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OZET

Doktora Tezi

TRAP VE SSR MOLEKULER ISARETCILERI KULLANARAK AYCICEGI
GENOTIPLERINDE GENETIK BiYOCESITLILIGIN BELIRLENMESI
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Fen Bilimleri Enstitusu
Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tarla Bitkileri Yetistiriciligi ve Islah1 Bilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Bitki genetik materyallerin genetik biyogesitliligin belirlenmesi her 1slah programinin
temel faaliyetlerinden biridir. Iran aygicegi genotiplerinin biyogesitlilik ve akrabalik
iliskilerini ve SSR ve TRAP molekiiler isaretcilerin ayrim gii¢lerini belirlenmek
amaciyla, Iran’dan temin edilen 68 aycicegi (Helianthus annuus L.) genotipler (23’ii
restorer kendilenmis hat, 30’u CMS kendilenmis hat, 3’ii Iran hibrit, 8’i yabanc1 hibrit
ve 4’i yabanci agik tozlasan) incelenmistir. DNA Ornekleri 15-20 gunlik taze
yapraklardan yeni bir modifiye yontem ile alinmigtir. SSR isaretci icin 21 ¢ift primer,
TRAP isaretgi ise 6 sabit primer ile 6 tesadiifi primer (19 kombinasyon) kullanmistir.
Gruplar igindeki ve arasindaki polimorfizm ve diger genetik parametreler, Dice
katsayis1 kullanarak, kiimeleme ve temel koordinat analiz ile belirlenmistir. Kimeleme
analizinin sonucunda, SSR ve TRAP isaretgileri kullanarak elde edilen dendrogramlar
ayni sonucu vermistir. Her iki analize gére Iran hibritleri diger gruplardan daha farkli
olarak kendisini gostermistir. Bu sonug yapilan tiim analizlerde de tespit edilmistir. SSR
isaretcisinde CMS grubu ve TRAP isaretgisinde restorer grubu her iki isaretci
sisteminde diger gruplara gore yiiksek polimorfik orani gostermelerine ragmen farkli
biyogesitlilik gruplart olarak belirlenmistir. Her iki isaretgi sisteminde restorer ve CMS
grubu en diisiik genetik mesafeye sahip olan gruplar olarak belirlenmistir (SSR=0,070
ve TRAP=0,066). SSR ve TRAP isaret¢i sisteminden elde edilen verileri birlikte
kullanarak kiimeleme analizinin sonucunda benzerlik katsayis1 iki isaret¢inin izerinden
0,524 (R42 ve CMS328 hatlarin arasinda) ile 0,892 (iki R2 ve R3 hatlarin arasinda) ve
ortalama 0,712 hesaplanmustir.

2014, 88 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aygicegi, biyogesitlilik, kimeleme analizi, SSR, TRAP



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

GENETIC DIVERSITY OF SUNFLOWER GENOTYPES USING SSR AND
TRAP MOLECULAR MARKERS

Hossein ZEINALZADEH TABRIZI

Ataturk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Field Crops
Plant Genetics and Breeding

Supervisor: Prof. Dr. Kamil HALILOGLU

Genetic diversity estimation of plant genetic materials is one of the important pre-
breeding activities in breeding field crops. In order to genetic diversity estimation and
relationship of 68 Iranian sunflower genotypes (Helianthus annuus L.) (23 restorer
inbred lines, 30 CMS inbred lines, 3 Iranian hybrids, 8 foreign commercial hybrids and
4 foreign commercial open-pollinated varieties) were investigated using SSR and TRAP
molecular markers. DNA samples were isolated from 15-20 days-old young leaves
using a new modified DNA extraction method. 21 SSR primer pairs and 6 fixed with 6
arbitrary TRAP primers (19 combinations) were used in this research. Polymorphism of
between and within groups along with other genetic parameters were investigated using
Dice coefficient, cluster and principal coordinates analysis. Cluster analysis of each two
SSR and TRAP markers were similar. Based of these two analyses, Iranian hybrids
were completely different compare to other genotypes. These results were same using
other analyses. In the SSR makers, CMS group and in the TRAP markers, restorer
group had high polymorphic ratio and known as diversity groups. In both marker
systems, restorer and CMS groups were identified as lower genetic distance groups
(SSR=0,070 and TRAP=0,066). Similarity coefficient based on two markers were
estimated 0.524 (between R42 and CMS328 inbred lines) and 0.892 (between R2 and
R3 CMS328 inbred lines) respectively and the mean value was 0.712.

2014, 88 pages

Keywords: cluster analysis, genetic diversity, sunflower, SSR, TRAP
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

< kiclk

> buyuk

°C santigrat derece

pl Mikrolitre

bc baz cifti

cm santimetre

dk dakika

g gram

Ghbg giga baz cift

ha hektar

kb kilobase pair (kilobaz ¢ifti=kb¢=1000 bg)
kg kilogram

m metre

M molar

Mbc mega baz cift

mg Miligram

MgCI2 Magnezyum Klorir

ml mililitre

mm milimetre

mM milimolar

n Dongii sayisi

ng nanogram

pmol piko mol

rpm revolutions per minute (dakikada devir)
sn saniye

Taq Taq polymerase (Thermus aquaticus’dan izole edilen enzim)
\Y volt
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viv Hacim / Hacim

wiv Agirlik / Hacim

uM Mikrogram

Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilan Parga Uzunluk
Polimorfizmi)

AMOVA Analysis of Molecular Variance (Molekuler variyans analizi)

CTAB Cetyl methyl tri-ammonium bromide

DNA Deoksiribo niikleik asit

dNTP Deoksi-Nukleotit Trifosfat

FAO Food and Agriculture Organization (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii)

EDTA Ethylene di-amin tetra acetic acid (Etilen diamin asetik asit)

EST Expressed Sequence Tags (Ifade edilen dizi etiketi)

GMS Genetic Male Strility

He Expected heterozigosity (Beklenen heterozigotluk)

NCBI The National Center for Biotechnology Information

PBR Plant Breeders' Rights

PCoA Principal Coordinates Analysis-PCoA (Temel koordinat analizi)

PCR Polimerase Chain Reaction (Polimeraz zincir reaksiyonu)

PET1 Fransiz sitoplazmasi

PiC Polymorfic Information Content (Polimorfik bilgi igerigi)

RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA (Rasgele ¢ogaltilmis DNA
polimorfizmi)

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism (Kesilmis pargalarin
uzunluk polimorfizmi)

SDS Sodyum Dodesil Sulfat

SPSS Statistical Package for the Social Sciences (lstatistik bilgisayar programu)
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Sequence Related Amplified Polymorphism (Sekansa bagli g¢ogaltilmis
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Simple Sequence Repeats (Basit dizi tekrarlar1)

Short Tandem Repeats (Kisa bitisik tekrarlar)
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1. GIRIS

Yaglar, insan viicudu i¢in yasamsal degeri olan ve insanlarin beslenmesinde 6nemli yer
tutan temel ihtiya¢ maddelerinden biridir. Ozellikle doymus yag oranlarinin diisiik
olmasi, hiicre yapisi igin gerekli olan serbest yag asitlerini icermesi ve insan viicudunda
A, D, E, K gibi yagda eriyen vitaminleri ¢6zmesi gibi 6zellikleriyle bitkisel yaglar,
insan sagligina katkilar1 ve yiiksek besin degerine sahip olmalari bakimidan énemli bir

yere sahiptirler (Goksu 2007).

Aygicegi yaglik ve cerezlik olmak Uzere iki sinifa ayrilir. En fazla kiiltiiri yapilan
yaglik aycicegi olmasina ragmen Gerezlik aycigeginin pazar ve Uretim alaninda son
yillarda artis gorilmektedir (Yue et al. 2009).

Diinyada tiiketilen bitkisel kaynakli yemeklik yagin yaklasik %10°u aycicegi yagindan
karsilanmaktadir (Jan and Seiler 2007). Aygigegi tohumu yagmin yaklasik %11’i
doymus yag asidi (palmitik ve stearik asit), %20-50’si tekli doymamis yag asidi (oleik
asit), yuksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidi (linoleik asit) ve linolenik asidi
icermektedir (Gordon Dorrell and Vick 1997; Ledn et al. 2003). Glnimizde, aycicegi
tohumu yag olarak kullanimmnin yaninda diger alanlarda da kullanilmaktadir (Putt
1997). Aygigegi tohumlart kii¢iik hayvanlarin ve kuslarin beslenmesinde, yem olarak
kullanilmas:t ve ¢erez olarak insanlar tarafindan tiiketilmektedir. Ayrica ekonomik
bakimdan Helianthus cinsi genetik adaptasyon ve tiirlesme g¢alismalarinda model bitki
olarak kullanilan yabani tiirleri igermesi nedeniyle en 6nemli evrimsel taksonomidir

(Rieseberg et al. 1995; Lexer et al. 2003).

Aycicegi hem diinyada hem de Iran’da ve Tiirkiye’de en onemli bitkisel yag
kaynaklarindan biridir. Artan niifusa paralel olarak bitkisel yag ihtiyaci giderek
artmaktadir. Iran’da ve Tiirkiye’de bitkisel yag tiiketiminde cogunlukla aycicegi yagi
tercih edilmektedir. Gerekli olan bitkisel yagin Tiirkiye’de yarisini Iran ise %90’



disaridan ithal edilmesi aygigeginin Onemini giderek artirmaktadir (Yalgin 2004;
Anonymous 2012).

Son yillarda iran’da yemeklik yag ihtiyact yillik 900.000 ton olup bu miktarin %901
baska iilkelerden ithal edilmektedir. Iran’da 2012 verilerine gdre 70.000 hektar alanda
78.000 ton aygigegi liretimi gergeklesmistir. TUrkiye ise 2012°de bu miktarlar 605.000
hektar ve 1.370.000 ton olarak gergeklesmistir (FAO 2012).

Giiniimiizde, aycicegi yemeklik yag icin yetistirilen, diinyanin en onemli bitkilerinden
birisidir (Putt 1997). 2012 yilinda diinyada ay¢igeginin ekim alani yaklasik 24,8 milyon
hektar ve tohum Gretimi 37,5 milyon ton olmustur (FAO 2012).

Aycicegi yagi diinya bitkisel yag tiiretimindeki %7,5’lik pay ile soya, kolza ve
palmiyeden sonra dérdinci sirada yer almaktadir (Yilmaz 2009). Tirkiye, 2009 yili
iiretim verilerine gore diinya ayg¢icegi iliretiminde ilk on iilke arasinda yer almistir ve
diinya ay¢icegi ekim alaninin %2,45’ini, tiretim miktarinin ise %3,30’unu olusturmustur

(FAO 2010). Bu nedenle aygicegi, bitki 1slahg¢ilart igin 6nemli bir bitki konumundadir.

Aygigeginde, seleksiyon 1slahi yoluyla yag oraninin yiikseltilmesi ¢alismalar1 1860°ta
baslandig1 Jakovski tarafindan bildirilmistir. 1890°da ayg¢igegi giivesine (Homoeosoma
nebulella Hb) karsi 1slah calismalarinin baslandigi bildirilmigtir. 1925’te 1slah
caligmalar1 sadece birkag merkezde yapilmaktaydi. Pustovoit, ilk 1slah ¢alismalarina
Krasnodar, Rusya’da baslamistir. 1940’da Rusya’daki varyetelerde tanedeki yag orani
ortalama %33 iken, 1965°de Pustovoit’in gelistirdigi ¢esitlerin yag oranlar1 %55’e
yiikselmistir (Mohammad Sharrif 2006).

Aygigegi 1slahinda temel amag, tohum verimini ve tohumdaki yag oranimi artirarak
verimliligi yiikseltmektir. Tohum verimi ve yag oraninin ardindan hastalik ve zararlilara
dayaniklilik diger ©nemli 1slah amaclar1 arasinda yer almaktadir. Ayrica tohum

veriminde 6nemli katkilarda bulunan verim 6gelerindeki (tabla ¢api, tablada tane sayist,



tabladaki fertil ¢icek sayisi, bin tane agirligi vb.) artislar birim alan tane verimindeki
artista onemli rol oynamaktadir. Bu 1slah amagclarinin gerceklestirilmesinde, ayciceginin
yabanci dollenme 6zelliginden yararlanilarak gelistirilen, hibrit ¢esitler yaygin olarak

kullanilmistir (Carter and Fuccillo 1978; Kaya and Kolsarici 2005).

Aycicegi melezlemesinde kullanilan ebeveyn cesitlerin ve melezleme sonrasi elde
edilen hatlarin seleksiyonu i¢in bitki 6zelliklerinin detayli olarak ortaya konulmasina
ihtiyac vardir. Bu yontemler ay¢icegi ¢esitlerini sadece dis goriiniisiinden teshis etmeye
dayali yontemlerdir (Eryigit vd 2011). Bir gesit tizerinde yapilan morfolojik ¢alisma
farkli lokasyonlarda tekerriirlii olarak yiiriitilmelidir (Manivannan et al. 2008). Islah
kademelerinin farkli asamalarinda, tarlada bitki boyu, tabla ¢api, ¢iceklenme giin
say1s1, fizyolojik olgunluk giin sayisi, hasat sonrasinda, tane verimi, 1000 tane agirhigi,
yag verimi, yag orani, yag asitleri kompozisyonu gibi karaktelerin ortaya konulmasi
mumkindir (Eryigit vd 2011). Aygicegi 1slah ve seleksiyonunda, genetik safligin
kontroli tipik olarak morfolojik karakterlere (ya da fenotipe) dayanmaktadir. Bu kontrol
yontemi bitkilerin direkt degerlendirilmelerini igermektedir. Bu gibi durumlarda
morfolojik karakterlere dayali genetik varyabilitenin belirlenmesi tek basina ¢esit teshis
etmede yeterli olmayabilir (Aksyonov 2005). Bu yontemin en 6nemli avantaji kolay ve
ucuz olmasidir. Buna karsin, ¢ok genis alanlara ve zamana ihtiya¢ gostermesi, tarlada
yapilan gozlemlerde, farkli cesitleri ¢cok acik ve kolay bir sekilde karsilagtirmanin ¢ok
zor olmasi, yetistirme periyodu boyunca degisen hava sartlarindan dolay1r bu
karakterlerin olusumunda ¢ok biiytlik farkliliklar meydana gelebilme ihtimalinin olmasi

ise en 6nemli dezavantajlaridir (Eryigit vd 2011).

Tek melez hibrit ay¢iceginin elde edildigi 1970°1i yillardan beri sitoplazmik erkek kisir
(CMS) hatlar ile fertil restorer hatlarin melezlenmesi ile gelistirilmistir (Fick and
Zimmer 1974).

Halen aycicegi tariminda genelde hibrit ¢esitler kullanilmasina ragmen, aynt CMS gen

kaynaklar1 kullanilmas1 nedeniyle, geleneksel i1slah metotlar1 kullanilarak elde edilen



cesitlerde, genetik verimlilik kapasitesinin {ist smirina yaklagilmistir.  Gerek
ayciceginde, gerekse hibrit 1slahinin uygulandig1 diger tiirlerdeki yiiksek verimin elde
edildigi hibritlerde, kullanilan ebeveynler arasindaki akrabalik derecesi ne kadar
diisiikse, yani birbirileri arasinda genetik uzaklik ne kadar fazla ise, 6zellikle tane
veriminde heterosis olarak adlandirdigimiz melez azmanligi o kadar yiiksek olmaktadir
(Miller and Fick 1997).

Bugiin aygigeginde yiiksek verim i¢in mutlaka farkli genetik kaynaklara sahip
kendilenmis ebeveyn hatlara ihtiya¢ vardir. Bu farkli genler, ayciceginde ¢ok sayidaki
tek veya ¢ok yillik yabani aycicegi tiirlerinde mevcut olup, bu yeni genotip kaynaklarin
kiltirti yapilan tek yillik Helianthus annuus L. tiirline bir an 6nce aktarilmasi
gerekmektedir. Ancak bu gen kaynaklarinin kullanilmasi, tiirler aras1 melezlemeler ile
miimkiin olup, bunlarin klasik 1slah metotlarim1 kullanarak elde edilmesine olanak
yoktur (Bidney and Scelonge 1997). Bu genlerin, yabani tiirlerden tarimi yapilan kultir
bitkilerine aktarilmasi, ancak biyoteknolojik metotlarin kullanilmasiyla miimkiindiir. Bu
nedenle, son yillarda bu ¢ergcevede yapilan galismalar giin gegtikge onem kazanmakta ve

her y1l yeni basarilar elde edilmektedir (Yalgin 2004).

Biyokimyasal metotlarin elde edildigi doku kaynagi, bitkinin fizyolojik durumu ve
yetistirme sartlarindan biiyiik oranda etkilenmesinden dolayi, aycicegi c¢esitleri
arasindaki genetik akrabalig1 ya da farklilig1 belirlemede biyoteknolojik yontemleri 6n
plana ¢ikarmistir (Eryigit vd 2011). Diinyada kullamimi gittik¢e yayginlasan bu
molekiiler metotlarin aygicegi 1slahinda ve ¢esit teshisinde kullanilmasi, hem zaman ve
hem de uzun donemde uygulandig takdirde yapilacak masraflar agisindan da ¢ok biiyiik
kolayliklar saglamaktadir. Buyik oranda DNA isaretgilerini esas alan genetik haritalar,
modern aycicegi 1slah¢ilar1 igin 6nemli tarimsal karakterleri analiz etmede, 6zellikli
genlerin veya genomik bolgelerin aktarimi caligmalarinda ve Onemli genlerin
klonlanmasinda giiclii bir ara¢ haline gelmis, ayrica karsilagtirmali haritalama yoluyla
farkli aygigegi tiirleri ve cinsleri arasindaki benzerlikler ve farkliliklar ortaya

konulmustur. Bu yontemler, morfolojik ve hastaliklara dayaniklilik verilerinin elde



edilmesinde, ¢esit muhafaza ve korumada, c¢esit siniflandirma gizelgelerinde ve genetik
farkliligin seviyesinin belirlenmesinde uygulanan en giiclii yontemler konumuna

gelmiglerdir (Eryigit vd 2011).

