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OZET

Polimeraz zincir reaksiyonu bitki biyoteknoloji ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan bir metottur.
Teknik, in vitro kosullarinda oligoniikleotid primerler kullanilarak DNA polimeraz enzimi tarafindan
DNA’nin ¢ogaltilmasidir. Kisa siire igerisinde ¢ok kii¢lik bir miktar DNA baz dizisinden milyonlarca defa
DNA pargacigt ¢ogaltmak miimkiindiir. Teknigin en 6nemli 6zelligi; hizli, giivenli ve spesifik olmasidir.
Bu 6zelliginden dolayi, bitki biyoteknolojisinde ¢ok farkli alanlarda kullanilmaktadir. Bunlardan bazilari;
gen klonlamasi, patojenlerin teshis ve tespiti, gen aktarilmig bitkilerin ve DNA baz dizilerinin
belirlenmesidir.
Anahtar Kelimeler: PCR, PCR metotlari, PCR optimizasyonu, bitki biyoteknolojisi

POLYMERASE CHAIN REACTION AND COMMON APLICATIONS IN
PLANT BIOTECHNOLOGY"

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) is one of the most widespread used method in plant biotechnology.
Technique is an in vitro enzymatic reaction in which small DNA fragments can be amplified by DNA
polymerase enzyme using oligonucleotide primers. In a very short time, millions of DNA fragments can
be amplified from a very small amount of DNA sequences. The most important advantages of PCR is to
be fast, reliable, and specific. Therefore; PCR is used in very different areas of plant biotechnology. Some
of them are gene clonning, detection and identification of plant pathogens, screening of transgenic plants
and sequencing of DNA fragments.
Keywords: PCR, PCR methods, PCR optimization, plant biotecnology

1. GIRIS hizli  bir gelisme  gostermis ve
giiniimiizde bitki biyoteknolojisinin her

Hizla artan diinya niifusuna paralel
olarak insanoglu, birim alandan daha
kaliteli, yiiksek verimli, hastalik ve
zararhilara karst dayanikli {iriin elde
etmeyi amaclamaktadir. Bunun igin
dayanikliliktan sorumlu genlerin, klasik
islah ¢alismalartyla veya gen aktarma
yontemleriyle istenilen bitkilere
aktarilmasi ve aktarilan bireylerinde hizl
sekilde belirlenmesi  gerekmektedir.
Bununla birlikte kiiltiir  bitkilerinde
dayaniklilik genlerini kimi durumlarda
kiran patojenlerin ve zararlilarin da hizl
ve giivenli sekilde teshisi ¢ok dnemlidir.
Bunlar yeni tekniklerin gelistirilmesi ve
uygulamaya aktarilmasiyla
basarilabilmektedir. Bu tekniklerin en
onemlilerinden biriside PCR’dir. Teknik
ilk bulundugu 1985 yilindan itibaren

alaninda yaygin sekilde kullanilmaktadir
(Innis ve Gelfand 1990; Mullis 1990;
Henson ve French, 1993).

Bu makalede; PCR’in  temel
prensipleri, optimizasyonu, farkli PCR
metodlar1 ve bitki biyoteknolojisinde
uygulama alanlarn1  hakkinda  bilgi
verilmistir.

2. PCR’IN TEMEL PRENSIPLERI

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
in vitro kosullarinda DNA dizilerinin
cogaltilmast  esasina  dayanmaktadir.
PCR; basit, spesifik ve hassas bir
tekniktir (Saiki ve ark, 1985; Mullis,
1990). PCR teknigi, temelde {i¢
asamadan olusmaktadir.



2.1. DNA
(Denaturation):

Kalip DNA (template DNA), 92-95
°C’de 1-2 dakika tutularak c¢ift sarmal
yapidaki DNA iplik¢ikleri birbirlerinden
ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak
i¢in, baz1 durumlarda 5-10 dakika ©n
1sitma yapmak gerekebilir (Watson ve
ark., 1992; Hadidi ve ark., 1995).

Zincirinin  Acilmasi

2.2. Primerlerin Acitlan DNA
Zincirlerine Yapigmasi (Annealing):

Reaksiyon sicakliginin, 37-65 °C’ye
diisiiriilerek oligoniikleotid primerlerinin
acilan DNA zincirlerinin kendi baz
dizilerine  karsilik  gelen  bdlgeye
yapismasi  islemidir.  Bu  islem,
tiretilecek baz uzunluguna bagli olarak
30-60 saniyede gergeklesmektedir (Innis
ve Gelfand 1990).

