plaschke, J., M.W. Ganal, M.S. Roder, 1995. Detection of Genetic Diversity in
Closely Related Bread Wheat Using Microsatellite Markers. Theoretical and
Applied Genetics, 91:1001-1007

Roder, M.S., J. Plaschke, S.U. Konig, A. Borner, M.E. Sorrells, S.D. Tanksley,
M.W. Ganal, 1995. Abundance, Variability and Chromosomal Location of
Microsatellites in Wheat. Molecular General Genetics, 246:327-332

Réder, M.S., V. Korzun, K. Wendehake, J. Plaschke, M.H. Tixier, P. Leroy, M.W.
Ganal, 1998. A Microsatellite Map of Wheat. Genetics, 149:2007-2023.

Senior, M.L., M. Heun, 1993. Mapping Maize Microsatellites and Polymerase Chain
Reaction Conformation of the Targeted Repeats Using a CT Primer. Genome,
36:884-889

Vos, P., R. Hogers, M. Bleeker, M. Reijans, T. Lee, M. Hornes, A. Frijters, J. Pot, J.
Pelemen, M. Kuiper, M. Zabeau, 1995. AFLP: A New Technique for DNA
Fingerprinting. Nucleic Acids Research, 23:4407-4414

Weber, J.L., 1990. The Informativeness of Human (DC-DA) N(DG-DT)N
Polymorphism. Genomics, 7:524-539

Welsh, J., M. McClelland, 1990. Fingerprinting Genomes Using PCR with Arbitrary
Primers. Nucleic Acids Research, 18:7313-7318