Aygigeginde basari ile uygulanabilen biyoteknolojik ve molekiiler yontemler sunlardir
(Yalgin 2004):

* In vitro kultir teknikleri (protoplast ile cogaltim, protoplast kdltiirii, katlanmis

haploitlerin Uretilmesi)

Genetik transformasyon

Molekuler klonlama
Molekidiler isaretcilerin uygulamasi (RFLP, RAPD, AFLP, SSR, TRAP vs.)

TRAP (Hedef Bolge Cogaltim Polimorfizmi) bu teknikler icinde oldukga yeni bir
tekniktir ve ilk olarak 2003 yilinda aygiceginde kullanilmistir (Hu and Vick 2003).

Molekiler isaretciler kullanilarak uygulanan DNA parmak izi metotlar1 yaninda,
karsilagtirmali haritalama yontemi ile farkli aygigegi genotipleri arasindaki akrabalik
iliskileri, genetik varyabilite, verim ve kaliteyi etkileyen genlerin belirlenmesi hastalik
ve zararlilara dayaniklilik ile ilgili detayli 6zelliklerin ortaya konulmasi da miimkiin

olmustur (Eryigit vd 2011).

Son yillarda molekiiler biyolojide goriilen hizli ilerleme, bitki genetigi caligmalarinda,
genetik cesitliligin korunmasi, iiretimi, 1slah gibi hedefler dogrultusunda kullanimina
cok blylk ve dnemli katki saglamistir. Fakat bu isaretgi yardimli molekiiler biyolojik
uygulamalar, molekdler isaretgilerin tamamlayicist olmaktadir (Vardar-Kanlitepe vd
2010).

Aygigeginde ilk kullanilan isaret¢ci RFLP’dir. Bunu RAPD ve AFLP teknikleri
izlemistir. RFLP isaret¢isi ¢cok zahmetli bir teknik olmasina ragmen, RAPD ve AFLP



isaretgilerine gore bazi avantajlara sahiptir ama spesifik olmamalarina ragmen, genom
baglilik haritalama c¢alismalarinda daha az kullanilmistir (Kole 2006). Yine,
Mikrosatelit SSR, EST (ifade edilen dizi etiketi)-SSR, SNP ve TRAP isaret¢ileri,
ayciceginde cok az kullanilmistir.

1.1. Calismanin Amaci

= Bu calismada TRAP ve SSR molekiiler isaretciler kullanarak Iran’daki Tarim
Arastirma Merkezinden temin edilen aygigegi genotiplerinin genetik cesitliligini ve
akrabaligin1 belirlenmek

* Aycicegi Uzerinde molekuler bilgi eksikliginden dolay1 gelecekte aygicegi
germplazm gelistirme ve kullanimi igin bilgi olusturmak

» Restorerler, CMS’ler, yabanc ticari hibritler, iran hibritleri ve yabanci ticari agik
tozlasan genotipler i¢in molekiiler seviyede ayirmak igin uygun bir yontem gelistirmek

= Aycicegi genotipleri arasinda PIC (Polimorfik Bilgi Igerigi) ve ayirt giicii acisindan
iki SSR ve TRAP molekdler isaretgiler sistemlerinin karsilagtirmak

= Heterosisten faydalanmasi1 ve ileride hibrit Gretimi icin restorer ve CMS hatlarin

arasindaki genetik mesafesinin tahmini ve heterotik guruplarin belirlenmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Aycicegin tamimi, taksonomisi, bitkisel 6zellikleri ve 6nemi

Kiiltir aygicegi (Helianthus annuus L.), Helianthus cinsine ait 67 turden biridir.
Aygigegi tiirlerinin ¢ogu basta ABD olmak {izere Kuzey Amerika kokenlidir. Bu bitki
suana kadar yag bitkisi, ¢erezlik, kusyemi, sis bitkisi ve kesme ¢igek tretimi gibi birgok
amag icin 1slah edilmis 1liman ve subtropikal iklimlerde yetistirilmektedir (Hu et al.
2010).

Aygicegi Compositae (Asteraceae) familyasinda yer alan, genellikte tek yillik, blylk
bir ¢igek tablasina sahip (cicek topluluguna kapitulum denir ve 30 cm’ye kadar ulasan
bir capa sahip) agik tozlasan ve 3 metreye ulasan dik blytyen bir bitkidir (Kole 2006).

Helianthus cinsinde temel kromozom sayisi 17 olup diploit, tetraploit ve hekzaploit
formlar1 s6z konusudur. Yaklasik beste biri tek yillik olan aygigegi tiirlerinin biiytlik
cogunlugu ¢ok yilliktir (Kole 2006).

Aygigegi Tirkiye’de ve diinyada yaglik ve c¢erezlik olarak iki tip olarak
yetistirilmektedir. Cerezlik olarak insanlarin tiiketimi ve kusyemi olarak degerlendirilir.
Yaglik olmayan tipler ¢erezlik olarak adlandirilir ve tohumlan ¢izgili ve iri, yaghk
tiplere gore kalin kabuklu olup, kabugu cabuk ayrilmaya miisaittir. Bu tiplerden iri
olmayanlar ise, kusyemi olarak degerlendirilmektedir. Bunun yaninda yaglik tiplerden
daha diisiik yag oranina ve hektolitre agirligina sahiptir. Yaglik aygigegi tipleri ise,
genelde siyah renkli, ince kabuklu ve linoleik ve oleik yag asitleri igeren tiplerdir.
Yaglk aycicegi taneleri %38-50 arasinda yag ve %20 oraninda protein igerir (Kaya
2003).



2.2. Aycicegin Genetigi ve Ureme Sistemi

Aygigegi (Helianthea, Asteroidea, Compositeae) tek yillik ve temel kromozom sayisi
17 olan diploit (2n=34) bir bitkidir. Bu bitkinin tetraploit (2n=68) ve hekzaploit
(2n=102) turlerde bulunmaktadir (Gupta and Tsuchiya 1991).

Aygigegi yabanci dollenen (%98) bir bitkidir. Ancak diisikk oranda kendine déllenme
(autogami) de gorulmektedir. Erkek organlart polenleri ¢esitli bocek tiirleri ve riizgar ile
tasinmasina ragmen, tozlasmada bocekler ve 6zellikle de balarilart (Apis mellifera) daha
etkilidir (Coske 2005). Aygigeginde protandri (erkek organlarin, disi organlardan dnce
dolleme olgunluguna gelmesi durumu) bulunmakta olup, bu durum yabanci déllenme
oranini artirmaktadir. Bir aycicegi tablasinda steril (kisir) ¢igekler ve fertil (verimli)
cicekler olmak uzere iki tip ¢igek bulunmaktadir. Fertil ciceklerde tozlanma ve
dollenme, buna bagli olarak da tohum olgunlastirma tablada distan ice dogru

olmaktadir.

Ayciceginde ve diger yabanci dollenen bitkilerde iki tiir kisirlik vardir. Bunlar
sitoplazmik erkek kisirhigi (CMS) ile genetik erkek kisirhigidir (GMS). Ayg¢iceginde her
iki tip kisirlik da mevcuttur. Bunlardan sitoplazmik erkek kisirligi (CMS) bitki 1slahinda
ayciceginde ilk defa 1969 yilinda Leclerq tarafindan H. annuus x H. petiolaris
tarlerinin melezlenmesinden elde edilmistir. Bu sistemde yabani ay¢icegi H. petiolaris
tiirlinden elde edildigi i¢in PET1 olarak kodlandirilmistir. Yine bu sistemde daha sonra
elde edilen kaynaklar da bu sisteme gore, ilk ii¢ harfi elde edildigi tiire gore kodlanarak
isimlendirilmistir. PET1 CMS kaynagi 1990’lara kadar, ticari hibrit iiretiminde
kullanilan tek kaynaktir. Oldukga istikrarli olup, bitki ve tohum 06zelliklerine herhangi
bir olumsuz etkisi yoktur. Aycice§inin tim diinyada yayilmasinda en onemli etken
sitoplazmik erkek kisirligin ve bunu restore eden genlerin bulunmasi sonucunda hibrit
tiretiminin pratiklesmesidir. Diger taraftan, 1970 yillardan beri aygicegi hibritleri sadece
PETZ1’in ana hat olarak kullaniimasiyla elde edilen hibritler dar bir genetik tabana sahip

olmas1 ve dolayisiyla bitkinin hastaliklara hassas olmasina neden olmustur. Bu nedenle



ayciceginin genetik biyogesitliligin  artirllmasina  siddetli bir sekilde ihtiyag
duyulmaktadir (Singh 2007; Zeinalzadeh Tabrizi and Ghaffari 2009).

Suana kadar 72 yeni erkek kisirlik kaynagi Helianthus germplazmasinda bulunmustur
(Meena et al. 2013) ama bunlarin hastaliklara dayaniksiz olmalar1 ve ilgili devam
ettirici ve restorer hatlarinin uygun olmamalari, ay¢icegi hibrit iiretiminin teknolojisinde
bir sinirlama meydana getirmistir. Bu ylizden yeni erkek kisir kaynaklari1 ve onlara gore

uygun devam ettirici ve restorer hatlarinin bulunmasi, aycicegi islahgilarimin son

yillarda ilgilerini ¢ekmektedir (Zeinalzadeh Tabrizi and Ghaffari 2009).

Aygicegi bir tahmine gore yaklasik 3,000 M bg/1C haploit genom biiyiikliigiine, diger
bir tahmine gore yaklagik 3,5 G bg ve 3,6 G b¢ genom biiyiikliigiine sahiptir (Hu et al.
2010).

Molekdiler isaretcileri kullanarak, bitki tescil ve koruma igin genetik mesafesinin
tahmini, uluslararasi1 tohum sirketleri i¢in ¢ok Onemlidir (Dubreuil et al. 2000). Bu
nedenle, aycicegi islahgilar1 ve ticari tohum sirketleri igin genetik cesitliligin

belirlenmesi ve etkili bir isaretci sisteminin gelistirilmesi olduk¢a 6nemlidir.

2.3. Ayciceginde Klasik Islahin Tarihgesi ve Amaclar:

Aygigeginin ticari 1slah1 bu bitkiyi Ureten birgok Avrupa ve Amerika ulkelerinde 1920-
1950 yillar1 arasinda baglanmistir. Yag orani, tabla capi, erkencilik, mildiy0 gibi
hastaliklara dayanaklilik karakterleri, ¢alisilan 6zellikler arasindadir. Anlamli verim
artig1, 1966’da Leclercq tarafindan ilk kez tanimlanan heterosisten sonra ve ardindan da
sitoplazmik erkek kisir hatlarin kullanilmasiyla baglanmistir. Klasik 1slah olarak en sik
kullanilan yontem, erkek-fertil hatlarin iiretimi (R ya da restorer hat), B ya da devam
ettirici hat ve androsteril ya da erkek kisir hat (A ya da CMS hat), 6 ya da fazla ardisik
kendilenme dongiilerden en iyi hatlarin secilmesiyle gergeklesmistir. Sekil 2.1’de de

aycicegi hibrit iiretiminin sematik yolu gosterilmistir.
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Kendilenmis A Hat I Kendilenmis B Hat Kendilenmis A || Kendilenmis R
(erkek Kisir) X| (devam ettirici) Hat | XI Hat
Kendilenmis A Hibrit F;
Hat (fertil)

Sekil 2.1. Aycigeginde hibrit liretiminin asamalari

Bu yontemle gelistirilen 6zellikler, verim, protein ve yag miktari, yag asitlerin (linoleik
ve oleik) kompozisyonu, hastaliklara dayanaklilik (Sclerotinia, Phomopsis, mildiyd),
boceklere dayanaklilik (Liriomyza spancerella, Rachiplusia nu, ve Spilosoma virginica)
ve abiyotik streslere dayanakliliktir. Bu 1slah programlarin genetik tabani, farkli
Helianthus annuus L. tdrlerinden ve tiirler arasi diger Helianthus melezlemeyle

gerceklesmistir (Kole 2006).

Aygigegi 1slahinin amaglari, yiiksek verim potansiyeline ve stabilitesine sahip, yiiksek
yag verimli ve kaliteli, biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli cesitlerin
gelistirilmesini  igcermektedir. Klasik 1slah ydntemleriyle istenilen o6zellikler F,
popiilasyonundan tek bitkilerin ya da tiimiiniin secilmesiyle bu amaglara ulagilmistir.
Ancak, bu 1slah yontemlerinin en 6nemli dezavantaji, fazla zaman almasi, ekonomik
olmamasi ve bunun yaninda gen havuzunda tiirlerin az olmasidir (Durante et al. 2002).
Bu sebeplerden dolayr DNA temelli isaretgiler bu olumsuzlar1 ortadan kaldirmada ¢ok
o6nemli bir yere sahiptirler. Clinki bu yontemler fenotipik karakterlerin genomik lokusu
ile baglantisina izin verir. Gergekte, ay¢iceginde, genom ve ekspresyon analizi i¢in yeni

isaretgiler araglarin gelistirilmesi temel hedeflerden birisidir (Durante et al. 2002).

2.4, Iran ve Tiirkiye Icin Aycicegi Islahinin Onemi

Simdiye kadar Iran’da ve Tiirkiye’deki aycicegi 1slah programlarinda sadece klasik 1slah
metotlart kullanilmig ve heniiz ay¢icegi gen kaynaklarinin gesitliligi molekiiler diizeyde

belirlenmemistir. Iran’daki aygicegi arastirmalarimin amaci tek melez hibritlerin
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gelistirilmesi ve ticlii hibrit melezle yliksek yag orani, tohum verimi ve verim
stabilitesine sahip hibritleri elde etmektir. Bunun yaninda hastaliklar (mildiyd) basta
olmak tizere diger biyotik ve abiyotik stres faktorlerine dayanikli, kisa vejetasyon siiresi
ve yeni sitoplazmik erkek kisir kaynaklarinin bulunmasi aygicegi 1slah programlarinda

ana amagtir (Ghafari 2004).

Diger taraftan Iran’da aygigeginin molekiiler genetik cesitliligi iizerine herhangi bir
yaygin ve yeterli bilgi bulunmayip ve bu konuyla ilgili literatiire rastlanilmamaistir.
Yine, Iran’daki aygicegi genotiplerinin genetik cesitliligi belirlenmemis olup
aragtirmacilarin  elindeki genetik materyallerin ¢esitliligi hakkinda bilgi yoktur.
Ozellikle iran’da TRAP molekiiler isaretci sistemi aygigeginde uygulanmamis olup

diger isaret¢ilerle karsilastirilmalar1 degerlendirilmemistir.

2.5. Ayciceginde Molekiiler Islahin Onemi

Aygigegi ikinci biiylik hibrit ve birinci yag bitkisidir. Aycicegi tarimi diisiik fertiliteye
sahip kurak topraklarda ve yiiksek ya da diisiik sicakliga sahip alanlarda yapildigindan
yillik iretim olduk¢a degiskendir. Bu nedenle aygigegi 1slah1 bu marjinal cevre
sartlarina adapte olabilen ve aymi zamanda tohum veriminin artisina Yyonelik

yapilmaktadir (Singh 2007).

Aygigegi hibritlerinin elde edilmesinde diinyada tek bir disi ebeveyn kullanildigi igin en
dar genetik tabana sahiptir. Bu durum oldukga ciddi sorunlara yol acabilmektedir. Bu
nedenle kiiltiir aygiceginde genetik gesitliligin artirilmasina ihtiyag vardir. Aygiceginin
yabani tiirleri, 6zellikle hastaliklar basta olmak tzere boceklere dayanakli ¢ok sayida
gen kaynagina sahiptir. Hem de bu yabani tiirler, tiim hibrit ¢esit aygigekleri igin ana
ebeveyn olarak hizmet etmektedir. Ozellikle yabani tiirlerin toplanmasi ve korunmas ile
bu durum oldukga artis gostermistir. Bu da, ayciceginin gelistirilmesinde genetik
biyogesitliligin elde edilmesini artirmaktadir. Ancak bu genetik ¢esitliligin ¢ok az bir
kismi  kullamilmistir. Birgok agronomik 0Ozellikler igin faydali germplazmlar
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belirlenmistir ve bazi molekiiler isaretciler istenen allellerin indirek seleksiyonu ve QTL
i¢in daha ¢ok kullanilabilir hale getirilmistir. Bunun yaninda alternatif rekombinasyon
ve seleksiyon metotlar1 gelistirilmistir (Singh 2007).

Molekiiler biyoloji, aygigegi 1slah programinin gelisimini etkilemistir ve bu da bitki
manipulasyonuna yol agmaktadir. (Singh 2007). Aygigeginin gelecekteki islah yoni,
yabani akrabalarindan kiltir aygicegine hedef genlerin aktarilmasidir. Bu nedenle, yeni
aycicegi hibritleri, diger organizmalardan, akraba olmayan bitkilerden ve bircok uzak
akrabalardan hastaliklara ve boceklere dayaniklilik genlerine sahip olacaktirlar. (Seiler
and Marek 2011).