2.3. Primer Uzamasi (Primer Extesion):
DNA zincirleri iizerine yapisan
primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq
DNA polymerase) vasitastyla
uzatilmasidir. Taq DNA polymerase 72
°C sicaklikta daha iyi ¢aligtigi igin genel
olarak tiim c¢ogaltma islemleri bu
sicaklikta yapilmaktadir (Erlich ve ark.
1991). PCR sonucunda elde edilen iiriin,
cogaltilmasi hedeflenen DNA parcasi ile
iki primerin toplam uzunlugu kadardir
(Hadidi ve ark., 1995). U¢ basamaktan
(denaturation, annealing, primer
extension) olusan islem, bir PCR devrini
temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile
40 defa tekrar edilerek baslangigtaki
DNA dizisinden milyonlarca yeni DNA
pargacig1 ¢ogaltilir. PCR sonucunda elde
edilen DNA parcaciklar1 agaroz veya
poliakrilamit  jellerde yiiriitiildiikten
sonra, ethidium bromide (EtBr) veya
giimiis nitrat (GN) ile boyanarak
gbzlemlenir (Hadidi ve ark., 1995).

3. PCR OPTIMiZASYONU

PCR teknolojisinin gelismesiyle ¢ok
farkli PCR wuygulamalar1 da ortaya
cikmigtir. Bu nedenle, yeni PCR
uygulamasinin diizenli ve optimum bir
sekilde c¢aligmasi icin her laboratuarda
yeniden ayarlanmasi  gerekmektedir
(Hadidi ve ark., 1995). Eger PCR sartlari
yeni PCR uygulamasi i¢in uygun bir
sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi
problemlerle karsilasilabilmektedir
(Innis ve Gelfand 1990; Erlich ve ark.,
1991; Hadidi ve ark.,, 1995). Bu
problemler;

1. PCR’dan beklenen iiriin ya az alinir
yada hi¢ alinmaz

2. Primerlerin yanlis baglanmasindan

dolay1 spesifik olmayan bantlar

olusabilir.

Primerler yanlis sekilde uzayabilir

4. Primer-dimer olusumu ortaya
cikabilir ve bu olusumlar ¢ogaltma
islemini yavaslatir.

5. Yeni sentezlenen DNA dizilerinde

mutasyon veya istenilenden farkli diziler

ortaya ¢ikabilir.
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3.1. PCR Calisma Sartlarimi Etkileyen
Faktorler

3.1.1. Enzim Konsantrasyonu:

Diger PCR  sartlant  optimum
seviyede oldugu zaman 100 pl reaksiyon
icin Onerilen Taq DNA polimeraz enzim
konsantrasyonu 1-2.5 {initedir. Fakat
enzim gereksinimi kullanilan kalip DNA
veya primere goOre degisebilir. Enzim
konsantrasyonu  diisikk olursa elde
edilecek iriin (DNA) az olur. Enzim
konsantrasyonu yiiksek olursa spesifik
olmayan bantlar ortaya c¢ikabilir (Innis
ve Gelfand, 1990; Erlich ve ark. 1991;
Yang ve ark., 1992).



3.1.2. Magnezyum Konsantrasyonu:

PCR uygulamalarinda magnezyum
(Mg) iyon konsantrasyonunu ayarlamak
cok Onemlidir. Cilinkii Mg
konsantrasyonu primerlerin agilan DNA
zincirlerine yapismasini, kalip DNA’ nin
acilma sicakligini, PCR sonucunda elde
edilen DNA kalitesini, primer-dimer bag
olusumlarini, enzim  aktivitesi ve
giivenilirligini  etkilemektedir. Ayrica,
Taq DNA polimeraz enziminin iyi bir
sekilde calisabilmesi i¢in; kalip DNA,
primerler ve niikleotid bazlar tizerinde
serbest Mg iyonlarimin  bulunmasi
gerekir. Bu yiizden 0.5-2.5 mM arasinda
Mg iyonlarmmin dNTP konsantrasyonu
icerisinde  bulunmasi  gerekmektedir
(Innis ve Gelfand, 1990; Hadidi ve ark.,
1995).

3.1.3.  Deoksiniikleotid  Trifosfatlar
(Deoxynucleotide
Triphosphates=dNTPs)

Her bir deoksiniikleotid (A, G, C, T)
konsantrasyonu 20- 200 pM arasinda
oldugunda genellikle PCR
uygulamalarindan 1yl sonug
almabilmektedir. Bu  dort  bazin
konsantrasyon igerisindeki orani esit
olmalidir. Baslangic stok soliisyonu 10
mM kadar seyreltildikten sonra, kiiclik
hacimlere ayrilarak 20 °C de
saklanmalidir. ANTP konsantrasyonunun
yiiksek olmasi yeni sentezlenen DNA
dizilerinde istenilenden farkli dizilerin
(misincorporation) hatali olarak ortaya
¢ikmasina sebep olabilir. Bu yilizden
miimkiin oldugu kadar diisiik
konsantrasyonda dNTP’leri kullanmak
PCR spesifikligini ve giivenilirligini
artirmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990;
Hadidi ve ark., 1995; Weising ve ark.,
1995).

3.1.4. Diger Reaksiyon Unsurlari:

PCR uygulamalarinda genel olarak
10-50 mM arasinda Tris-HCI tampon
cozeltisi (pH 8.3-8.8) kullanilir. Bu

tampon ¢ozeltinin 20 °C de pH’s1 6.8 ile
7.8 arasinda degisir. PCR karigimi
icerisine 50 mM KCI ilave edilirse
primer baglanmasini kolaylastirir. Fakat
50 mM’1n iizerindeki KCl veya 50 mM
NaCl Taq DNA polimeraz aktivitesini
engeller. Ayrica, PCR soliisyonuna
Jelatin (gelatin), bovine serum albumin
veya Tween 20 deterjan1 eklenirse
enzimin daha iyi ¢aligmasina yardimci
olurlar. Fakat bu maddeler eklenmeden
de PCR protokolleri ¢ok iyi bir sekilde
calisabilmektedir (Innis ve Gelfand,
1990; Demeke ve Adams 1992; Henson
ve French 1993).

3.1.5. DNA Zincirinin Acilmast Icin
Gerekli Zaman ve Sicaklik:

PCR  uygulamalarinda  sistemin
calismamasinin en 6nemli sebeplerinden
birisi kalip DNA zincirinin veya iiretilen
DNA parc¢aciginin yeterince
actlmamasidir. Genel olarak DNA
molekiillerinin 95 °C de 2 dakika
tutulmasi zincirin agilmasi igin yeterli
olmaktadir. Fakat GC bazlarinca zengin
kalip DNA zincirlerinde bu siire ve
sicakligin fazla olmasi istenmektedir
(Innis ve Gelfand, 1990; Erlich ve ark.,
1991).

3.1.6.  Primerlerin Acilan  DNA
Zincirlerine Yapismasi:

Primerlerin agilan DNA zincirlerine
yapigmasi ic¢in gerekli sicaklik derecesi
ve zaman aralig primerlerin
konsantrasyonu, elde edilecek DNA’nin
uzunlugu ve  kullanilan  bazlarin
kompozisyonuna gore degisir.
Primerlerin kalip DNA’ya baglanmasi
37- 65 °C sicakliklarda gergeklesir.
Primerler acilan DNA’ya baglanmasi
sirasinda  sicakligin - artirllmast  DNA
seciciligini artirmaktadir. Dolayisiyla
primerlerin yanlis yerlere baglanmasi ve
hatali DNA dizilerinin elde edilmesi
onlenmis olmaktadir. Ozellikle PCR
isleminin ilk birka¢ devrinde sicakligin



artirilmasi PCR uygulamasinin

hassasiyetini ¢ok ylikseltmekte ve
spesifik ~ olarak  beklenen = DNA
pargaciklari sentezlenmektedir.

Sicakligin diistiriilmesi primerlerin hatali
sekilde uzamasina ve yeni sentezlenen
DNA dizilerinde hatal1 baz
baglanmalarina sebep olmaktadir (Innis
ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark.,
1993; Kwok ve ark., 1994).

3.1.7. Primer
Konsantrasyonu ve Yapusi:

Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5
uM arasinda olmasi sistemin iyi
calismasin1  saglamaktadir.  Yiiksek
primer  konsantrasyonu  primerlerin
yanlis baglanmasina ve spesifik olmayan
DNA Dbantlarinin iiretilmesine sebep
olur. Ayrica primer-dimer olusumunu
tesvik ederek elde edilecek iiriiniin
(DNA) az olmasina sebep olmaktadir.
Tipik primer uzunlugu 16-30 baz
arasinda degismekte fakat genel olarak
18-24 baza (niikleotid) sahip primerler
eger primer yapisma sicakligt (Tm) da
iyi ayarlanmig olursa ¢ok spesifik iiriin
elde edilebilmektedir. Ancak daha kisa
(14 bazdan asag1) primerlerde bazi 6zel
amaclar i¢in kullanilmaktadir (Innis ve
Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark.,
1993; Kwok ve ark., 1994).

Primerlerin baz dizilisinde Guanin,
Citosin (GC) miktar1 ve primerlerin
yapigsmasi ig¢in gerekli sicaklik miktari
(Tm) arasinda cok iyi bir iliski kurmak
gerekir. Bu denge saglanamadigi taktirde
PCR uygulamalarindan iyi sonu¢ almak
mimkiin olmamaktadir. Bu bakimdan
primer dizilerinde GC bazlarinin toplam
orant % 50 veya daha yukari olmasi
istenmektedir. Ornegin bir primerin baz
dizisinde GC oran1 % 50 ve Tm degeri
56-62 °C arasinda olursa bu primerin
sorunsuz bir sekilde calismasi beklenir.
Primerlerin agilan DNA kaliplarina
hatasiz bir sekilde baglanabilmesi igin
yapisma sicaklifinin iyi hesaplanmasi

Uzunlugu,

gerekmektedir.  Primerlerin  yapisma
sicakligini hesaplamak i¢in bir formiil
gelistirilmistir. Bu formill Tm= 4 (G+C)
+ 2 (A+T) seklinde ifade edilmistir.
Burada Tm yapisma sicakligini, G,C,A
ve T ise niikleotid bazlarin1 ifade
etmektedir (Innis ve Gelfand, 1990;
Dieffenbach ve ark., 1993).