2.6. Genetik Materyalin Karakterizasyonunda Molekuler Uygulamalar

Molekiiler isaretgiler genetik cesitliligi belirlenmede ve kultlr ile yabani Helianthus
tirler arasinda filogenetik iliskilerin kurulmasinda etkili bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Hem kalitatif hem de kantitatif 6zelliklere ve genlere bagl isaretciler,
isaret¢i destekli seleksiyonu kolaylastiracak ve sonunda klonlama ve arzu edilen

genlerin manipulasyonuna yol agmaktadir (Singh 2007).

2.7. Genetik Cesitlilik

2.7.1. DNA temelli isaret teknikleri kullanarak aycicegin genetik analizi

Bircok teknik, hayvanlarda, bitkilerde ve diger mikro-organizmalarda DNA seviyesinde

polimorfizmi belirlemek igin gelistirilmistir. Bir DNA isaret¢i, DNA duzeyindeki

varyasyonunu ortaya ¢ikarma Ve genotipler arasinda benzerliklerin belirlemesini

saglamaktadir.
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Cok sayida yapilan genetik cesitlilik caligmalarinda nukleotit  polimorfizmi
incelenmistir. Bu caligmalar Arabidopsis’te (Savolainen et al. 2000; Aguadé 2001;
Nordborg et al. 2002; Wright et al. 2003), bircok dnemli tarla bitkisinde (White and
Doebley 1999; Tenaillon et al. 2002; Garris et al. 2003; Zhu et al. 2003; Hamblin et al.
2004) ve bazi taksonlar Gzerinde basariliyla gergeklestirilmistir (Garcia-Gil et al. 2003;
Kado et al. 2003; Brown et al. 2004; Ingvarsson 2005).

Asagida ayciceginde kullanilan DNA isaretci teknikleri kisaca tartigilmistir.

2.7.1.a. RFLP

RFLP (Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi) insan genom haritast i¢in gelistirilmis
olan ilk DNA isaretci teknigidir (Botstein et al. 1980). Bu teknikle restriksiyon enzim
tanima bolgesinin kazang veya kaybini ya da iki restriksiyon bolgesi arasindaki DNA
pargaciklarinin insersiyon ya da delesyonu ile ortaya ¢ikan varyasyonu 6l¢tlmektedir.
RFLP isaret¢ci, deneysel bireylerden izole edilmis yiiksek molekiil agirlikii DNA
orneklerini restriksiyon endoniikleaz ile parcalanmasi, ayrilan DNA pargalariin
biydkliklerine gore agaroz jel elektroforezi, naylon membran DNA parcaciklari
blotlama, etiketlenmis DNA probu ile hibridizasyonuna bir 6zel dizilise baglanmis ve
hibridizasyon sinyallerinin kesfini i¢ermektedir. Prob, genomik ya da cDNA
kiitiiphanesinden klonlanmus bir parcadir. Ilk zamanlarda RFLP analizleri hibridizasyon
sinyalleri p32 etiketli prob ile ortaya ¢ikmustir. Bu yéntemle tek dizin hibridizasyonunun
tamamlanmasi i¢in 2 ya da 3 hafta zamana gerek duyulmaktadir. 1990’larin ortasinda
enzime bagl problarin icadi ve kemiliminesans (kimyasal 1s1ldama) yonteminin ortaya
cikis1 bu siireci hizlandirmigtir. Ustelik RFLP yavas ve emek-gerektiren bir teknik olup
biylk miktarda ylksek kaliteli DNA’ya ihtiyag vardir. Ancak RFLP tekrarlanan ve
mikemmel sonuglar veren bir yontemdir. RFLP ile ekonomik agidan 6nemli olan pek

cok hayvan ve bitki turiiniin genom karakterizasyonu yapilmastir.
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Aygigeginde RLFP analiziyle, Gentzbittel et al. (1992) 44 Helianthus cinsini
inceleyerek aycicegi cinsinin soy agacini ¢ikarmiglar ve bunu takiben dncelikle yabani
tiirler incelenerek basit bir ay¢icegi genomik haritas1 hazirlanmis, daha sonra bu harita

genisletilmistir (Yal¢in 2004).

Son yillarda kiiltiir aygigeginde dort RFLP baglilik haritas1 yaymlanmistir (Gentzbittel
et al. 1999; Gedil et al. 2001). Bu haritalardan ikisi fenotipik ve kantitatif karakter
lokusunun haritalanmasinda kullanilmistir (Al-Chaarani et al. 2002; Pérez-Vich et al.
2002; Leodn et al. 2003). Aygigceginde RFLP isaretcileri ve haritalarinin yaygin bir
sekilde kullanilmamasin nedeni, RFLP problarinin eksikligi ve bu isaretginin diisiik
verimliligidir (Yu et al. 2003).

2.7.1.b. RAPD

RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), rastgele secilmis tekli primerler
kullanilarak DNA {izerinde rastgele bolgelerinin ¢ogaltildigi polimorfizm yodntemidir
(Williams et al. 1990; Welsh and McClelland 1991). Amplifikasyonu, oryantasyona ve
genomda test edilen onlu nikleotit primerlerin tamamlayici olan rastgele dagilmis

dizinlerinin mesafesine baghdir.

RAPD’de polimorfizm iki baglanma bdlgesi arasindaki insersiyon ya da delesyonlar ve
baglanma bolgesindeki kazang ya da kayiplarindan dolay: ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle
RAPD’in ¢alismasi i¢in onceki DNA dizini hakkinda bilgiye gerek yoktur. CUnki
primerler kalipta herhangi bir yere baglanacak ve DNA polimerazin parcaciklari
cogaltilmasina izin verecektir. DNA dizi bilgisi az oldugu i¢in ekonomik dnemi olan
birgok tiir i¢in bu bir avantajdir. Buna ilave olarak, RAPD yodnteminin uygulamasinin

kolay olmasi RAPD’i bitki arastirmalarinda populer yapmustir.

Genetik c¢esitlilik ve ortak soy (co-ancestry) analizleri RAPD isaretgisi kullanarak

gerceklestirilmistir (Arias and Rieseberg 1995).
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Aygigegi aragtirmacilart RAPD isaretgisini genom haritalama ve pas hastaligi (Lawson
et al. 1998) ile orobansa dayanikli genlerin belirlenmesinde kullanmiglardir (Lu et al.
2000).

RAPD dominant bir isaret¢i olarak bulunmasi nedeniyle diisiik ¢oziiniirliige sahip
oldugu i¢in diger isaret¢i tekniklerine yol gostermistir. Ciinkii bu yontem genom
icerisinde 0zel bir bolgeye spesifik degildir, tekrarlanabilirli§i oldukg¢a diisiik olmasi
belirgin sekilde dezavantajidir (Jones et al. 1997).

2.7.1.c. AFLP

AFLP (Cogaltilan Parga Uzunluk Polimorfizmi) PCR’a dayali olan diger bir DNA
parmak izi teknigidir. Bu teknik, RFLP’nin hibridizasyona dayali sistemini
amplifikasyona dayali sistemine ¢evirmektedir. Diger bir ifadeyle, AFLP metodu ile
PCR calistirilarak dolayli ve toptan olarak RFLP belirlenmektedir. AFLP yéntemi uzun
zaman alic1 ve karigiktir. Ilk basamakta, DNA iki farkl: restriksiyon enzimiyle genelde 6
bazlik ve 4 Dbazlik kesici kullanilarak kesilir. Tkinci basamakta, sentetik
oligonuikleotidlerin (adaptorleri) restriksiyon pargaciginin sonuna baglanmasidir.
Uclincii  basamakta, dizilisi tamamlayict1 olan primerlerin pargaciklarinin  &n
amplifikasyonudur. Dordiincii asama, 6n amplikasyon asamasinda kullanilan primerlere
ilave olarak 3 segici nukleotit iceren primerle gerceklestirilen segici amplifikasyondur.
Bu adimda, sadece restriksiyon bolgelerinin yanasma bolgelerdeki nukleotidleri ile
eslesen bolgeler bu asamada g¢ogaltilir. Son basamak ise denatiire akrilamit jel ile
elektroforez ve glimiis boyama ya da oto radyografi teknik ile pargaciklarin gosterilmesi
ve onlarin amplifikasyonudur. Genelde her primer kombinasyonu 50-100 parcaciklari
amplifiye edebilir ve bu da sekans jel Uzerinde birgok-bant profili meydana getirir (Vos
et al. 1995).

AFLP farkli genom biiyiikliigiindeki butin organizmalar igin mikemmel bir
genotipleme teknigidir. AFLP, yiksek uygulanabilirligi nedeniyle etkin bir isaretgi
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sistemidir. Ornegin genetik haritalamada, DNA parmak izi ve cesitlilik analizlerinde
kullanilmaktadir (Kusterer et al. 2004). Cheres and Knapp (1998) c¢alismalarinda bu
teknigi ay¢icegi DNA parmak izi analizinde giclu bir arag olarak gostermislerdir. AFLP
bircok tarla bitkisinde (piring, misir ve son zamanlarda aygigegi) genetik haritalamada

basartyla kullanilmistir (Al-Chaarani et al. 2002).

RAPD ve AFLP isaretcileri ¢cok kullanan yontemler olmasina ragmen her ikisi de
dominant, coklu kopyaya sahip ve genellikle spesifik olmayan isarettirler. Ancak, AFLP
¢ok sayida polimorfik lokuslari belirleyebilmekte ve RAPD’den daha iyi
tekrarlanabilmektedir.

Aygigeginde yapilan bir arastirmada, Hongtrakul et al. (1997) 24 kendilenmis hatta
AFLP isaret¢i kullanarak genetik ¢esitliginin belirlenmesinde, hatlar1 heterotik gruplara

ayirmada ve tek melez hibritlerin olusturulmasinda kullanilmustir.

2.7.1.d. SSR

SSR (Basit Dizi Tekrarlar1), ayn1 zamanda, mikrosatalit veya STR (Kisa Bitisik
Tekrarlar) olarak bilinen ¢ok tekrarlanan iki-, t¢-, dort-, veya bes- nlkleotitlik motifler
ile  (6rnegin CACACACA.., CATCATCAT.., ACGTACGTACGT., vya
TAAAATAAAATAAAA) DNA'da bulunan, 1-6 baz ¢ifti uzunlugundaki tekrar eden
dizilerdir. SSR polimorfizmi tekrarlar1 iceren kuguk bir DNA parcasinin PCR ile
cogaltilmasi ve daha sonra ¢ogaltilan parcalarin agaroz, poliakrilamit jel veya kapiler
elektroforezde boyutlandirmasidir. Tekrarlarin sayisi, incelenen genotipler arasinda
degismektedir ve sonug¢ olarak cogaltilan parcalarda bir uzunluk degisimine neden

olmaktadir.

Son derecede polimorfik, ko-dominant kalitimli, analitik olarak basit ve kolayca transfer
edilebilmesi nedeniyle diger isaretgi sistemlerine gore genom c¢alismalarinda SSR

isaretgileri daha cok tercih edilmektedir. SSR polimorfizmi ilk olarak soya bitkisinde
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bildirilmistir (Akkaya et al. 1992). O zamandan beri SSR isaretgileri geltikte (Morgante
and Olivieri 1993); (Wu and Tanksley 1993), arpa (Becker and Heun 1995), musir
(Senior and Heun 1993) ve domates (Broun and Tanksley 1996) gibi bitki tirlerinde

gelistirilmistir.

Sadece bitki genom haritalamasinda degil genotip tanimlamada ve varyete korumasinda
(Smith and Helentjaris 1996), tohum saflik degerlendirmesinde, germplazm
korumasinda (Brown and Kresovich 1996) ve c¢esitlilik ¢alismalarinda (Xiao et al.
1996), QTL analizlerinde (Blair and McCouch 1997), soyagaci analizinde, isaretgi
destekli 1slah ¢aligmalarinda (Ayres et al. 1997) ve pozisyonel gen klonlama igin blyuk
DNA kittphanelerin taranmasinda SSR isaret¢ileri, RFLP isaretgilerin yerine

gecmigslerdir.

Bireysel SSR isaretgileri igin 6zel primer ciftlerinin tasariminda dizilis bilgisine ihtiyac
duyuldugundan dolayi, SSR’larn ilk gelisimi genetik kittiphanelerin SSR problariyla
melezlenmesi ve pozitif melezlenmis klonlarin sekans analizi ile taranmasi zahmetli ve
pahali bir yaklasim olarak baslamistir. Tarla bitkilerinde EST’nin artmasiyla SSR i¢in
genis-capli aramayr ve SSR primerlerinin tasariminda bilgisayar programlarinin
kullanilmasina olanak saglamigtir. Cok sayida SSR isaretgileri ¢esitli tarla bitki
tarlerinin veri tabanlarindan elde edilen EST sekanslarindan gelistirilmistir (Holton et
al. 2002; Thiel et al. 2003).

Aycigeginde SSR isaret¢i gelistirmede ve genom haritalama calismalarinda Oregon
State Universitesinde Steven Knapp Laboratuvari dnciiliik etmistir (Huestis et al. 1996;
Tang et al. 2002; Yu et al. 2002; Yu et al. 2003).

Aygigeginde SSR isaretci ile ilgili ilk rapor 1994 yilinda yayinlanmis olmasina ragmen
(Brunel 1994) SSR isaretgilerinin sayist 2002 yilindan 6nce 100’e ulasamamuistir
(Whitton et al. 1997; Hongtrakul et al. 1998; Hongtrakul et al. 1998).
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Yu et al. (2002) 970 (CA)n-, (CT)n—, (CAA)n-, (CATA)n-, ya (GATA)n-
zenginlestirilmis genomik DNA kiitiiphanelerinden izole edilmis klonlardan 131
tanesini aygiceginde SSR isaret¢i olarak kullanilmislardir. Elit 1slah hatlar aralarindaki
cesitliligin testinde di-, tri- ve tetraniikleétit tekrarlart i¢in her lokusta sirasiyla 3.7, 3.6,
ve 9.5 allel meydana geldigini belirlemislerdir. Ortalama PIC degeri di-, tri- ve tetra
nukleotit tekrarlari i¢in sirasiyla 0,53, 0,53 ve 0,83 olarak hesaplanmistir. Bu degerlerin
Aygigeginde RFLP’ye gore ¢cok daha ylksek oldugu bildirilmislerdir.

Tang et al. (2002) 1089 SSR isaretcisinden 462 tanesini iki USDA-ARS’dan
gelistirilmis aycicegi hatlarin RHA 280 ve RHA 801 arasindaki melezden elde edilmis
bir rekombinant kendilenmis hat populasyonun haritalamasinda kullanilmiglardir. Yine
SSR isaretgileri ayciceginde 16 elit saf hat arasinda ve 19 elit saf hat ile 28 yerli ve
yabani germplazma katilimlar Amerikan yerel gesitlerin de dahil olmak Uzere genetik
cesitliliginin belirlenmesi igin gelistirilmistir (Paniego et al. 2002; Tang and Knapp
2003; Yu et al. 2003).

2.7.2. Ayciceginde ifade edilen dizi etiketi (EST)

Ifade edilen dizi etiketi bir dizileme temelli yontem olarak ters transkiptaz enzimiyle ve
olgun bir mRNA’dan sentezlenen 200-500 b¢ uzunlugunda bir cDNA pargasidir. Bir
cDNA haritasi, kromozomda olan haritadaki anlatim yapan DNA bdlgelerinin
(eksonlarin) yerlesimini gostermektedir. Bu cDNA parcalari, bilinmeyen genlerin
tanimlanmasinda, yeni genleri tespitinde ve gen ekpresyonunda kullanilmaktadir

(Adams et al. 1993).

EST’lerin veri tabanlari, evrim c¢aligmalarinda ve molekiler isaretgilerin
gelistirilmesinde 6nemli bir kaynaktir. EST-kaynakli isaretgiler genomun transkripsiyon
boélgesinden geldiginden diger isaretcilere gore daha genis bir taksonomik aralikta

korunmustur (Pashley et al. 2006). EST kullanimi1, Compositae gibi genetik kaynaklari
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siirl olan ya da dizi analizi yapilmayan tiirlerde faydali olabilmektedir (Lai et al.
2005).

Buguine kadar olusturulan EST kitlphaneleri gen bulunmasinda, molekiiler isaretgilerin
gelistirmesinde ve tUm genom dizeyinde gen ekspresyon analizinde ve istenilen
fenotipler icin aday genlerin belirlenmesinde mikemmel bir kaynak olduklar
kanitlanmistirlar (Clarke et al. 2003; Gupta and Rustgi 2004). Bu yontem dogrudan bir
Ozelligi ya da dizi karsilastirma temeline dayali fonksiyonun belirlemesi nedeniyle
genetik haritalama igin spesifik dizilise sahip bir genin haritalanmasina yardime1 olabilir

(Tamborindeguy et al. 2004; Ben et al. 2005).

Compositae Genom Projesi kapsaminda, aygicegi ve marul (diger bir Onemli
Compositae bitkisi) i¢in genis kapsamli ve agiklamali EST veri tabani gelistirilmistir
(http://cgpdb.ucdavis.edu). Aygicegi i¢cin EST'ler H. annuus L, H. argophyllus, H.
ciliaris, H. exilis, H. paradoxus, H. petiolaris ve H. tuberosus’tan elde edilmistir.
Bunlar yaklasitk 136,935 tek geni temsil etmektedir ve NCBI veri tabaninda
saklanmaktadir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/PLANTS/PlantListhn. html #
EST) (Hamrit 2009).