Primerlerin  3° uglarindaki baz
dizilisi, primerin yanlis veya dogru yere
baglanmasini belirlemektedir. Eger asagi
ve yukart yonli  (upstream  ve
downstream) pirmerlerin karsilikli olarak
3’ uglarinda birbirlerine baglanabilecek
baz dizilisi (complementarity) mevcut
olur ise bu durum istenmeyen primer-
dimer olusumlarma sebep olmaktadir
(Innis ve Gelfand, 1990).

3.1.8. Primer uzamasi:

Primerlerin DNA polimeraz
tarafindan uzatilmasi icin gerekli zaman,
cogaltilmasi hedeflenen kalip DNA
parcasinin uzunlugu, kalip DNA’nin
konsantrasyonu ve ortam sicakligina
bagli olarak degismektedir. Genel olarak
primer uzatilma islemi 72 °C de
yapilmaktadir. Ciinkii bu sicaklik Tag
DNA polimeraz enziminin iyi ¢aligmasi
icin uygun bir ortam olusturmaktadir.
Primerlerin uzatilmasi i¢in gerekli siire
ise baz wuzunluguna bagli olarak
degismektedir (Innis ve Gelfand, 1990;
Dieffenbach ve ark., 1993).

3.1.9. Devir sayist:

PCR’iIn  ¢alisma  sartlart  1iyi
ayarlandig1 taktirde 25-40 devir sayisi
yeterli  olmaktadir.  Devir  sayisi
cogaltilacak kalip DNA miktar1 ile
yakindan iligkilidir. Devir sayisinin fazla
olmas1 spesifik olmayan bantlarin ortaya
c¢ikmasina, devir sayisinin az olmasi
tiretilen DNA miktarinin az olmasina
sebep olmaktadir (Innis ve Gelfand,
1990; Watson ve ark., 1992).

4. PCR METOTLARI



PCR tekniginin bulunmasindan bu
yana teknolojide ¢ok hizli gelismeler
olmus ve buna bagl olarak da ¢ok farkl
PCR metotlar gelistirilmistir.

Istenen DNA
Durumlarda

4.1.  Cogaltilmas:
Dizisinin Bilindigi
Kullanilan PCR Metotlari:

Bu tip PCR metotlarinda
cogaltilmas1 hedeflenen DNA dizisinin
sekans yapisi bilimektedir.
Oligonucleotide primer cifti kullanilarak
cift sarmal DNA dizileri Taqg DNA
polimeraz enzimi tarafindan 5’3’
yoniinde  okunmaktadir  (Innis  ve
Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark.,
1993).

4.1.1. Standart PCR (Standart PCR):
Temel PCR’1 igermektedir. Bir PCR

reaksiyonu icin, 0.5 ml’lik PCR tiipii

igerisinde 100 pul’lik bir reaksiyon

olusturmak icin genel olarak asagida

belirtilen  kimyasallar  tiipe  1ilave

edilmektedir:

Kalip DNA (10, 10° hedef molekiil)

20 pmol yukar1 yonli (upstream) primer

20 pmol asagr yonlii (downstream)

primer

20 mM Tris-HCI (pH 8.3) (20 C)i

1.5 mM MgCl,

25 mM KCI*

0.05 % Tween 20*

50 uM dNTPs

2 unite Tag DNA polimeraz enzimi

Kalan miktar steril suyla 100 pl ye

tamamlanir (Innis ve Gelfand, 1990).

* Bunlar reaksiyona eklenmese de PCR

reaksiyonu caligir.

4.1.2. Ters Transkriptaz PCR (Reverse
Transcriptase PCR, RT-PCR):
Cogaltilmas1  hedeflenen = RNA
(mRNA, tRNA, viral RNA veya viroid
RNA’s1) Once ters transkriptaz enzimi ile
tamamlayict DNA’ya (complementary

DNA: cDNA) cevrilir ve daha sonra
standart PCR kullanilarak ¢ogaltma
islemi yapilir (Rowhani ve ark., 1995;
MacKenzie ve ark., 1996; Chandler ve
ark., 1998).

4.1.3. Kath PCR (Multiplex PCR):

Bu PCR metodunun aslinda standart
PCR ve RT-PCR’dan ¢ok farkli bir yani
yoktur. Farkli olarak ayni kalip DNA
dizisini  ¢ogaltmak amaciyla aym
reaksiyon igerisine birden fazla primer
cifti ilave edilerek c¢ogaltma islemi
yapilmaktadir. Bu metot agirlikli olarak
viris  ve  viroidlerin  genlerinin
cogaltilmasinda kullanilmaktadir (Levy
ve ark., 1992; Colined ve ark., 1993;
Minafra ve ark., 1993).

4.1.4. Antiserumla Sabitleme  PCR
(Immunocapture PCR):

PCR veya RT-PCR yapilmadan
once, geni ¢ogaltilacak viriis steril kati
bir ylizey lizerinde o virlise spesifik
antiserum kullanilarak sabitlenir. Bu
islemden sonra PCR veya RT-PCR
metotlarina  devam edilir ve hedef
viriisin  geni ¢ogaltilir. Bu metot
ozellikle bitki virlislerinin  hastalikli
dokulardan veya vektor boceklerden
izolasyonu ve tanilanmasi islemlerinde
kullanilmaktadir (Nolasco ve ark., 1993;
Rowhani ve ark., 1995; Munford ve
Seal, 1997).

4.1.5. I¢ ice PCR (Nested PCR):

PCR tekniginin spesifikligini
artirmak maksadiyla Nested PCR, ve
Heminested PCR metotlari
gelistirilmistir. Nested PCR metodunda
iki farkli set primer ¢ifti (P1,P2 ve P3,
P4) kullanilir. Ik cogaltma isleminde
birinci set primerler (P1, P2) kullanilir.
Bu PCR ¢ogaltma islemi sonucunda elde
edilen DNA dizisi tizerinde ikinci set
primerler (P3, P4) kullanilarak yeniden
cogaltma islemi yapilir. Ikinci set
primerlerin  ¢ogalttigt DNA parcast



birinci set primerlerin ¢ogalttigt DNA
par¢asindan daha kisa ve birinci set
primerlerin ¢ogalttigt DNA parcasinin
icerisinde yer alir. Heminested PCR
metodu ise aslinda Nested PCR
metodunun aynisidir. Fakat Heminested
PCR metodunda ikinci PCR c¢ogaltma
islemi iki yeni primer ile degil de sadece
bir yeni primer (P3) ve bir birinci setten
alman primer (P1 veya P2) ile
yapilmaktadir (Spiegel ve ark., 1996;
Rosner ve ark., 1997; Olmos ve ark
1997).

4.1.6. Renkli PCR (Colorimetric PCR):

Son zamanlarda RT-PCR metodunun
spesifikligini  ve  ELISA  serolojik
yonteminin kullanma kolayligin
birlestiren bir metotdur. Cogaltilan DNA
pargaciklar1 yeni bir tiip igerisine ilave
edilir. Bu tlip oOnceden biotin ile
isaretlenmis, cogaltilan DNA
pargaciklarimin  belirli bir bdlgesine
spesifik problarla kaplanir. Bu problar
tizerindeki biotin, streptavidin ilavesiyle
tespit edilir. Daha sonra da digoxigenin
veya  psoralin  isaretleme  sitemi
kullanilarak ¢ogaltilan DNA pargaciklari
tespit edilir. Eger sistem hatasiz calisip
hedef gen pargasini cogaltti ise tiip
icerisinde  renk  degisimi  ortaya
cikmaktadir (Kemp ve ark., 1989; Walter
ve ark., 1996; Rowhani ve ark.,1998).

4.1.7. Damlatma PCR (Spot PCR):
Virlis veya viroid iceren hastalikli
bitki 6z suyu ya naylon membran
lizerine bir damla damlatilir yada yeni
kesilmis dal veya yaprak parcasi
membran  ilizerine  bastirilarak 0z
suyunun membrana gecmesi saglanir. Bu
islemden sonra bu membran pargacigi
bir mikrofiij tlip icerisine konularak RT-
PCR islemi yapilir. Bu teknik 6zellikle
arazi uygulamalarinda ¢ok yararh
olmaktadir (La Notte ve ark., 1997).

4.1.8. Kademeli Sicaklik Diisiirme PCR
(Touchdown PCR):

Bu teknik, standart PCR
calismalarina ¢ok benzemektedir. Bu
PCR’da farkli olarak primer sicakliklari
ilk dnce ¢ok yiiksek tutularak primerlerin
spesifik sekilde hedef diziye baglanmasi
amaglanmaktadir. Primerin baglanma
sicaklhig ilk once 65 °C tutulmakta ve
her dongiide 1°C azaltilarak (10 dongii)
56 °C’ye kadar disiiriilmektedir. 56
°C’den sonra ise 20-25 dongii yapilarak
PCR tamamlanmaktadir. PCR teknigi,
DNA dizileri {izerindeki belirli bir
bolgenin  spesifik  olarak  tespit
edilmesinde kullanilmaktadir (Don ve
ark., 1991).