2.7.2.a. TRAP

TRAP oldukca yeni bir tekniktir ve ilk defa aygigegi genotipleri lizerinde yapilmistir
(Hu and Vick 2003). TRAP mevcut dizilis bilgilerinin kullanim1 ve biyoinformatik
araclardan hizli bir sekilde istenilen 6zelliklerle iliskili olan isaretgilerin gelistirilmesi
icin tasarlanmistir. TRAP varsayilan genlerin bilinen dizilerine kars1 tasarlanmis sabit
primer ile rastgele dizilenmis primerler ile kombinasyonu sonucunda polimorfizmi
hedeflenen genomik bélgede yakalamak igin tasarlanmistir (Hu and Vick 2003). TRAP
isaret¢i RAPD ve AFLP isaretcilerine gore incelenen fenotipe bagli olarak daha yliksek

bir polimorfizm sunmaktadir.
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TRAP aygiceginin bes Onemli tarimsal 06zelliginin isaretgilerinin gelistirmesinde
basariyla kullanilmigtir. Bu 6zellikler mildiy6 hastaligina dayanaklilikta dominant bir
gen (Hu et al. 2004), apikal dallanmanin kontroliinde bir resesif gen (Rojas-Barros et al.
2008), tam erkek kisirligin1 yoneten bir resesif gen (Chen et al. 2006), azaltilmis klorofil
igerigi nedeniyle agik yesil yaprak rengini yoneten bir resesif gen, cicek rengini kontrol
eden iki genin birisini (Yue et al. 2008) ve Sclerotinia (tabla ¢lrlkliigiine) karsi
dayanikli QTL’dir (Yue et al. 2008).

Ayrica TRAP, Arabidopsis gibi telomeraz tekrar dizilise karsi sabit primerler ile

aycicegi baglilik gurubu uglarmin tanimlanmasina yonelik isaretgilerin retilmesinde
kullaniimistir (Hu 2006).

Bu teknik bugdayin genetik baglilik haritasinin olusturulmasinda ve aygigeginin mildiy®
hastaliginin (Plasmopara halstedii (Farl.) Berl and de Toni) molekiler farklilik

analizinde basariyla kullanmigtir (Chen et al. 2005).

2.7.3. Genetik mesafe

Genetik mesafe, allelik varyasyon agisindan iki birey arasindaki farklilik olarak
tanimlanabilir. Bu tanim sonralarda Nei (1987) tarafindan iki popiilasyon veya tiir
arasindaki genetik farkliliklarin  sayisal Olglimii  seklinde detaylandirilmigtir

(Mohammadi and Prasanna 2003).

Genetik mesafe ¢esitliligin bir Ol¢iimii olarak bitki c¢esitlerinin (daha ¢ok ticari
urinlerde) tanimlanmasinda 6nemli bir aragtir. Molekiiler isaretciler genetik mesafeyi
belirlemek igin yaygin olarak kullanilmaktadir (Camlin 2000; Cooke and Reeves 2003).
Carrera et al. (1996) aygcicegi ebeveyn genotipleri arasindaki gen frekansi farkliligim
onemli bir gosterge olarak belirtmistir. Ebeveynler arasindaki gen frekansi ne kadar

yiiksek ise olusacak heterosis de o kadar yiiksek olacagini vurgulamstir.
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Smith et al. (2009), bitki 1slah¢1 popiilasyonun gelistirilmesinde yapilacak melezlemede
ebeveynlerin seciminde dogru karar verebilmesi i¢in genetik mesafe bilgisini
kullanabilecegini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda heterosisin seviyesini en Ust diizeye
cikarmak amaciyla, hibrit kombinasyonlarin olusturulmasinda genetik yonden gesitlilik

gosteren ebeveynlerin belirlenmesinde yardimci olmaktadir.

Genetik mesafe, turler arasindaki ya da bir tiir i¢cinde popiilasyonlarin genetik farklilig:
olarak tanimlanabilir. Daha kiigiik bir genetik mesafe, yakin genetik iliski olma
egilimindedir ve bliylik genetik mesafelerde daha uzak bir genetik iligskiyi sunmaktadir.
Ustelik genetik mesafe farkli tiirler arasindaki benzerligin karsilastirmasinda da

kullanilabilmektedir.

Genetik mesafeyi 6lgmek igin gesitli yollar vardir. En yaygin olarak kullanilan (g
mesafe, Nei’in genetik mesafesi (Nei 1972; Nei 1978), Cavalli-Sforza Chord’un
mesafesi (Cavalli-Sforza and Edwards 1967), ve Reynolds, Weir ve Cockerhams’in
(Reynolds et al. 1983) mesafesidir. Nei’in standart genetik mesafesi genetik farkliliklart
mutasyonlar ve genetik suriklenme etkisini kaynak almaktadir. Cavalli-Sforza Chord ve
Reynolds, Weir and Cockerhams mesafesi genetik farkliliklar1 sadece stiriiklenme

etkisine gore 0lgmektedir.

Molekiiler isaretciler kullanarak genetik mesafenin saptanmasi uluslararasi tohum
sirketleri icin bitki kaydi ve bitki 1slahgt haklariminin korunmasi agisindan oldukca
onemlidir. Tang et al. (2002) SSR isaretcileri temelinde ilk aygigeginin baglilik
haritasin1 ve ayni zamanda tek veya diisitk kopya DNA isaretgileri ile genetik baglanti

haritasini olusturmustur.

Ebeveyn hatlarinin genetik c¢esitliligini anlamak, 6zellikle hibrit tohum Uretiminde ¢ok
onemlidir. Bu bilgiler, bir 1slah¢iya heterotik guruplar ve bu yiizden ebeveyn hatlarda

heterosisi iist diizeye ¢ikarma potansiyeline netlik vermektedir.
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Molekiler isaretciler, morfolojik ve biyokimyasal veriler ile ebeveyn hatlar arasinda
genetik mesafenin belirlenmesinde bag kurmaktadir. Veri setleri genetik cesitliligi
yansitmak i¢in morfolojiye (Bar-Hen et al. 1995), izozimlere (Hamrick and Godt 1997)
ve protein profillerine goére (Smith et al. 1987) derlenmistir. Son yillarda DNA
isaret¢ilerin kullanmasi genotiplerin hassas ve giivenilir karakterizasyonu ve ayrimeiligi

i¢in Onerilmistir (Jaikishan et al. 2006).

2.7.4. DNA isaretcilerinde arzu edilen 6zellikler

=  Dogal olarak yiiksek polimorfik olmali

» Ko-dominant katilima sahip olmali (diploit organizmalarin hetrozigot ve
homozigotluk durumlarini saptamali)

= Cevresel faktorlerden etkilenmemeli

= Kolay erisebilmeli (bulunmali)

= Kolay ve hizli uygulanabilmeli

= Laboratuvarlar arasinda bilgi akiginin kolay olmasi

Yukaridaki kriterlerin tamamin karsilayacak bir molekdiler isaret¢i bulmak son derece
zordur. Yiritilecek ¢alismanin tipine bagli olarak yukaridaki Kriterlerden en az bir

kagini karsilayabilecek bir isaret¢i sistemi kullanilmalidir (Joshi et al. 1999).

En yaygin olarak kullanilan DNA isaret¢i sistemleri cizelge 2.1°de tablo halinde
sunulmustur (Korzun 2003; Sujatha et al. 2010).
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Cizelge 2.1. En yaygin olarak kullanilan DNA isaretgi sistemleri karsilanmasi

Ozellik/isaretci RFLP RAPD AFLP SSR TRAP
PCR-temelli hayir evet evet evet evet
Polimorfizm orta-diisiik orta- yuksek | yiksek yiksek yiksek
Baskinlik ko-dominant dominant dominant ko-dominant dominant
Gelistirme maliyeti orta diisiik orta-yiiksek yiksek orta-yuksek
Analiz bagina maliyet yuksek distik distik orta orta

Tasinabilirik (lab/bitki) | yuksek/yuksek diistik/diisiik | ytksek/diisik | ytiksek/diisiik orta/ytksek

DNA miktarr/kalitesi yuksek/yliksek distik/diisiik | dusik/yiiksek | diigiik/orta diisiik/orta

Jel sistemi agaroz agaroz akrilamit akrilamit/agaroz | akrilamit

2.7.5. Bu calismada SSR ve TRAP isaretci sisteminin tercih edilme nedenleri

SSR isaretci sistemini yiksek oranda yeniden tekrarlanabilirlik bir tekniktir. Genomu
oldukca iyi kapsamaktadir ve yiiksek polimorfizme sahiptir. Radyoaktif ctiketlemeye

ihtiyag duymamaktadir ve otomasyonu kolaydir.

TRAP ise bir PCR temelli, etkili ve hizli bir isaret¢i sistemidir. Bu sistem
biyoinformatik araglardan kullanmakta ve EST wveri tabami bilgilerinden elde
edilmektedir. Bu teknikte hedeflenen olasi aday gen dizileri etrafinda polimorfik

isaretciler olusturmaktadir.

2.7.6. Ayciceginde biyocesitliligin 6nemi, 6rnekler ve kullanilan yéntemler

Bitki genetiginde ve 1slahinda cinsler, tiirler, alt tiirler, popiilasyonlar ve elit 1slah
materyalleri arasinda olan genetik biyogesitliligin bilinmesi 6nemlidir. Bitki 1slah¢ilar
icin genellikle populasyonlar ve elit germplazmlar arasinda ve igindeki olan
biyogesitlilik ¢ok 6Onemlidir. Cunki gelecekte 1slah programlarinda basarinin

belirlenmesini saglamaktadir. Diger taraftan, islah materyalleri arasindaki iliskiler
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hakkindaki bilgiler ve mevcut germplazmin genetik biyocesitliligi, bitki 1slah
programlarinda ebeveynlerin seciminde onemli bir yere sahiptir (Coors and Pandey
1999).

1970°den onceki yontemler taksonomik birimler arasindaki genetik biyogesitliligin
6lcim sadece soyagaci analizi (pedigree analysis) ve morfolojik, fizyolojik ve sitolojik
isaretgiler Gzerinde ve kalitatif 6zelliklerin biyometrik analizleri gibi, heterosis veya
melezlemede sonra agilan agilim varyansina dayanmaktaydi (Coors and Pandey 1999).
Ancak bu tiir fenotipe dayal1 verilerden biyogesitliligin belirlenmesi ¢ok zor olup, uzun

yillar ¢calismak ve yiiksek maliyet gerektirmektedir.

1970°den sonraki yillarda izoenzimler ¢ok sayida taksonomik ve evrimsel ¢alismalarda
basarili bir sekilde kullanilmistir (Hamrick and Godt 1997). Ancak diisiik polimorfizme
ve sinirhi sayida isaret¢i lokusuna sahip olduklarindan dolay1 genellikle elit yetistirme

materyallerinin siniflandirilmasinda basarisiz olmusturlar (Coors and Pandey 1999).

Son yillarda RFLP, RAPD, AFLP, ve SSR gibi molekiler isaretcilerin gelisimi,
izoenzimler ile ilgili sinirlamalarin gogunu ortadan kaldirmistir. Bu arada 6nemli bitki
tirlerinde baglilik haritalar1 gelistirilmistir. Bu isaret¢i sistemleri farkliliklart DNA
diizeyinde meydana ¢ikardiklart igin kiltlr ve yabani bitki turlerinin hizli bir sekilde
genetik biyogesitliligin degerlendirilmesinde ve fenotipik verilerin dogrulanmasinda son

derecede gicli ara¢ olmuslardir (Coors and Pandey 1999).

Bu isaret¢i sistemlerinin farkli 6zellikleri olmasma ragmen farkli sonuclar ve farklhi
genetik biyogesitliligi ortaya ¢ikarabilirler. Bu nedenle farkli isaret¢i sistemlerinden
olusan farkli genetik biyogesitlilik {izerine yapilan ¢aligmalar 6nem tagimaktadir (Rauf
et al. 2010).

Bitki 1slahg¢ilari her zaman insanlarin ihtiyacina uygun bitkilerin se¢imine

yogunlagmislardir. Sonugta, genotiplerin biiyiimesinde ve gelismesinde daha {iniform
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olanlar secilmekte ve genel ekim igin 6nerilmektedirler (Rauf et al. 2010). Fu (2006)’ya
gore bitki 1slahi, genetik tabani genisletmekte ya da darlastirmakta veya
degistirmektedir. Bu nedenle bitki 1slah faaliyetleri 6nemli derecede allelik kayiplara

yol agmaktadir.

Aygigegi Uretimi heterosise dayalidir ve ¢ok sayida ticari hibrit cesitlerin ekimi
mevcuttur. Heterosisi ticari tabanda kullanilmasi i¢in kendilenmis hatlarin ebeveynlerin
6-7 generasyonda kedilesmesi yontemiyle seleksiyonuna ihtiyag vardir. Cizelge 2.2’de

bu ¢aligsmalar sonuglar1 6zet olarak verilmistir.

Cizelge 2.2. Aygigeginde genetik biyogesitlilik agisindan kendilenmis hatlar, agik
tozlasan ¢esitler ve yerel gesitlerin karsilastirilmasi (Rauf et al. 2010).

. . I . Allelik . Genetik
Kaynak Isaretci Bitki Materyali kayip | Kazang Genetik Mesafe Biyogesitlilik
Genetik benzersizlik
ticari gesitler i R yiiksek biyogesitlilik
Lawson et al. RAPD gelismis hatlar - evet Hibitler b|rb|_r|er|ne ve tam farklilik
1994 PSP %27 benzersiz
yabani aycigegi tirleri gruplar arasinda
Yabaniler ise %38
Gentzbittel et 18LRFLP Genetik fe (Nei
entzbittel e . . enetik mesafe (Nei -
al. 1994 17 kendilenmis hat - - 1978) 0,21 diigiik
problari
Zhang et al. 81 prob . . -
1996 enzym 26 kendilenmis hat - - - diigiik
Genetik mesafe Nei
_ BRAPD | o cerenlik ve Li (1979) RAPD
Jie et al. 2003 . . - - ylksek
kendilenmis hat
10 AFLP 0.35; AFLP 0.31
Niikleotit ¢esitlilik
Liu and Burke, 9 EST-SNP yabani aycigegiyle ) ) (Rozas and Rozas kiltur aygicegi %50-
2006 kiltur arasinda 1999) yabani (0,014) | 60 daha diisik
ile ekili (0,006)
. . Genetik mesafe (Nei | . .
Yueetal. 2009 | 12 TRAP 177 kendilenmis hat - - 1978) 0.42 6nemli derecede

Su ana kadarki aygicegi calismalarda genetik biyogesitliligine az 6rnekte gosterilmistir
(Lawson et al. 1994; Liu et al. 2003; Yue et al. 2009). Bunun yaninda bazi ¢alismalar
da genetik biyogesitliligin azalmasini yansitmistir (Gentzbittel et al. 1994; Zhang TP et
al. 1996). Liu and Burke (2006)’a gore yabani ayg¢igegi ile karsilagtirildiginda kaltur
aycicegi %50-60 daha diisiik biyogesitlilige sahiptir. Bu nedenle tiirler arasi

melezlenmeyle tavsiye edilmistir.
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Yabani germplazm >  yerel c¢esitler > elit, acik tozlasan germplazm>kendilenmis
- LSV AANG S

A
h'd '
kiiltiirlesme bitki 1slah1 donemi

Sekil 2.2. Germplazmda genetik biyogesitliligin gosterimi. (>: ylksek genetik
biyogesitlilik)



27

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu c¢alismada bitki materyali olarak Iran’dan temin edilen 68 aygicegi
(Helianthus annuus L.) genotipi (ticari agik tozlasan genotipler, hibritler, ve
kendilenmis hatlar) kullanilmistir (Cizelge 3.1). Kendilenmis R ve CMS hatlar1 iran’da
aycicegi 1slah programlarinda Arastirma Merkezinde elde edilmistir. Diger ticari hibrit

ve agik tozlasan cesitler ise ticari olarak hale hazirda kullanilmaktadir.

Tiirkiye’de bu genotipleri tizerinde ¢alismak igin her genotipten 15-20 ginlik 10 tane
taze yapraklar alinmis ve bu yaprak ornekleri ayri ayri sivi nitrojen kapsiiliinde iran
Tarim Bakanlig1 7028 numarali izin (Sekil 3.1) ile Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Tarla Bitkileri Boliimiiniin Bitki Genetik Laboratuvarina getirilmistir.



Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan ay¢igegi genotiplerinin 6zellikleri

Numarasi Ger;o(’;:pln Genotipin Turd
1 R2 Restorer Hat (R)
2 R 3 Restorer Hat
3 R5 Restorer Hat
4 R 15 Restorer Hat
5 R 19 Restorer Hat
6 R 21 Restorer Hat
7 R 22 Restorer Hat
8 R 23 Restorer Hat
9 R 24 Restorer Hat
10 R 26 Restorer Hat
11 R 27 Restorer Hat
12 R 29 Restorer Hat
13 R 33 Restorer Hat
14 R 34 Restorer Hat
15 R 38 Restorer Hat
16 R 41 Restorer Hat
17 R 42 Restorer Hat
18 R 43 Restorer Hat
19 R 46 Restorer Hat
20 R 50 Restorer Hat
21 R 53 Restorer Hat
22 R 55 Restorer Hat
23 R 56 Restorer Hat
1 Armada-GL | Yabanci hibrit (YH)
2 ES-Biba Yabanci hibrit
3 KaIrEaSrr-1ba Yabanci hibrit
4 Brocar-RM Yabanci hibrit
5 Euroflor Yabanci hibrit
6 Tekny Yabanci hibrit
7 Allstar Yabanci hibrit
8 Sor Yabanci hibrit
1 R453 iran hibrit (iH)
2 43/128 Iran hibrit
3 Azargol Iran hibrit

34

. Yabanci agik
1 Berezanski tozlasan (YgAT)
2 Master Yabanci agik
tozlagan
3 Zaria Yabanci agik
tozlagan
4 Record Yabanci agik
tozlagan
1 CMS 16 CMS Hat (CMS)
2 CMS 26 CMS Hat
3 CMS 28 CMS Hat
4 CMS 30 CMS Hat
5 CMS 32 CMS Hat
6 CMS 36 CMS Hat
7 CMS 38 CMS Hat
8 CMS 40 CMS Hat
9 CMS 42 CMS Hat
10 CMS 44 CMS Hat
11 CMS 46 CMS Hat
12 CMS 54 CMS Hat
13 CMS 58 CMS Hat
14 CMS 78 CMS Hat
15 CMS 82 CMS Hat
16 CMS 96 CMS Hat
17 CMS 110 CMS Hat
18 CMS 154 CMS Hat
19 CMS 212 CMS Hat
20 CMS 222 CMS Hat
21 CMS 234 CMS Hat
22 CMS 262 CMS Hat
23 CMS 298 CMS Hat
24 CMS 310 CMS Hat
25 CMS 328 CMS Hat
26 CMS 330 CMS Hat
27 CMS 354 CMS Hat
28 CMS 358 CMS Hat
29 CMS 376 CMS Hat
30 CMS 502 CMS Hat
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3.2. DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlamslar

1 M Tris-HCI (pH 7,5)

121,1 g TrisBase ve 120-125 ml HCI 1 litre saf suda iyice karistirllmis ve

otoklavlanmustir.