4.1.9. Canli Hiicre Belirleyen PCR (Bio
PCR):

Bu teknik, agirlikli olarak bitki
patojeni bakterilerin canli olarak tespit
edilmesinde kullanilmaktadir. Teknigin
temeli, hastalikli dokulardan izole edilen
bakterilerin spesifik yada yar1 spesifik
ortamlarda gelistirildikten sonra DNA
izolasyonu yapilmasi ve bu DNA’dan
PCR reaksiyonu kurulmasina
dayanmaktadir (Schaad ve ark., 1997).

4.2.  Cogaltlmasi  Istenen  DNA
Dizilerinin Bilinmedigi Durumlarda
Kullanilan PCR Metotlar

Bu tip PCR  metodlarinda
cogaltilmast amaglanan DNA dizisinin
baz dizilimi ya ¢ok az bilinir veya hic
bilinmez. Bu tip baz dizilerini ¢ogaltmak
icin farkli PCR metotlar1 gelistirilmistir.

4.2.1. Degisken DNA Dizilerinin
Tesadiifen  Cogaltilmast  (Random
Amplified Polymorphic DNA; RAPD-
PCR):

Bu teknik, DNA dizilisi bilinmeyen
veya az bilinen DNA fragmentlerinin
analizlerinin yapilmasinda
kullanilmaktadir. Rastgele hazirlanmis



6-10 baz uzunlugundaki oligoniikleotid
primerleri ile PCR yapilir ve PCR
tiriinleri agaroz jelde yiiriitiiliip ethidium
bromide ile boyanir. Karsilastirilan
ornekler  arasinda  goriinen  aym
(monomorphic) ve farklt (polymorphic)

DNA bantlar1  sayilarak  sonuglar
degerlendirilmektedir. RAPD-PCR,
genetik  cesitliligin  aragtirilmasinda,

genom haritalamalarinda yogun sekilde
kullanilmaktadir (Williams, 1991; Cenis,
1993).

4.2.2. Ters PCR (Inverse-PCR):

Bilinen DNA dizileri kullanilarak,
bilinmeyen DNA dizilerinin
cogaltilmasinda kullanilmaktadir
(Ochman ve ark., 1988). Teknigin
temeli, bilinen sekanslara bitisik olarak
bulunan fakat bilinmeyen bazlara sahip
olan DNA bazlarinin ¢ogaltilmasinda
kullanilmaktadir. Bilinen diziler ters
cevrilerek ice alindigi i¢in bu sekilde
adlandirilmaktadir  (Triglia ve ark.,
1988).

4.2.4. Kanca PCR (Anchored PCR):

Bu metot, DNA fragmentinin sadece
bir ucunun baz dizilisi bilinip diger
ucunun bilinmedigi durumlarda
kullanilmaktadir. Baz dizilisi bilinmeyen
tarafa universal primerler kullanilirken
baz dizilisi bilinen tarafa bir primer
sentezlenerek PCR islemi yapilir. Bu
teknik daha ¢ok viriis ve viroidlerin gen
dizilislerinin tespit edilmesinde
kullanilmaktadir (Loh ve ark., 1989).

4.2.5. Asymetric PCR:

Bu PCR metodu, tek iplik¢ikli DNA
dizilerinin {retilmesinde kullanilir. Bu
amagla PCR reaksiyonunda kullanilan
primerlerin  konsantrasyonlart  farkl
oranlarda (50:1, 100:1 gibi)
tutulmaktadir.  PCR  reaksiyonunda
baslangigtaki  primerlerin  oranlarinin
farkli olmasi elde edilecek iiriiniinde
farkli oranda cogaltilmasina sebep olur

ve Tdretilen DNA fragmentlerinden
birinin miktar1 (baslangicta fazla olan)
cok artar. Ayn1 zamanda ¢ok miktarda
tek iplik¢ikli DNA dizileri tiretilmis olur.
Bu tip tek iplik¢ikli DNA dizileri
klonlama islemleri ve farkl
uygulamalarda kullanilabilir (Scott ve
Deahl 1998).

4.3. PCR’in Diger Tekniklerle Birlikte
Kullamldig1 Metotlar

Bazi molekiiler c¢aligsmalar, farkli
yontemlerin  birlikte kullanilmast ile
yapilmaktadir. Bu tekniklerin  belli
basamaklarinda PCR kullanilmaktadir.

4.3.1. Cogaltilan Fragmentlerin
Uzunluk Polimorfizmi (Amplified
Fragment Length Polymorphism;
AFLP):

Bu teknikte, genomik DNA iki kesim
(restriksiyon) enzimi ile kesilmekte,
kesilen parcaciklar bu enzimlere uygun
baglayicilarla  (adaptor) baglanir
(ligation). Baglanilan DNA pargaciklari,
AFLP primerlerine birer baz ilave
edilerek 6n PCR yapilir. Daha sonra bu
primerlerin her birine 2 baz ilave
edildikten sonra (primerlerin biri biotin
veya >°P ile isaretlenir) segici (selektif)
PCR yapilir. Bu PCR friinleri
poliakrilamid jelde yiiriitiildiikten sonra
X-ray filmi ilizerine goriintii aktarilir).
Metot, genom haritalarinin
yapilmasinda, genom varyebilitesinin
belirlenmesinde yogun sekilde
kullanilmaktadir (Vost ve ark., 1995;
Semblat ve ark., 1998; Tzortzakakis ve
ark., 1999).

4.3.2.  PCR  Uriiniiniin
Kesilmesi (PCR-RFLP):
Baz1 c¢alismalarda PCR iirilinleri
arasinda farklilik goriilmez bu durumda
PCR iirlinleri bir veya birka¢ kesim
(restriksiyon) enzimi kullanilarak
kesilmektedir. Bdylece calisilan DNA

Enzimle



ornekleri tlizerinde wvarsa farkliliklar
belirlenebilmektedir (Wetzel ve ark.,
1991; Devran ve ark., 2002).

4.3.3. Cogaltilmig DNA Dizilerinin
Enzimle Kesilmesi (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence; CAPS):

Uzerinde calisilan  organizmanin
genomuna Ozgii belli DNA
fragmentlerinin (19-24 merlik
oligoniikleotid primerler) sekans1

yapilarak  bunlara  6zgli  primerler
olusturulmakta ve bu primerlerle PCR
yapilmaktadir. PCR iriinlerinden
genelde tek bir DNA bandi elde
edilmektedir ve bunlar arasinda herhangi
bir farklilik yoktur. Bu nedenle kesim
enzimleri ile PCR iriinleri kesilmekte
ve agaroz jelde elektroforez yardimu ile
ayrimlar1  saglanarak farklhilik tespit
edilmektedir (Jarvis ve ark., 1994).

4.3.6. RAPD Bantlarimin Spesifik
Primere Ddniistiiriilmesi (Sequence
Characterized  Amplified  Region;
SCAR:

Bu teknikte, RAPD sonucu elde
edilen DNA bandlar1 klonlanmakta ve
DNA baz dizilisleri belirlenmektedir. Bu
farklilik gosteren DNA parcaciginin bir
boliimiine 18-24 baz uzunlugunda
spesifik primerler dizayn edilmekte ve
PCR c¢alismasinda kullanilmaktadir. Bu
teknik haritalama ¢aligmalarinda, genom
kiitliphanelerinin taranmasinda
kullanilmaktadir (Michelmore ve ark.
1993; Weising ve ark., 1995).

5. BITKi BiYOTEKNOLOJISINDE
YAYGIN UYGULAMALARI

5.1. Gen Aktarilmis Bitkilerin Takibi:

Viral, bakteriyel, fungal ve diger
organizmalardan veya bir bitkiden alinan
bir gen pargasinin, hedef bir bitkiye
aktarilmas1 sonucunda ortaya ¢ikan
transgenik (gen aktarilmis) bitkilerin

genomlar1 igerisindeki aktarilmis gen
parcast hizli, hassas ve spesifik bir
sekilde PCR teknigi ile tespit
edilebilmektedir (McGarvey ve Kaper,
1991; Scorza ve ark., 1993).

5.2. Bitki Patojenlerinin Tespiti ve
Teshisi:

Giinlimiizde bir ¢ok bitki patojeninin
genom dizilisleri tespit edilmis olup bu
patojenler icin spesifik DNA primerleri
yapilmistir. Bu primerleri kullanarak bir
¢ok bitki hastalik etmenini ¢ok kisa siire
igerisinde hassas bir sekilde teshis ve
tespit etmek miimkiindiir (Hadidi ve
Yang, 1990, Bereswill ve ark., 1992,
Olmos ve ark., 1998, Yilmaz, 1999).
Virus ve viroidler, bitkilerin
yapraklarindan (Hadidi ve ark., 1992,
Korschineck ve ark., 1991),
cigeklerinden (Kohnen ve ark., 1992)
meyvelerinden (Hadidi ve Yang, 1990),
koklerinden (Hadidi ve ark., 1993)
kabuklarindan (Korschineck ve ark.,
1991), tohumlarindan (Kohnen ve ark.,
1992, Hadidi ve ark., 1993) ve virus
tastyan boceklerden (Lopez-Moya ve
ark., 1992), genomdaki cesitli bolgeler
(ITS, rDNA, mtDNA) kullanilarak
fungus (Mills ve ark., 1992; Ward ve
ark., 1992; Elliott ve ark., 1993)
nematod (Harris ve ark., 1990; Devran
ve ark., 2002) ve bakteriler ( Hartung ve
ark., 1993) hassas ve hizli bir sekilde
teshis ve tespit edilmektedirler.