0,5M EDTA, (500 ml stok, pH 8,0)

93 g EDTA (disodyum etilenediaminetetra-asetat-2H,0O) 400 ml ultra saf suda
eritilmistir. pH’si 8’e ayarlanmistir. (yaklasik ~10 g NaOH pellet ile). pH ayarlanirken

NaOH tamamen erildikten sonra tolam hacim ultra saf ile 500 ml’ye tamamlanmistir.

5 M NaCl

292 g NaCl 1 litre ultra saf suda eritilmistir.

1X TE Tampon ¢ozeltisi

Ortamda 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) ve 1 mM EDTA (pH 8,0) olacak sekilde

hazirlanmistir. Her 500 ml igin:

5ml 1 M Tris-HCI (pH=7,5), 1 ml 0,5 M EDTA (pH=8,0) olarak toplam hacim 500

ml’ye tamamlanmistir.
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3 M Sodyum Asetat (pH=5)

408 g sodyum asetat trihidrat (NaC,H30,-3H,0) 800 ml ddH,0 eritilmis ve 3 M asetik
asit ile pH’s1 5’e ayarlanmistir. Toplam hacim ultra saf su ile 1 litreye tamamlanmis ve

filtreden gecirilerek steril edilmistir.

10M Amonyum Asetat (CH3COONH)

192,70 g amoniyum asetat 250ml saf suda yavasca 1siltarak eritilmis ve sonra filtreden

gecirilerek sterilizasyonu yapilmistir.

Fenol:Kloroform:izoamil Alkol

25:24:1 oraninda hazir olarak kullanilmustir.

Kloroform:izoamil alkol

24:1 oraninda hazir olarak kullanilmistir.

%70’lik Etil Alkol:

%1001k etil alkolden 70 ml alinmis ve toplam hacmi steril distile su ile 100 ml’ye

tamamlanmaigtir.
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3.3. Jel Hazirlanmada Kullanilan Kimyasallar ve Hazirlanislar:

10X TBE (Tris/Borat/EDTA)

108 g Tris base (890 mM)
55 g borik asit (890 mM)

960 ml ddH;O eritilmis ve tizerine 40 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) eklenmis ve ultra saf su
ile toplam hacmi 1 litreye tamamlanmistir. Daha sonra filtre kagidindan gegirilmistir.

20X Sodyum Borat (SB)

45 g borik asit, 8 g NaOH 500 ml saf suda iyice karistirilmig ve toplam hacmi ultra saf

su ile 1 litreye tamamlanmistir

%20’lik akrilamit jel (19:1)

190 g akrilamit, 10 g bis-akrilamit, 1 litre saf suda eritilmis ve filtreden gegirilmistir.

6X Loading Dye (10 ml)

10 mM Tris-HCL (pH 7,5)
50 mM EDTA

%10 fikol 400

%0,25 bromofenol blue

%0,25 zaylen siyanol FF
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Amonyum Per Sulfat %10 (w/v)

10 g amonyum per silfat 100 ml saf suda eritilmis ve -20°C saklanmustir.

%2’lik agaroz jelin hazirlanis

Bu calismadaki kullanilan elektroforez tankinin hacmi 330 ml oldugundan dolay1 6,6 g
agaroz 330 ml 1X SB bufferinda karistirtlip mikrodalga firinda eritilmistir. Biraz
soguduktan sonra (yaklagik 60°C’de) 15 pl etidiyum bromit (10 ng/ml) eklenmis ve
tanka dokulmiistiir. 40-60 dk bekledikten sonra jelin taraklar1 biraz SB buffer stline

dokiilerek yavasca cikartilmistir.

%6’k akrilamit jelin hazirlanis1

54 ml %20’lik akrilamit (19:1), 9 ml 10X TBE, 117 ml saf su bir beherde
karistirtlmistir. 1,2 ml amonyum per sulfat ve 132 ul TEMED karisima eklenmis ve

jelin kalinlig1 1,5 mm olacak sekilde ayarlanmis camlar arasina yiklenmistir.

3.4. DNA izolasyonu

Calismamizda DNA izolasyonu asagida verilen sekilde CTAB yontemi kullanarak
yapilmustir.

1-  Yaprak ornekleri direkt seradan alinmistir (veya -80°C dolabindan alinabilir).

2-  Ornekler havan igerisine konularak iizerine siv1 nitrojen eklenmis ve toz kivaminda
ogltilmiistiir.

3- 200-300 mg ogiitiilmiis haldeki bu 6rneklerden 2 ml’lik eppendorf tiipleri igerisine

konmustur.
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4- Taplerin igerisine 1ml Onceden 1sitilmis ekstraksiyon bufferi (%2 CTAB (w/v);
1,42 M NaCl; 200 mM EDTA,; 100 mM Tris-HCI, pH 8,0; %1 Na,S,03; %0,2’lik 2-
merkaptoetanol) eklenmis ve tip hafifce alt-iist edilerek karistirtlmistir,

5- Tdupler 1 saat siire ile su banyosunda 65°C bekletilmistir.

6- 1 saatlik siire igerisinde Ogiitiilmiis halde bulunan yaprak orneklerinin tiipe
yapismasint Onlemek amaciyla her 10 dakikada bir alt-iist edilerek yavasca
karistirilmustir.

7- Bu siire sonunda tiiplerin sogumasi i¢in 5 dk siire ile oda sicakliginda bekletilmistir.
8- Tupler 24°C 10 dk sure ile 14000 rpm’de santrifilj edilmistir.

9- Santriftij isleminden sonra yaklasik 750 pl st fazdan alinarak yeni tiipe
aktarilmstir.

10
11- Tupler 1 dk siire ile yavasca alt-Ust edilerek karistirilmistir.
12

Uzerine 750 pl kloroform-izoamil-alkol (24:1) eklenmistir.

Tupler 4°C 14000 rpm’de 10 dk sire ile santriflj edilmistir.
13- Ust fazdan 600 pl alinarak yeni tiiplere aktarilmustir.

14- Uzerine 600 pl kloroform-izoamil-alkol (24:1) eklenmistir. (Bu islemden sonra

calismanin geri kalan kismi buz igerisinde yapilmistir).

15- Bu islemden sonra tiipler 4°C 14000 rpm’de 10 dk sure ile santrifiij edilmistir.

16- 500 pl st fazdan yeni tiipe aktarilarak tizerine 100 pul amonyum asetat (10 M), 100
pl sodyum asetat (3 M PH=5,5) ve 500 pl -20°C 6nceden sogutulmus izopropanol
eklenmistir. (bu agsamada tiipler yavasga alt-list edilerek sarmal yapinin goriilmesi
saglanir).

17- Tupler 4°C 14000 rpm’de 10 dk sire ile santrifilj edilmistir.

18- Tiipler santrifiijden alinarak tist faz dokiilerek uzaklastirilmigs ve DNA pellet’i
goriilmeye baglamistir.

19- Tiipler ters ¢evrilerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

20- Tiplerin kisa stirede kurumasi igin 54°C 15 dk sire ile bekletilmistir.

21- Elde edilen DNA 6rnekleri 150 pl TE bufferinda ¢6zdiiriilmiis ve kullanmaya kadar
-20°C saklanmistir.
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3.5. DNA’nin Kalitesi ve Miktarinin Tayini

Elde edilen DNA 6rneklerinin kantitatif tayini i¢in her 6rnekten 1 pl alinarak NanoDrop
ND-3300 spektrofotometre cihaz1 ile (NanoDrop Technologies, USA) protein
kontaminasyonu icin 260/280 ve polifenol ve polisakaritler kontaminasyonu icin
260/230 oranlar1 belirlenmistir. Bu oranlar 1,7- 2,2 ve 2-2,2 arasinda olmasi gerekir. En

uygun deger 260/280 oranin 1,8°dir.

DNA oOrneklerinin kalitatif tayini icin %0,8’lik agaroz jel 1X SB bufferinda
hazirlanmistir ve 6rnekleri yiiklemek i¢in 5 ul DNA 6rnegi, 5 ul ultra saf su ve 3 pl 6X
loading buffer toplamda 13 pl olacak sekilde jele yerlestirilen tarak araciligiyla
olusturulan kuyucuklara yiklenmistir. 30 dk sire ile 60 V’da elektroforez’de
yurutllmistir. Daha sonra ise UV 15181 altinda (Vilber Lourmat, France) cihazinda
DNA bantlar1 gériinmiistiir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. CTAB yontem ile elde edilen DNA’nin %0.8 agaroz jeldeki goriintisi

3.6. Primer Se¢imi

SSR analizleri igin daha 6nce gergeklestirilen birgok arastirma kapsaminda kullanilan ve
basarili sonuglarin alindigi SSR primerleri Tang et al. (2002) ve Paniego et al. (2002)
32 ¢ift primer kullanilmistir. Cizelge 3.2’de arastirilan mikrosatelit lokuslarin 6zellikleri
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verilmistir. TRAP analizi igin ise (Yue et al. 2009) (Sekil 3.3) tarafindan bildirilen sabit

ve tesadiifi primerlerden olusan 19 farkli kombinasyon kullanmistir.



Cizelge 3.2. Bu ¢alismada kullanilan SSR primerlerin bilgileri

S,'\}ga Lokus Motif ileri primer dizilisi 5'-3' Geri primer dizilisi 53’ Boyut arah@ beklentisi (bc)
1 Ha 432 GT CTT TAT CCC CCA CCC CCT CC GGG TTT AGT GGC CAG TAG TTG TC 168-720
2 Ha 514 GA GGT CAA CGG ATT TAG AGT C GTA TTG ATT CCA ACA TCC AG 164-200
3 Ha 1327 ATT CCG TTA GGT AGT TTACTT GCG AC  GGT GGG GGG AAT ATT CTG AGG TG 175-550
4 Ha 1442 ATT GCT TAT GTG CTTACG TGTTCCTG  CTA AAC AGT TCG GCG AGT GTA GG 202-244
5 Ha 1608 ATT GAT CTT AGG TCC GCC AC GAT GGC ATT TGG CTA GAC 169-331
6 ORS-6 AGG GTG GAG AGA GGT GTA GAG AGC CAC CCC TCA CCC TGA CAC 250-260
7 ORS-5 AAC ATC TGG AGC AGC AAA TTC AG CTG CTG CCC ACC ATA CTG 275-350
8 HNCA-2 GT TGA GAC AAG CAT AAG CAC TAG ACA AGA CAA GGG ACT 208-320
9 Ha 357-ar (GA)15 GTGGGTGTGGAAGGAAGAATC CAGACACATGCTAGTCGTCGTG 92-132
10 Ha360-ar (GA)15 CAACAAGGAACCGATAACTGCT CACCCTTCATCTCCTTC 191-199
11 Had9%-ar (GA)17A(GA)2N12T15  GCGTTGGTTAAGGCCTGAGGTC GAGCAGCAAACAGAGGGTACACC 193-209
12 Ha806-ar (GT)8 N27 (GA)6 GATGTTCCTTCCTGCAC GGTTGGATAATGGGGCAGC 189-199
13 Ha99l-ar (GA)4 T (GA)12 GCCCCCTTGATGCCCTTTTC GAATCGCCATTTGAATCGCCAG 137-145
14 Hall67-ar (GT)9 N2 (GT)4 CGATGTCGGCGATTCGGACTGGAG CCCCATCTACACTTCAATACTG 155-165
15  Hal287-ar (GA)26 GATATGAGCCCATCACTCATC GAAGATATGTCAGGTCACACCC 151-171
16 ORS-31 (AAG)y, AAT TCA TGC CCC AAG AGA TG CAC AAT TCA TGC ATT TCT CTG G 250-300
17 ORS-53 (Mo GCT GGC AAT TTC TGA TAC ACG AT CAT CTA GAC AAC GAC AGA AGA TG 450-510
18 ORS-78 (AAG)y GTT CGT CGA GTACAT GTT CTG C TTT CCC TCT GGA AAG TTG TCA 160-172
19 ORS-176 (TG)1s CCCTAACTGGTTTTCTGACCC AACTTTTGTTTGTTTGTCCAGG 430-480
20 ORS-204 (GT)yy CGTCTGGCATTATGAAATCGTC CCGCATAACAGCAATGGTCAAC 280-300
21 ORS-54 (TACA)5 AAATCCCACTTCATACAAACGT CCTTCAGTGCTCATGCAGTG 370-580

1%
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Cizelge 3.3. Aygiceginde hedef bolge c¢ogaltim polimorfizmi (TRAP) analizi igin
kullanilan sabit ve tesadifi primer kaynak ve dizi bilgisi (Yue et al. 2009)

EST kimligi veya Gen Bankasi
Kod Dizilis 5'-3'
katilim sayisi

Sabit primerler

MSPO03 Olasi erkek-kisir gen GTTGCCATGGACATCAACAC
Al11D14F QHA11D14 GGGGTTCTAAACAAGGTG
B14G14B QHB14G14 AATCTCAAGGACAAAAGG
F15011F1 QHF15011 CTGGAGCCAAGACATCTG
K11F05 QHK11F05 GAACCAAACTGGGGTATGTA
MAX3BR AT2G44990 ACGTTATGAGCCCCATGAAGA
Tesadfi primerler

TRAPO3 IR-700 CGTAGCGCGTCAATTATG
Sal2 IR-700 TTCTAGGTAATCCAACAACA
Sa4 IR-700 TTCTTCTTCCCTGGACACAAA
TRAP13 IR-800 GCGCGATGATAAATTATC
Ga3 IR-800 TCATCTCAAACCATCTACAC
Gab IR-800 GGAACCAAACACATGAAGA

3.7. Primerlerin Sulandirilmasi

21 cift SSR primeri ve 6 cift TRAP primeri alindigi firmanin belirttigi kullanma
talimatina gore ultra saf su ile sulandirilmistir ve -20°C’de saklanmistir, ancak tiim

primerlerin yogunluklart sabit olmak tizere 100 pmol veya 1 uM olarak ayarlanmistir.
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3.8. PCR Cogaltmalar:

3.8.1. SSR

3.8.1.a. PCR bilesenleri ve sartlari

PCR islemi MultiGene Gradient Thermal Cycler (TC9600-G-230V, Labnet
International, Inc.) aletinde yapilmistir. PCR i¢in 0,2 ml’lik PCR tiipiine 10X PCR
bufferinden 2 pL, 25 mM MgCly’den 1uL, 10 mM dNTP’lerden 0,5 pL, 100 pmol
primerlerin her birinden 0,5 pL ve Taq polimerazdan 1U alinmis ve toplam hacmi ultra
saf su ile 20 pL’ye tamamlanmistir. DNA kalibinin denatiirasyonunu ic¢in 1 déngi 2 dk
96°C’de yapilmistir. Sonra 30 dongi 96°C’de 30 sn, 50-60°C’de (her ¢ift primerin
uygun sicakligia gore) 45 sn ve 1 dakika boyunca 72°C’de gerceklestirilmistir ve son

uzama suresi 15 dakika 72°C olmustur.

3.8.1.b. PCR urunlerin yurutilmesi

PCR urunleri %2’lik agaroz jelinde etidiyum bromit boyamasiyla 200 V’ta 1 saat 45
dakika yiiriitilmistiir.

3.8.1.c. PCR Urunlerin géruntulenmesi

UV 15181 cihazinin (Vilber Lourmat, France) altinda Nikon Coolpix500 makinesi ile ve

etidiyum bromiti engellemek igin koyu sari filtre kullanarak fotografi ¢ekilmistir.
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3.8.2. TRAP

3.8.2.a. PCR bilesenleri ve sartlar

PCR islemi MultiGene Gradient Thermal Cycler (TC9600-G-230V, Labnet
International, Inc.) aletinde yapilmistir. PCR i¢in 0,2 ml’lik PCR tiipiine 10X PCR
bufferinden 2 pL, 25 mM MgCl,’den 1uL, 10 mM dNTP’lerden 0,5 pL, 100 pmol
primerlerin her birinden 0,5 puL ve Taq polimerazdan 1,5U alinmig ve toplam hacmi
ultra saf su ile 20 pL’ye tamamlanmistir. DNA kalibinin denatlrasyonunu ic¢in 1 déng
2 dk 94°C’de yapilmistir. Sonra 5 déngl 94°C’de 45 sn, 35°C’de 45 sn ve 1 dakika
boyunca 72°C’de gergeklestirilmistir ve onun ardindan 35 dongi 94°C’de 45 sn,
50°C’de 45 sn ve 1 dakika boyunca 72°C’de yapilmigtir. Son uzatma asamasi 7 dakika
72°C’de olmustur.

3.8.2.b. PCR urunlerin yurutilmesi

PCR drtnleri (Wang et al. 2003) yontemiyle %6’lik akrilamit dikey gelinde etidiyum
bromit boyamasiyla 300 V’ta 2 saat yiiriitiilmiistiir. Bunu gergeklestirilmesi i¢in 20 pL
PCR fiirliniine 3 pL 6X Loading Dye eklenerek ondan 15 pL alinip ve jele yliklenmistir.

3.8.2.c. PCR Urunlerin géruntulenmesi

UV 15181 cihazinin (Vilber Lourmat, France) altinda Nikon Coolpix500 makinesi ile ve

etidiyum bromiti engellemek i¢in koyu sar1 filtre kullanarak fotografi ¢ekilmistir.



47

3.9. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizi

3.9.1. Bantlarin Puanlamasi

Jel iizerine bulunan agik¢a segilebilen ve kolaylikla sayilabilen bantlar 0 (yok), 1 (var)
ve 9 (kayip bant ve ya amplifiye olmamis) olarak puanlandirilmistir. Olusturulacak veri
matriksi NTSYS-pc versiyon 2.11f (Rohlf 1992) , Popgen (Yeh et al. 1997) ve GenAlex
(Peakall and Smouse 2006) programi kullanilarak incelenmistir.

3.9.2. SSR ve TRAP isaretcilerinin PIC degerlerinin hesaplanmasi

Calismada her SSR ve TRAP isaret¢inin PIC degerleri asagidaki formiillerden
yararlanarak hesaplanmistir.

SSR isaret¢i kodominant oldugundan dolay, allel kodlamasiyla ve Power Marker (Liu
and Muse 2005) programini kullanarak PIC degerleri yapilmistir. TRAP ise dominant

isaret¢i oldugundan dolay1 Excel programi kullanarak hesaplanmistir.

1. SSRisaretei igin: PIC = 1 = ¥j_y pf — 2Xi=1 Xjoip1 PP}

Not: Bir 2 allel kodominant isaretci i¢in bu deger 0,0 ile 0,5 arasinda ve ikiden fazla

allel i¢in 0,0 ile 1 arasinda olmalidur.

Formdilde p ve q mevcut ve kayip bantin frekansi; pi= i’inci allelin frekansi

2. TRAP isaretci icin: H, = PIC =1 —p?—q? | H, = PIC =1 - Y pi?
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Not: Hetrozigotluk ve PIC degerleri dominant isaretgilerde aynmi formiilden hesaplanir.
Bu deger 0,0 ve 0,5 arasinda olmalidir ve her primer kombinasyonuna polimorfik

bantlarin ortalamasi alinarak hesaplanir (Mohammadi and Prasanna 2003).
3.9.3. Gruplar icindeki genetik cesitliligin tahmini

Gruplar igindeki genetik ¢esitliligi Nei’in gen gesitlilik indeksi (Nei et al. 1983) ve
Shannon bilgi indeksi (Lewontin 1995) kullanarak asagidaki esitliliklerden ve Popgen
programiyla (Yeh et al. 1997) hesaplanmustir.

D=1—2Pi2
i=—ZPilog2Pi

Pi=1’inci allel i¢in allel frekans1
3.9.4. Gruplar arasindaki genetik mesafenin tahmini

Gruplar arasindaki genetik mesafe Nei’in katsayisin1 (Nei et al. 1983) kullanarak

Popgen programiyla (Yeh et al. 1997) hesaplanmustir.

Xi=i allel ferekans1 X popiilasyonunda

Yj=j allel ferekans1 Y popiilasyonunda
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3.9.5. Gruplar arasindaki bant modeli

Gruplar arsindaki bant modeli ve gruplar1 temsil eden 6zel bantlarin belirlenmesi igin

GenAlex (Peakall and Smouse 2006) programi kullanilmustir.

3.9.6. Molekiiler variysan analizi (Analysis of molecular variance-AMOVA)

Gruplar i¢indeki ve arasindaki genetik vartyans, AMOVA yontemi kullanarak GenAlex
programiyla (Peakall and Smouse 2006) incelenmistir.

3.9.7. Temel koordinat analizi (Principal coordinates analysis-PCoA)

Gruplar arasindaki ¢esitliligi daha iyi anlamak icin temel koordinat analizi, GenAlex
programu kullanarak yapilmistir. ilk iki koordinatin toplam varyansi kapsayarak elde
edilen 2 boyutlu diyagram (zerinde gruplar belirlenmistir ve kiimeleme analiziyle

karsilastirilmistir.

3.9.8. Kiimeleme analizi

SSR ve TRAP isaretcisinden elde edilen verilerin kiimeleme analizi i¢in NTSYS-pc
versiyon 2.11f (Rohlf 1992) kullanilmistir. Benzerlik matrisi SIMQUAL alt programi
ve Dice [2a/(2a+b+c)] benzerlik katsayisi kullanilarak hesaplanmistir. Gruplandirma
SAHN alt program1 ve Unweighted Paired Group Method Using Arithmatic Averages
(UPGMA) metodu kullanilarak yapilmistir. Kiimeleme analizlerinin uyum 1iyiligini

saglamak amaciyla, kofenetik katsayilart NTSYS-pc kullanarak hesaplanmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. SSR Isaretcinin Polimorfizmi

Bu calismada kullanilan 32 c¢ift SSR isaretcisinden, 21’1 polimorfik olarak, net,
tekrarlanabilen ve puanlanabilen bant deseni meydana getirmistir. Geri kalan 11 adet
SSR isaretgisinden bant elde edilmemistir. Sekil 4.1’de 6rnek olarak Ha514 isaretginin

bant deseni gosterilmistir.

SSR isaretcilerinin polimorfik bilgi icerigi (PIC) degerleri dikkate alindiginda en yiiksek
ve en diisiik polimorfizm degerleri Ha806-ar ve Ha494-ar lokuslari i¢in sirasiyla 0,58 ve
0,10 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Ha806-ar ve ORS-31 gibi yiiksek PIC
degerlerine sahip isaret¢iler aycicegi biyogesitlilik caligmalarinda iyi ayrimer olarak

kullanilabilirler.

Bes grup i¢inde yerlesen genotiplerin analizinde toplam 49 polimorfik bant olusmustur.
Amplifiye olan DNA pargaciklar1 92-850 bg arasinda degismistir. Her lokus i¢in allel
say1s1 2-6 arasinda ve ortalama 2.86 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.1).

PIC degeri, bir isaretcinin ayrimec1 giiciinii gdstermektedir. Bu calismada SSR
isaretcilerinin PIC degerleri 0,10 ve 0,58 arasinda (ortalamasi 0,36) olmus bu degerler
Lochner (2011)’in galismasinda 0,06-0,75 arasinda (ortalama 0,51), Erasmus (2010)’un
calismasinda 0,17-0,80 (ortalama 0,56), Darvishzadeh et al. (2010)’in g¢aligsmasinda
0,09-0,62 (ortalama 0,41) olarak belirlenmistir.



200 be

100 bg

S8

Sekil 4.1. SSR Ha 514 isaretgisinden olusan bantlarin jel fotografi

19



3 AR REIPE 1 &1 8 4

s b i s il

Sekil 4.2. Sabit MSPO3 primeri ile tesadiifi TRAPO3 TRAP primer kombinasyonun akrilamit jel iizerinde bulunan fotografi
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Cizelge 4.1. SSR isaretgisinden elde dilen bilgiler

Sira Lokus Allel | Polimorfik| Allel (.Be.nm Hetrozigotluk| PiC Polimorfi_zm
No. sayis1 | allel sayis1| frekans1 | cesitliligi yuzdesi
1 Ha 432 6 4 0.58 0.49 0.64 0.37 %66,7
2 Ha 514 2 2 0.72 0.40 0.14 0.32 %100
3 | Ha1327 5 5 0.59 0.48 0.11 0.37 %100
4 | Hal442 2 1 0.73 0.40 0.55 0.32 %50
5 | Ha1608 4 4 0.56 0.49 0.11 0.37 %100
6 ORS-6 2 2 0.65 0.45 0.70 0.35 %100
7 ORS-5 3 3 0.66 0.45 0.12 0.35 %100
8 | HNCA-2 3 2 0.66 0.45 0.68 0.35 %66,7
9 |Ha357-ar 2 2 0.60 0.48 0.15 0.37 %100
10 | Ha 360-ar 2 2 0.56 0.49 0.09 0.37 %100
11 | Ha 494-ar 3 3 0.95 0.10 0.04 0.10 %100
12 | Ha 806-ar 3 3 0.39 0.66 0.79 0.58 %100
13 | Ha 991-ar 2 2 0.74 0.38 0.00 0.31 %100
14 | Ha1167- 2 2 0.62 0.47 0.00 0.36 %100
15 | Ha 1287- 5 5 0.79 0.35 0.05 0.34 %100
16 | ORS-31 3 3 0.47 0.59 0.03 0.51 %100
17 | ORS-53 3 3 0.63 0.48 0.10 0.38 %100
18 | ORS-78 2 2 0.63 0.47 0.01 0.36 %100
19 | ORS-176 2 2 0.70 0.42 0.18 0.33 %100
20 | ORS-204 2 2 0.51 0.50 0.66 0.37 %100
21 | ORS-54 3 2 0.55 0.50 0.02 0.37 %66,7

Antonova et al.

(2006) tarafindan yapilmis bir ¢alismada 10 SSR isaret¢i kullanarak, 17

adet aycicegi kendilenmis hatinin ve hibritlerinin biyogesitliligi incelenmistir.

Calismada ortalama lokus sayis1 2,2 olarak belirlenmistir. Diger ¢alismalarda da bu

degere yakin veriler elde edilmistir. Solodenko and Sivolap (2005)’in g¢alismasinda

ortalama allel sayis1 3, Paniego et al. (2002) ise 3,5 olarak belirlenmistir.

Bu ¢alismada CMS grubu 26,714 polimorfik bant ile en ¢ok polimorfik lokus ylzdesini

(%81,63) gostermis ve iran hibritler grubu 2,408 polimorfik bant ile en az polimorfizm

lokus yuzdesini (%32,65) olusturmuslardir (Cizelge 4.2). Bes grupta Ortalama

polimorfik bant sayis1 ve polimorfik lokus yiizdesi %11,98 ve %59,18 civarinda

degismistir.




Cizelge 4.2. SSR ve TRAP isaretgillerinden aygigegi gruplar hakkinda elde edilen bilgiler
SSR TRAP
Gruplar N Na Ne i He UHe PO % N Na Ne i He UHe PO %
Ortalama | 20592 | 1592 1,492 0412 0,280 0,287 22767 | 1802 | 1532 | 0452 | 0305 | 0312
R %73,47 984,48
SE 0508 | 0105 0,055 0,040 0,028 0,029 0050 | 0046 | 0034 | 0023 | 0017 | 0017
Ortalama | 6,776 | 1449 1,374 0318 0,214 0,230 7974 | 1698 | 1574 | 0453 | 0314 | 0335
YH 959,18 %75,00
SE 0213 | 0105 0,057 0,042 0,030 0,032 0019 | 0052 | 0037 | 0026 | 0019 | 0020
, Ortalama | 2408 | 1,061 1,243 0,197 0,136 0,166 2974 | 1259 | 1309 | 0246 | 0170 | 0,204
iH 932,65 940,52
SE 0105 | 0111 0,054 0,041 0,029 0,035 0019 | 0065 | 0038 | 0028 | 0020 | 0024
Ortalama | 3449 | 1,286 1,362 0,291 0,200 0,236 3966 | 1466 | 1414 | 0330 | 0228 | 0261
YAT 948,98 955,17
SE 0134 | 0113 0,060 0,044 0,031 0,037 0021 | 0061 | 0039 | 0029 | 0020 | 0023
Ortalama | 26,714 | 1,694 1,527 0,443 0,301 0,307 28138 | 1759 | 1503 | 0432 | 0291 | 0,296
cMs %81,63 %80,17
SE 0691 | 0,098 0,052 0,038 0,027 0,028 0565 | 0048 | 0034 | 002 | 0017 | 0018
ol Ortalama | 11,988 | 1416 1,400 0332 0,226 0245 | %59,18 | 13164 | 1597 | 1467 | 0383 | 0262 | 0282 | %6707
oplam
P SE 0654 | 0,049 0,026 0,019 0,013 0015 | %871 | 0443 | 002 | 0017 | 0012 | 0009 | 0009 | %832

R: Restorer; YH: Yabani Hibrit; IH: Tran Hibrit; YAT: Yabani Acik Tozlasan; CMS: Sitoplazmik Erkek Kisir

N: bant sayis1

Na: Farkli allellerin sayist

Ne: Etkili allellerin sayisi=1/ (p"2 + q/2)

I: Shanon bilgi indeksi (gen gesitliligi)
He: Beklenen hetrozigotluk=2 * p * g (Nei 1973)

UHe: Tarafsiz beklenen hetrozigotluk =(2N / (2N-1)) * He (Diploit ikili veriler icin ve Hardy-Weinberg denkligini varsayarak) ,q= (1 — bant frekansi) ~ 0,5 ve p=1 - g. (Nei 1978)
PO %: Polimorfik lokus yiizdesi
SE: Standart sapma

14°]
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Son yillarda SSR isaret¢i kullanarak DNA seviyesinde polimorfizmi tahmin etmek,
kolay yontemlerden sayilmaktadir. Bu calismada CMS hatlar en yiiksek polimorfizmi
ve Iran hibritleri en az polimorfizmi gdstermislerdir. Bunun yaninda diger yabani
hibritler ve agik tozlasanlarda restorer ve CMS hatlara gore diisiik bir polimorfizm
gostermislerdir. Belirlenen bu diisiik polimorfizmden dolayr ileri aycgicegi 1slah
programlarinda yeni zengin genetik kaynagin olusturulmasi ve onun iginden yeni

kendilenmis hatlarin se¢ilmesi gerekmektedir.

4.2. TRAP Isaretcinin Polimorfizmi

Bu calismada kullanilan tim 6 ¢ift sabit ve 6 c¢ift tesadiifi isaret¢i (toplam 19
kombinasyon ile), net, tekrarlanabilen ve puanlanabilen bant deseni elde edilmistir.
Sekil 4.2°de bir drnek olarak sabit MSP0O3 primeri ile tesadiifi TRAPO3 TRAP primer
kombinasyonu gosterilmistir. Tiim TRAP isaret¢i kombinasyonlar1 polimorfik bant
{iretmistir ve 17’inci kombinasyon (MAX3BR ile Sal2) PIC degeri 0,49 ile en
polimorfik lokus olarak belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Bes grup icinde yerlesen genotiplerin analizinde toplam 116 bant olusmus bantlarin 109
tanesi polimorfik olarak belirlenmistir. Ortalama bant sayis1 her TRAP isaret¢i i¢in 5,79
olarak hesaplanmistir. Amplifiye olan DNA fragmanlar1 25-920 bg arasinda degismistir.
TRAP isaretci icin PIC degerleri 0,03 ile 0,50 arasinda ve ortalama 0,33 olarak
gergeklesmistir.



Cizelge 4.3. TRAP isaret¢isinden elde dilen bilgiler
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Kombinasyon N Tesadfi Allel Polimorfik . Polimorfizm
No. Sabit primer primer sayis1 | allel sayis1 PIC yuzdesi
1 MSP03 TRAPO3 11 11 0,43 %100
2 MSP03 Sal2 5 5 0,42 %100
3 MSP03 Sa4 11 11 0,36 %100
4 Al11D14F TRAPOQ3 11 10 0,27 %90,1
5 Al11D14F Sal2 3 2 0,31 %66,7
6 Al11D14F Sad 5 4 0,39 %80
7 B14G14B Sa4 2 2 0,47 %100
8 F15011F1 TRAPO3 8 7 0,22 %87,5
9 F15011F1 Sal2 6 6 0,38 %100
10 F15011F1 Sad 5 5 0,21 %100
11 F15011F1 TRAP13 8 6 0,25 %75
12 K11F05 TRAPO3 3 2 0,13 %66,7
13 K11F05 Sal2 5 4 0,24 %80
14 K11F05 Sa4 5 5 0,21 %100
15 K11F05 Ga3 6 6 0,43 %100
16 MAX3BR TRAPO3 5 4 0,30 %80
17 MAX3BR Sal2 7 7 0,49 %100
18 MAX3BR Sad 5 5 0,37 %100
19 MAX3BR Gab 5 5 0,26 %100

Yue et al. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada 177 aygigegi kendilenmis hatta, 12
TRAP kombinasyonunda toplam 230 polimorfik isaret¢i olusmustur. Ortalama bant
sayis1 her TRAP isaret¢i icin 19,2 ve PIC degerleri 0,02 ile 0,50 arasinda degismistir.
DNA fragmentleri 38-1042 bg arasinda olugsmustur. Calismalarinda yaklasik %50 TRAP
isaretilerinin PIC degerleri 0,45 ile 0,50 arasinda olmasina ragmen genotiplerin o
lokuslarda 2 allel ve esit frekansta (45-50%) olduklar1 belirtmistir ve bu da bizim elde

ettigimiz sonuca yakin bir sonug olarak degerlenmislerdir (Sekil 4.3).