5.3. Viriis ve
Klonlanmasu:

Viroid Genlerinin

PCR teknigini kullanarak viriis ve
viroid genlerinin bir bolimii veya
tamam1 klonlanabilmektedir. Viriis ve
viroidlerin RNA genleri, ters transkriptaz
(reverse transcriptase:RT) enzimi
kullanarak DNA’ya c¢evrilir. Bu isleme
ters transkripsiyon (reverse
transcription), sonucunda elde edilen



DNA pargasina tamamlayict DNA
(complementary DNA:cDNA) denir
(Puchta ve Sanger, 1989, Watson ve
ark., 1992). Bu cDNA parcalar1 PCR da
cogaltilarak uygun vektorlere
klonlanmaktadirlar (Yilmaz, 1999).

5.4.  Bitki  Patojenlerinin Gen
Dizilislerinin PCR Yardimiyla Analizi:

Viriis, viroid, bakteri, fungus,
nematod vb. bitki patojenlerinin genleri
PCR yardimi ile klonlanip gen dizileri
cikartilabilmektedir ( Puchta ve Sanger,
1989; Puchta, 1990; Zijlstra ve ark.,
1995).

5.5. Bitki ve Patojenlerin Akrabalik
lliskilerinin Belirlenmesi.

Gliniimiizde bir ¢ok bitki ve patojen
tiirlerinin gen haritalar1 ¢ikarilmakta ve
PCR yardimiyla akrabalik iligkileri
belirlenmektedir (Karp 2000).

5.6. PCR’in
Kullanilmasi:

Islah  Calismalarinda

Basta hastalik ve zararlilara karsi

dayaniklilk  olmak  iizere  ¢esitli
karakterlere 0zgii molekiiler
isaretleyiciler (markers)
olusturulmaktadir. Bu isaretleyiciler

bitki 1slahin her asamasinda hizli ve
giivenli  sekilde  kullanilarak  1slah
caligmalar1 kisaltilmaktadir (Vost ve
ark., 1995; Becker ve ark 1995; Madan
ve ark., 1997).

5.7. Safiyet Testlemelerinde:

Tohum iretiminde, karisikliklarin
belirlenmesi ve tohumlarin safliginin
ortaya konulmasinda PCR tekniginden
yararlanilmaktadir (Dow ve Ashley,
1996, Lexxer ve ark., 1999).

5.8. Simiflandirmada:

Organizmalarin tiir igi, tiirler aras1 ve
cins diizeyindeki siniflandirilmalart PCR
teknigi  kullanilarak  yapilmaktadir
(Milligan ve ark., 1994).

6. PCR’IN AVANTAJLARI VE
DEZAVANTAJLARI

Bu teknigin en O6nemli avantaji ¢ok
kiigiik miktarda DNA veya RNA’nin,
belirli bir bolgesi kisa siire igerisinde,
milyarlarca defa c¢ogaltilabilmektedir.
Teknik ayni zamanda ¢ok hassas,
spesifik ve giivenilirdir. Elde edilen
iriinlerdeki hata payr diger metotlarla

(6rnegin serolojik yontemler)
karsilastirildiginda daha diisiik
olmaktadir.

PCR teknigi icin baglangicta pahali
laboratuar ekipmanlarina ihtiya¢ olmasi,
cok iyl egitilmis eleman gerekliligi,
kullanilan sarf malzemelerin pahaliligi
ve zaman, zaman bulagmalar veya diger
faktorlerden dolayr hatali sonuglar
alinabilmesi  teknigin en  Onemli
dezavantaj1 olusturmaktadir.
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	Polimeraz zincir reaksiyonu bitki biyoteknoloji çalışmalarında yaygın olarak kullanılan bir metottur.  Teknik, in vitro koşullarında oligonükleotid primerler kullanılarak DNA polimeraz enzimi tarafından DNA’nın çoğaltılmasıdır. Kısa süre içerisinde çok küçük bir miktar DNA baz dizisinden milyonlarca defa DNA parçacığı çoğaltmak mümkündür. Tekniğin en önemli özelliği; hızlı, güvenli ve spesifik olmasıdır. Bu özelliğinden dolayı, bitki biyoteknolojisinde çok farklı alanlarda kullanılmaktadır. Bunlardan bazıları; gen klonlaması, patojenlerin teşhis ve tespiti, gen aktarılmış bitkilerin ve DNA baz dizilerinin belirlenmesidir. 
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