Bizim ¢alismada elde ettigimiz bant sayisi, Yue et al. (2009)’1n ¢aligmasina gore daha
diisiik olmustur. Bunun temel sebebi farkli boyama ve jel sistemleri kullanilmasi

olabilmektedir. Caligsmalarinda giimiis boyama ve Kkapilari sekans sisteminden
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yararlanmalar1 daha net ve puanlanabilen bantin sayilmasini (yaklasik 30-50 arasinda)

miimkiin etmistir. Diger parametre sonuglar1 ¢alismamiz ile uyum igerisindedir.

Yaptigimiz ¢alismada polimorfik bantlarin PIC degerlerinin yaklasik yarisi, 0,45 ile
0,50 arasinda bulunmustur (Sekil 4.3). Yue et al. (2009) ¢alismasinda da benzer sonug
elde edilmiglerdir.

Seker pancarinda 30 genotipte biyogesitliligin belirlenmesi i¢in yaplina bir ¢alismada
TRAP isaretcisini 18 sabit ve tesadiifi primer kombinasyonu kullanmistir. Denemede
600 bant elde edilmistir ve onlarin 529 tanesi polimorfik olarak degerlendirmislerdir.
Bant biiyiikliigii 100-700 bg arasinda PIC degerler ise 0,11 ile 0,36 arasinda (ortalama
0,24) degismistir. Polimorfik bant ortalamasi 29,38 olarak hesaplanmistir (Alwala et al.
2006).

Diger bir ¢alismada Chen et al. (2005) ay¢i¢eginide mildiy6 hastaligina sebep olan 92
Plasmopara halstedii izolatlarinin genetik biyocesitliliginin belirlenmesi igin TRAP
isaret¢i kullanilmiglardir. 54 primer kombinasyon sonucunda 86 polimorfik TRAP bant
elde etmislerdir. Bant biyiikligii 50-900 bg¢ arasinda degismis ve ortalama 5.4
polimorfik bant her lokus icin belirlenmistir. Calismada 86 isaret¢ciden hic birisininde
patojenite veya izolatlarin orijini arasinda giiglii bir bag bulmamiglar ama TRAP isaretci
teknigini aycicegi mildiyd hastaliklarinin izolatlarinin ayrimi icin yeterli bir sistem

olarak belirtmislerdir.

Bu ¢alismada restorer grubu ortalama 22,767 polimorfik bant ile en ¢ok polimorfik
lokus ylizdesi (%84,48) ve Iran hibritler grubu ortalama 2,974 polimorfik bantiyla en az
polimorfik lokus yizdesi (%40,52) elde edilmistir (Cizelge 4.2). Ortalama polimorfik
bant sayisi ve polimorfik lokus yiizdesini 5 grup arasinda 13,164 ve %67,07 elde

edilmistir.
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Polimorfik Bilgi Icerigi (PIC)
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45 -
40 -
35
30
25 -
i(S) i m Markir sayisi

10 -

Sekil 4.3. Polimorfik bilgi igerigi degerlerinin 116 TRAP isaret¢isinde dagilimi

Elde edilen sonuclara gore, SSR isaret¢isinde CMS grubu ve TRAP isaretgisinde
restorer grubu her iki isaretci sisteminde yiiksek polimorfizm orani gostermisler ve
biyogesitlilik gruplar olarak belirlenmisler. Kendilenmis hatlarinda gézlenen yiiksek
polimorfizmin temel nedeni, kendilenme i¢in se¢ilen ebeveynler arasindaki mevcut
yiiksek biyocesitlilikten kaynaklanmisdir. Secilen ebeveynler, iran’daki aygicegi 1slah
programi kapsaminda yeni genetik materyalin olusturulmasi i¢in iilkeye ithal edilen
birgok ticari hibritten segilmistir (Ghaffari and Farrokhi 2004). Bu ylzden her iki
isaretci sisteminde kendilenmis restorer ve CMS hatlarin kiimeleme ve temel bilesenler
analizleri sonucunda ayni veya yakin benzerlikte ¢ikmasinin temel sebebi olarak da

distiniilmektedir.

4.3. Gruplar Arasinda Bant Deseni ve Dagilimi

4.3.1. SSR

Cizelge 4.4’te gruplar arasindaki bant deseni ve dagilimi her iki tip isaretgi sistemine
gore verilmistir. Bu ¢izelgeye gére CMS grubu 43 bant sayisiyla en ¢ok farkli banta
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sahip ve Iran hibritleri 36 bant sayisiyla en diisiik banta sahip belirlenmistir. Ayrica
CMS grubu 2 ozel banta ve Iran hibritler grubu 1 6zel banta sahip olmasina ragmen

diger gruplara gore daha iyi bir sekilde ayrilmiglardir.

4.3.2. TRAP

TRAP isaretgisine gore CMS ve restorer grubu 111 bant sayisiyla en fazla farkli banta
sahip ve Iran hibritleri 99 bant sayisiyla en diisiik farkli banta sahip grup olarak
belirlenmistir. Ayrica CMS grubu 3 6zel bant ve yabani hibritler grubu 1 6zel bant sahip

olmasina ragmen diger gruplara gére daha iyi bir sekilde ayrilmistirlar (Cizelge 4.4).

Iki isaretci sistemini bant deseni ve dagilimi acisindan karsilastirdiginda, TRAP isaretci
sistemi bir fazla 6zel bant olusturmasina ragmen, gruplarin ayrilmasinda daha etkili
olarak bulunmustur. Bunun nedeni, TRAP isaretgisinin sabit primerlerden birisi
(MSPO03) erkek kisir lokusuna ait bir EST’den (retilmis olmasindan dolay1 olabilir.
TRAP isaretgi erkek kisir genotipleri diger genotiplere gore ayrilmasinda iyi bir isaret

sistemi olarak diisliniilmektedir.

Cizelge 4.4. Gruplar arasindaki farkli bant sayisi, 6zel bant sayis1 ve diger bilgiler

SSR TRAP
Grup R YH 1IH YAT CMS R YH IH YAT CMS
Farkh bant sayis1 42 42 36 39 43 111 110 99 106 111

Frekans1 %05 fazla olan farkl
40 42 36 39 42 105 110 99 106 108
bant sayis1

Ozel bant sayisi 0 0 1 0 2 0 1 0 0 3
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4.4. Gruplar I¢i Genetik Cesitlilik

4.4.1. SSR

Cizelge 4.2°de, gruplarin genetik ¢esitliligi, Nei’in gen ¢esitlilik indeksi (Nei 1973) ve

Shannon bilgi indeksine gore (Shannon and Weaver 1949) gosterilmistir.

Bu iki indekse gore CMS grubu en ¢ok genetik gesitlilige (sirasiyla 0,307 ve 0,443) ve
fran hibritler grubu en az genetik ¢esitlilige (sirastyla 0,166 ve 0,197) sahiptirler. Bu iki
degere gore ortalama gruplar icindeki genetik cesitlilikte sirasiyla 0,245 ve 0,332

hesaplanmustir.

4.4.2. TRAP

TRAP isaret¢i sistemi ise, yukaridaki iki indeks agisindan degerlendirildiginde en
yuksek genetik ¢esitlilik restorer grubu (sirasiyla 0,312 ve 0,452) ve en az genetik
cesitlilik Iran hibritler grubu (sirastyla 0,204 ve 0,246) belirlemistir. Bu iki degere gore
ortalama gruplar i¢indeki genetik ¢esitlilikte sirasiyla 0,282 ve 0,383 hesaplanmastir.

Nei’in gen gesitlilik indeksi (Nei 1973) ve Shannon bilgi indeksi gruplarin ve
popiilasyonlarin igindeki genetik cesitliligin belirlenmesinde gii¢lii kriterler olarak
tamimlanmaktadirlar. Genetik ¢esitliligin belirlenmesinde bu iki indeks birbiriyle uyum
gostermeleri 6nemlidir. Bu ¢aligmada iki indeks hem SSR hem de TRAP isaret¢isinde

birbiriyle uyumluk gostermislerdir.
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4.5. Gruplar Arasi Genetik Cesitliligin Belirlenmesi

4.5.1. Nei’in gen cesitlilik indeksine gore genetik mesafesinin tahmini

45.1.a. SSR

Cizelge 4.5°te, Nei’in gen cesitlilik indeksine (Nei et al. 1983) gore gruplar arasindaki
genetik cesitlilik verilmistir. En yiilksek genetik farklilik Iran hibritler ve restorer
hatlarin arasinda (0,282) bulunmustur ve en ylksek genetik benzerlik restorer ve CMS
hatlarin arsinda (0,070) belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. SSR isaretgisinde Nei’in tarafsiz genetik mesafesinin ikili gruplar matrisi

Gruplar | R YH | iIH | YAT | CMS
R 0
YH [0110| 0
IH 0,820,258 0
YAT |0,140{0,176 | 0,206 | O
CMS |0,070/0,171 /0,265 /0,183 | 0

45.1.b. TRAP

Cizelge 4.6°te, Nei’in gen cesitlilik indeksine (Nei et al. 1983) gore gruplar arasindaki
genetik ¢esitlilik gostermektedir. En yiiksek genetik farklilik iran hibritler ve restorer
hatlarin arasinda (0,151) g6zlenmistir ve en yuksek genetik benzerlik yabanci hibritler

ile yabanci agik tozlasan genotipler arasinda (0,064) belirlenmistir (Cizelge 4.6)

Bu analizin sonucu bir 6nceki polimorfizm kisminda agiklanan sonug ile benzerlik
gostermektedir. Her iki isaretci sisteminde restorer ve CMS grubu en diisiik genetik
mesafeye sahip olan gruplar olarak belirlenmistir (SSR=0,070 ve TRAP=0,066). Bu iki

tip kendilenmis hatlar, son yillarda iran’a ithal edilen ticari hibritlerden secildiklerinden
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dolay1 aralarinda ¢ok yiiksek genetik benzerlik gostermektedirler. Yabanc hibritler ile
yabanci agik tozlasanlar da bu iki gruba her iki isaretgi sisteminde yakin genetik

mesafeleri olmalar1 da ayn1 sebepten kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.6. TRAP isaret¢isinde Nei’in tarafsiz genetik mesafesinin ikili gruplar matrisi

Gruplar | R | YH | IH | YAT | CMS
R 0
YH [0071] 0
iH |0151/0109| 0
YAT |0,110 | 0,064 | 0,113 | 0
CMS | 0,066 | 0,071 |0,1390,085| 0

4.5.2. Kimeleme analizine gore genetik cesitliligin tahmini

45.2.a. SSR

Gruplar arasindaki iliskiyi daha iyi anlamak amaciyla, Nei’in genetik mesafesi ve
UPGMA metodunu kullanarak 5 grup arasinda klimeleme analizi yapilmistir. Bu analize
gore restorer ve CMS hatlar1 yabanci hibritler ile birlikte birinci grupta, yabanci agik
tozlagan genotipler ikinci grupta ve iran hibritleri ise U¢iincli ayr1 bir grup icerisinde yer
almiglardir (Sekil 4.4).



63

CMS ‘

YH

YAT

iH

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
on7 0.1z 014 n21 0zs

Caoefiicient

Sekil 4.4. Bes grup arasinda SSR isaret¢i kullanarak UPGMA metoduyla olusturulan
kiimeleme analizi

45.2.b. TRAP

SSR isaret¢i gibi TRAP isaretgi kullanarak ve gruplarin arasindaki iliskiyi daha iyi
anlamak amaciyla, Nei’in genetik mesafesi ve UPGMA metodunu kullanarak 5 grup
arasinda kiimeleme analizi yapilmistir. Bu analizin sunucuda SSR isaret¢isine benzer
sekilde olmustur fakat yabanci hibritler ve yabanci agik tozlasan genotipler bir grup
ierisinde yer almuslar. Iran hibritler ise tek ve farkli grupta yer almistirlar (Sekil 4.5).
Genelde iki Kklastir1 karsilagtirdigimizda iki dendrogramda ayni sonucu ifade
etmektedirler. Hem yabanci hibritler ve hem yabanci agik tozlasan genotiplerin bir
grupta olmasi, bununla beraber restorer ve CMS hatlarin ayni grupta yer almasi tahmin
edilebilen bir sonugtur. Iran hibritlerinin ebeveyn hatlarinin genetik anlamda farkli

olduklar1 bu analizler ile daha iyi anlasilmis ve ortaya konmustur.
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Sekil 4.5. Bes grup arasinda TRAP isaretci kullanarak UPGMA metoduyla olusturulan
kiimeleme analizi

4.5.3. Temel koordinat analizine gore genetik cesitliligin belirlenmesi

45.3.a. SSR

Daha 6nce yapilan SSR biyogesitlilik ¢alismasindan elde edilen kiimeleme analizinin
sonuglarint dogrulamak amaciyla ve gruplarin icine yerlesen genotiplerin sayilarmin
dengesiz olmasindan dolayi, Temel koordinat analizi, Nei’in tarafsiz genetik mesafesini

kullanarak yapilmistir.

Ilk 3 bilesen %93,13’lik bir varyasyonu aciklamaktadir (Cizelge 4.7). ilk iki
bilesenlerin Uzerinde elde edilen 2 boyutlu diyagramda gruplar iyi bir sekilde
ayrilmistirlar. Yabanci hibritler, restorerler ve CMS’ler ile birlikte bir grup olusturarak
belirgin sekilde Iran hibritlerinden ve yabanci agik tozlasan genotiplerden ayrilmistir
(Sekil 4.6).

Bu ayrim, Iran hibritlerinin ilk bilesende en yiilksek eigen degerine sahip olmasi (0,243)

ve diger gruplarin yakin degere sahip olmalarindan kaynaklanmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7. SSR isaret¢i kullanarak ilk 3 bilesen tarafindan varyasyon yiizdesinin
agiklanmasi

Bilesenler 1 2 3
Varyasyon yuzdesi % 47,42 | 23,48 | 22,22
Kimilatif varyasyon yiizdesi % | 47,42 | 70,90 | 93,13

Cizelge 4.8. SSR isaretgi kullanarak incelenen oOzelliklerin temel koordinat analizine
gore faktor degerleri ve bunlara karsi gelen bilesenler

Bilesen Numarasi

1 2 3 4
Ozdeger | 0,088 | 0,044 |0,041 | 0,013

R -0,121 | 0,023 | 0,007 | 0,089
YH -0,061 | -0,131 | -0,113 | -0,028
iH 0,243 | 0,046 | -0,052 | 0,017

YAT 0,038 | -0,074 | 0,161 | -0,020
CMS -0,099 | 0,136 | -0,004 | -0,058

Temel Koordinat Analizi
/7~ \
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Sekil 4.6. SSR isaret¢i kullanarak bes ay¢icegi grubunun temel koordinat analizi ve
onlarin iki boyutlu diyagram tizerinde ayrimi
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45.3.b TRAP

TRAP isaretci kullanarak, yapilan temel koordinat analizinde ilk 3 bilesen %86,94°luk
varyasyonu aciklamistir (Cizelge 4.9). Ilk iki bilesenlerin (zerinden elde edilen 2
boyutlu diyagramda gruplar belirgin sekilde ayrilmislardir. Yabanci hibritler, restorerler
ve CMS’ler ile birlikte bir grup olusturarak iran hibritleri ve yabanci acik tozlasan
genotiplerden ayrilmislardir (Sekil 4.7).

Bu ayrim Iran hibritlerinin ilk bilesende en yiiksek eigen degerine sahip olmasi tizerine
(0,166) ve SSR isaret¢i gibi diger gruplarin yakin degere sahip olmalarindan
kaynaklanmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.9. TRAP isaret¢i kullanarak ilk 3 bilesen tarafindan varyasyon yiizdesinin
aciklanmast

Bilesen 1 2 3
Varyasyon yuzdesi % 44,33 | 25,36 | 17,26
Kimilatif varyasyon yiizdesi % | 44,33 | 69,68 | 86,94

Cizelge 4.10. TRAP isaret¢i kullanarak incelenen 6zelliklerin temel koordinat analizine
gore faktor degerleri ve bunlara karsi gelen bilesenler

Bilesen Numarasi

1 2 3 4
Ozdeger | 0,043 | 0,025 [0,017 | 0,013

R -0,098 | -0,076 | -0,042 | -0,055
YH -0,017 | 0,026 | -0,071 | 0,078
IH 0,166 | -0,061 | 0,012 | -0,004

YAT 0,021 | 0,120 | 0,001 |-0,051
CMS -0,073 | -0,009 | 0,200 | 0,033
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Sekil 4.7. TRAP isaret¢i kullanarak bes aycicegi grubunun temel koordinat analizi ve
onlarin iki boyutlu diyagram iizerinde ayrimi

Her iki analize gore Iran hibritleri diger gruplardan daha farkli olarak kendisini

gostermistir. Bu sonug 6nceki analizlerde de tespit edilmistir.

Temel koordinat analizi bir o6lcekleme veya koordinasyon yontemi olarak
tanimlanmaktadir. Bu yontem bireyler arasindaki olan bir benzerlik veya uzaklik
matriksi ile olusan iki boyutlu diyagramda, olusan gruplar arasindaki mesafeler, ger¢ek
uzakliklar1 yansitmaktadir (Mohammadi and Prasanna 2003). Bu yontem ile temel
bilesenler analizi kiyaslandiginda, farkli baglangi¢c matrikslerinin olmasi s6z konusudur.
Temel koordinat analizi bir benzerlik veya uzaklik matriks ile baglamaktadir. Ancak
temel bilesenler analizi allellerin 0 (yok) veya 1 (var) matriksi ile baslamaktadir.
Verilerin az ve bagh karakterlerden olusumu durumunda veya kayip veri olmadigi
durumlarda her iki analizin sonucu ¢ok yakin olacaktir (Mohammadi and Prasanna
2003). Rohlf (1972) bu gibi durumlarda yani verilerde birgok kaybin oldugu veya az
sayida karakterin bagli oldugu durumlarda temel koordinat analizi, temel bilesenler

analizine gore tercih edilmesinin uygun oldugunu belirtmistir.
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Diger taraftan, genelde ilk 2 veya 3 temel bilesen, kimulatif varyasyonun buyik bir
kismin1 agiklamaktadir. Kantitatif verilerde her ne kadar az sayida bilesen, toplam
varyasyonun biiyiik bir kismini agiklamasi durumunda, gruplarin olusumu daha iyi ve
net bir sekilde iki boyutlu diyagramda goziikecektir. Ancak molekdler verilerde (0 veya
1 gibi) tam ters bir durumun olmas1 beklenmektedir (her bilesenin toplam varyasyona
katkis1 en fazla %10-20). Bu durum grafiksel agidan pek ¢ok iyi olmasa da genetik
acidan iyi bir durum olarak degerlendirilmektedir. Nitekim cok sayida bilesen, az
varyasyon yiizdesini agikliyorsa, segilen primerlerin tim genomu kapsadiklari

sOylenebilir (Mohammadi and Prasanna 2003).

Bizim ¢aligmada ilk 3 bilesen, SSR isaretcisinde %93,13’lik ve TRAP isaretcisinde
%86,94’l0k varyasyonu agiklamaktadir. Bunun nedeni, verilerde ¢ok kayip bant
olmasindan ve ozellikle molekiiler verilerde diisiiniilmektedir. Zira fazla kayip bant
durumlarda, temel bilesen analizinde kayip verilerin ortamalari hesaplanarak, yakin
benzerlik degerlerine sahip olmalarina ragmen, diyagramda bu tur kayip veri olan
genotipler ayn1 grup icinde yerlesebilirler ve sonu¢ olarak yliksek varyasyon ylzdesini
ortaya c¢ikarabilirler (Rohlf 1972). Sonug olarak, molekiiler biyogesitlilik ¢alismalarda
secilen primerler bitkinin tiim genomunun kapsamasi ve c¢ok veri kayip durumlarda

temel bilesenler analizi yerine temel koordinat analizinin kullanmas1 6nerilmektedir.

Hongtrakul et al. (1997) calismasinda AFLP isaret¢i kullanarak temel koordinat
analizini 23 ayg¢icegi kendilenmis restorer ve CMS hatlarin biyogesitliliginde ve
ayrilmasinda uygulamistirlar. Analizin sonucunda genotipler 2 boyutlu diyagram
lizerinde devam ettirici (B hat) ve restorer (R hat) iki ana gruba ayrilmistirlar. ilk 3

bilesen, %34 genetik vartyansini agiklamistir.

Cronn et al. (1997) alozim isaret¢i kullanarak kiiltiir ve yabani ay¢igegi aksesyonlarinin
genetik biyogesitliliginde temel koordinat analizini taksonomik uzaklilik {izere

uygulamustirlar. Ik 2 bilesen, %34,1 varryansmi agiklamistir. Onlarin ¢alismasinda
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temel bilesenler analiziyle temel koordinat analizinin sonuglart ¢ok yakin ¢ikmistir
ancak verilerinde kayip bant oldugundan dolay1 temel koordinat analizini tercih
etmistirler. Sonug olarak yabani aygigeginin genetik biyogesitliligi kiltlir aygicegine
gore daha yiiksek belirlenmistir. Kiltlr aygiceginin diisiik biyogesitliliginin nedenini,
allelik ¢esitligin azalmasi, polimorfik lokuslarinin payinin azalmas: ve beklenen

hetrogizotlugun azalmasi olarak agiklamiglardir.

Diger bir arastirmada Darvishzadeh et al. (2010) SSR isaret¢i kullanarak 28 ay¢igegi
genotiplerin  biyogesitliliginin belirlenmesinde ve kiimele analizinin sonuglarini
dogrulamak amaciyla, temel koordinat analizi kullanmuslardir. Ik 3 bilesen %34,05
kiimiilatif variyans agiklanmistir. Bu analizden elde edilen sonug, kiimeleme analizine

¢ok yakin olmustur.

4.6. Tum Genotiplerin Genel Kiimeleme Analizi

4.6.1. SSR

Genotipler arasindaki akrabalik iligkiSini daha iyi anlamak ve ayrica heterotik genotipler
ve gruplari belirlemek amaciyla tiim genotiplerin arasinda klimeleme analizi yapilmistir.
Genotipler arasindaki genetik biyogesitliligin belirlemesi icin ikili genetik benzerlik
katsayist Dice yontemi kullanarak hesaplanmistir. Dice katsayisi biyogesitlilik
calismalarda en c¢ok kullanilan genetik mesafelerinden biridir. Calismamizda 3 farkl
genetik mesafe (Jaccard, Dice ve Simple Matching) ve 3 farkli kiimeleme ydntemi
(UPGMA, Single Linkage ve Complete Linkage) denenmis olup en yiiksek kofenetik
katsayist olan genetik mesafe ve kiimeleme yontemi (Dice ve UPGMA) secilmistir.
Yiksen kofenetik katsayist olan yontem, kiimelemenin uyumlu oldugunu

gOstermektedir.



70

Bu benzerlik katsayisi 49 SSR polimorfik bant tzerinden 0,364 (R26 ve CMS502
hatlarin arasinda) ile 0,978 (iki restorer R2 ve R3 hatlarin arasinda) ve ortalama 0,673
hesaplanmigtir. Ortalama olarak CMS grubunun benzerlik katsayisi (0,661) diger
gruplara gore daha az belirlenmistir (Cizelge 4.11). Bu sonu¢ CMS hatlarin
biyogesitliliginin diger gruplara gére daha yiliksek olmasini yansitmaktadir. Ayrica bu
sonu¢ baska yontemlerle elde ettigimiz sonuglart dogrulamaktadir. Hem AMOVA
yontemi hem de kiimeleme ve PCOA yontemlerinde de CMS grubunun polimorfizmi

diger gruplara gore yiiksek oldugunu gostermistir.

SSR isaret¢i kullanarak, R26 ve CMS502 hatlar arasinda en yiksek genetik mesafeye
sahip olmalar1 ve bu yiizden heterozis olayindan faydalanmak igin ileride hibrit tiretimi

amagl aygicegi 1slah programlarinda dnerilmektedir.

Cizelge 4.11. SSR ve TRAP isaretgiler kullanarak Dice katsayilarinin gruplar arasindaki
ortalama degerleri

SSR | TRAP SSR+TRAP
Gruplar Ort. Ort. Ort.

R 0,721 0,701 0,712
YH 0,757 0,758 0,758
IH 0,750 0,797 0,788
YAT 0,753 0,768 0,764
CMS 0,661 0,751 0,730
Ort. 0,728 0,755 0,750
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Sekil 4.8. 68 Iran ayciceginin SSR isaretci ve Dice benzerlik ve UPGMA yontemi
kullanarak kiimeleme analizi sonucunda elde edilen dendrogram

4.6.2. TRAP

Ayn1 SSR isaretci gibi, benzerlik katsayis1 116 TRAP polimorfik bant tzerinden 0,472
(R42 ve CMS328 hatlarin arasinda) ile 0.920 (iki CMS38 ve CMS54 hatlarin arasinda)
ve ortalama 0,724 hesaplanmistir. Ortalama olarak R grubunun benzerlik katsayisi
(0,701) diger gruplara gore daha az belirlenmistir (Cizelge 4.11). Bu sonu¢ R hatlarin
biyogesitliliginin diger gruplara gore daha yiiksek olmasini yansitmaktadir. Ayrica bu
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sonu¢ bagka yontemlerle elde ettigimiz sonuglari dogrulamaktadir. Hem AMOVA
yontemi hem de kiimeleme ve PCOA yontemlerinde de R grubunun polimorfizmi diger

gruplara gore yiliksek olmasi belirlenmistir.

TRAP isaretci kullanarak, R42 ve CMS328 hatlarin en yilksek genetik mesafeye sahip
olmalar1 ve bu yiizden heterozis olayindan faydalanmak i¢in ileride hibrit {iretimi amagh

aycicegi 1slah programlarinda 6nerilmektedir.
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Sekil 4.9. 68 Iran ayciceginin TRAP isaretci ve Dice benzerlik ve UPGMA yontemi
kullanarak kiimeleme analizi sonucunda elde edilen dendrogram

4.6.3. SSR ve TRAP isaretci birlikte kimeleme analizi

SSR ve TRAP isaretci sistemlerinden elde edilen verileri birlikte kullanarak kiimeleme

analizi yapilmistir. Benzerlik katsayisi iki isaretginin tzerinden 0,524 (R42 ve CMS328
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hatlarin arasinda) ile 0,892 (iki R2 ve R3 hatlarin arasinda) ve ortalama 0,712

hesaplanmustir.

Iki isaretgisinde farkli hatlarin uzak genetik mesafenin ortaya ¢ikma nedeni, bu iki
sistemin farkli yOnden bireyler arasinda genetik biyogesitliligin  belirlenmesi
diistintilmektedir. Yue et al. (2009) farkli genotip setlerin lizerinde ¢alisilmasi ve farkli

yontemlerin kullanilmasi, degisik sonuglarin elde etmesine neden olabilmesini ifade

etmislerdir.
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Sekil 4.10. 68 Iran ayciceginin SSR ve TRAP isaret¢i, Dice benzerlik ve UPGMA
yontemi kullanarak kiimeleme analizi sonucunda elde edilen dendrogram
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Iki SSR ve TRAP isaretcinin benzerlik matriksinden elde edilen dendrogramda,
genotiplerin gruplamalar1 daha iyi goériinmektedir. Restorerlerin ¢cogu dendrogramin st
kisminda, ticari ¢esitler orta kisminda ve CMS’ler asag1 kisminda yer almaktadirlar.
Dendrogramin en alt kisminda 4 restorer hatti, CMS’ler ile ayn1 grupta yer almalari
onlarin soylarinin karigsmalarin1 gostermektedir. Yue et al. (2009)’1n ¢alismasinda 177
aycicegi kendilenmis hatlarinin (65 tanesi devam ettirici, 71 tanesi yagh restorer, 22
tanesi cerezlik devam ettirici ve 19 tanesi cerezlik restorer) TRAP isaret¢isiyle genetik
biyogesitliligin belirlenmesinde, 7 tane restorer hatlarin devam ettirici grubunda yer

almasini ifade etmislerdir.

Kiiltiir aygiceginin genetik biyogesitlilik tabani, kilture alma ve 1slah programlari
nedeniyle daralmistir (Tang and Knapp 2003; Liu and Burke 2006). Gentzbittel et al.
(1994) 17 aygigegi kendilenmis hatlarinda RFLP isaretciler kullanarak yaptiklari bir
calismada diger tarla bitkilerine gore daha diisiik genetik degiskenligi elde etmistirler ve

yabani aygigegi tlrlerinden yeni genlerin kiltur ay¢icegine aktarilmasini ifade etmisler.

Ronicke et al. (2005) c¢alismasinda, genectik benzerligin 25 aygicegi kendilenmis
hatlarda 0,58 ile 0,98 arasinda ve ortalama 0,70 belirlenmistir. Hongtrakul et al. (1997)
calismasinda, 24 aygicegi kendilenmis hatlarda AFLP isaret¢i kullanarak genetik
benzerlik 0,70 ile 0,91 arasinda belirlenmistir. Yue et al. (2009) 177 aygicegi
kendilenmis hatlarda genetik benzerlik 0,30 ile arasinda 0,97 ve ortalama 0,58 olarak
ifade edilmistir. Bizim ¢alismamizda genetik benzerlik SSR isaret¢i kullanarak ortalama
0,728 ve TRAP isaret¢i kullanarak 0,755 ve toplam ortalama 0,750 belirlenmistir
(Cizelge 4.11). Bu iki isaretci sisteminden elde edilen sonuclar, genel olarak toplam 68

genotipin genetik biyogesitliliginin diisiik oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

SSR ve TRAP isaretcileri ile yapilan analizlere gore 68 aycicegi genotipinin arasindaki
genetik biyogesitlilik agisindan diisiik olarak goziikmektedir. Gruplar arasinda 6nemli
derecede uzaklik mevcuttur ve bu gruplardan o6zellikle restorer ve CMS kendilenmis
hatlardan, ileride yapilacak 1slah ¢alismalarinda yeni ebeveyn hatlar secilebilir, ancak bu
68 aygicegi genotipinin genel benzerlik degeri yiiksek oldugundan dolayi biyogesitlik

acisindan, dar bir genetik tabana sahip oldugu séylenebilir.

Asagida calismamizdan ¢ikarilan sonug ve Oneriler liste halinde sunulmustur.

Aygiceginin DNA izolasyonunda farkli yontemler test edilmis, hizli ve temiz sekilde

DNA elde edilmesi igin yontemler modifiye edilmis ve sunulmustur.

Hem SSR hem de TRAP isaret¢i sisteminin sonuglari ¢ok yakin olmus ancak TRAP
isaret¢i daha ¢ok polimorfik bant trettiginden ve sabit primerleri EST’lerden elde
edilmesinden dolayi, aygigeginde ozellikle kendilenmis ebeveyn hatlarin segiminde
etkili bir isaret¢i olarak gorulmektedir.

SSR isaretcisinde CMS grubu ve TRAP isaret¢isinde restorer grubu her iki isaretgi
sisteminde yuksek polimorfizm orani gostermelerinden dolay: farkli heterotik gruplar
olarak belirlenmistir. Kendilenmis hatlarinda gozlenen yiiksek polimorfizm,
kendilenme igin segilen ebeveynler arasindaki mevcut yiiksek biyocesitlilikten
kaynaklanmaktadir. Segilen ebeveynler, iran’daki aycicegi 1slah programi kapsaminda
yeni genetik materyalin olusturmasi ic¢in lilkeye ithal edilen birgok ticari hibritten
sec¢ilmistir. Her iki isaret¢i sisteminde kendilenmis restorer ve CMS hatlarin kiimeleme
ve temel bilesenler analizleri sonucunda ayni veya yakin benzerlikte ¢ikmasinin temel

sebebi olarak diistiniilmektedir.
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Iki isaretci sistemini bant deseni ve dagilimi acisindan karsilastirdiginda, TRAP isaretci
sistemi bir fazla 6zel bant olusturdugundan dolay1, gruplarin ayrilmasinda daha etkili
olarak bulunmustur. Bunun nedeni, TRAP isaretginin sabit primerlerden birisinin
(MSPO03) erkek kisirlik lokusuna ait bir EST’den iiretilmis olmasi olabilir. Bu nedenle
TRAP isaretgisinin erkek kisir genotiplerin ayirt edilmesinde iyi bir isaret sistemi
oldugu disiiniilmektedir. Her iki isaret¢i sisteminin bant modeli ve dagilimina gore,
sonraki calismalarda 6zel bantlarin jel iizerinden kesilmesi ve sekans analizlerinin
yapilmasi, isaret destekli seleksiyon gibi calismalarda faydali yontem olarak

onerilebilmektedir.

Her iki isaretci sisteminde restorer ve CMS grubu en diisiik genetik mesafeye sahip
gruplar olarak belirlenmistir (SSR=0,070 ve TRAP=0,066).

Kimeleme analizinin sonucunda iki isaret¢inin dendrogramlart ayni sonucu ifade
etmektedirler. Hem yabanci hibritlerin hem de yabanci agik tozlasan genotiplerin bir
grupta olmasi, bununla beraber restorer ve CMS hatlarin ayni grupta yer almasi1 tahmin
edilebilen bir sonugtur. Iran hibritlerinin ebeveyn hatlarmin genetik anlamda farkli

olduklar1 bu analizler ile daha iyi anlasilmis ve ortaya konmustur.

Aycicegi genotipler ve kendilenmis hatlarin hakkinda genetik biyocesitlilik ve akrabalik
bilgileri, hem germplazm korumasinda ve kendilenmis hatlarin teshisinde, hem de hibrit

tiretimi i¢in ebeveyn hatlarin se¢ilmesinde faydali ve etkili olabilmektedir.

Molekiiler genetik biyogesitlilik c¢alismalarda segilen primerlerin  bitkinin  tiim
genomunun kapsamasi ve veri kaybinin ¢ok olmasi gibi durumlarda temel bilesenler

analizi yerine temel koordinat analizinin kullanmas1 dnerilmektedir.

SSR isaretgi kullanarak, R26 ve CMS502 hatlarin en yiiksek genetik mesafeye sahip

olduklar1 belirlenmis bu nedenle heterosis olayindan faydalanmak ig¢in ileride
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yapilabilecek hibrit iiretimi amagli ayci¢egi i1slah programlarinda ebeveyn olarak

kullanilmalari1 6nerilmektedir.

TRAP isaretci kullanarak, R42 ve CMS328 hatlarin en yiiksek genetik mesafeye sahip
olduklar1 belirlenmis bu nedenle heterosis olayindan faydalanmak ig¢in ileride
yapilabilecek hibrit iiretimi amagli ayci¢egi 1slah programlarinda ebeveyn olarak

kullanilmalar1 6nerilmektedir.

Hem SSR hem de TRAP isaretcileri aygigegi genomunda farkli hedef bdlgelerini
cogaltma nedeniyle elde edilen en uzak genetik mesafeye sahip genotipler birbirinden

farkli olmustur.

SSR ve TRAP isaretcisinin benzerlik matriksinden kombine olarak elde edilen
dendrogramda, genotiplerin gruplamalar1 daha i1yi goriinmektedir. Restorerlerin ¢ogu
dendrogramin st kisimda, ticari gesitler orta kisimda ve CMS’ler asag1 kisimda yer

almiglardir.
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