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OZET

RAPD MARKERLERINI KULLANARAK TURK SUSAM
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A. GULHAN ERCAN SENCICEK
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Haziran 2000, 102 Sayfa

Germplasm koleksiyonlarindaki genetik farkliligin bilinmesi hem bitki 1slahgtlart hem
de taksonomistler i¢in Snemlidir Bu caligmada, Tiirkiye'de kiiltiirli yapilan 52 yerel susam
cesidi arasindaki genetik uzakhk, morfolojik ve molekiler marker sistemleri 1le

degerlendirilmigtir.

Populasyonlar arasindaki genetik farkliig belirlemek igin oniig morfolojik dzellik
kullantlmistir Morfolojik 6zellikler arasindaki iliskiler, korelasyon analizi ile belirlenmig
ve temel bilesenler analizi ile desteklenmistir. Populasyonlar, hiyerarsik kiimeleme
analizinde o6klit uzakligina dayanarak gruplandimilmigtin. Farkli gruplarda yer alan
populasyonlar, cografik orijinlerine gdre dagilim gostermemistiv PCR kokenli RAPD
marker analizi icin her grup igindeki en az genetik uzakbk mesafesi olan populasyonlar

elenmistir. PCR aractlift ile DNA gogaltlmasinda oniki primer kullamlimugtir.

Kalan 38 populasyon arasindaki genetik farklilik, polimorfik RAPD) bantlarinin varligt
veya yokluguna gdre tahmin edilmistir. Amplifikasyon {irfinleri UPGMA ile analiz edilmis

ve sonra populasyonlar iki farkh gruba kiimelenmigtir. -

Bu sonuglar RAPD teknifinin susam sistematifi i¢in kullamish oldugunu, gen

bankalarinin devamliliginda ve slah programlannda etkili ebeveyn segimi igin yararh




oldugunu gostermektedir Caligma susam populasyonlarinda, gelecekteki molekiiler temelli

§all$malfﬁ' icin referans kaynaf olacaktir.
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ABSTRACT

3.ANALYSIS OF GENETIC DISTANCE IN TURKISH SESAME POPULATIONS
' USING RAPD MARKERS

A. GULHAN ERCAN SENCICEK
Ph.D. Thesis in Department of Field Crops

Adviser: Asst. Prof. Dr. MEHMET BILGEN
June 2000, 102 pages

' Knowledge of genetic diversity in germplasm collections is important for both plant

eders and taxonomists. In this study, morphological and molecular marker systems were

‘used to determine genetic distance among 52 landraces of cultivated sesame (Sesamum

ndlcum L) from Turkey.

713 morphological traits were used to determine genetic distance among sesame

“populations. Intercorrelation among morphological traits was established by correlation

_ .r'i'élysis and supported by PC analysis. In hietarchical cluster analysis, the populations were

gr()uped based on Euclidean distance. The resulting distribution of populations in clusters

. was not according to their geographical origin. For PCR-based RAPD marker analysis, the

. populations with the shortest genetic distances within each group were eliminated. Twelve

i primers were used to amplify DNA via PCR

The genetic diversity among the remaining 38 populations was estimated based on

2::'.'presence or absence of polymorphic RAPD bands. The amplification products were

analyzed using UPGMA, and then the populations were clustered in two differen, groups.

. These results indicate that RAPD techniques are useful for sesame systematics, and

§hOuld be valuable for the maintaince of germplasm banks and the efficient choice of




.’parents in breeding programs. The study can serve as a sowrce of reference for future

“molecular based studies in sesame populations.

KEY WORDS; Sesame, Sesamum indicum L., genetic distance, RAPD, morphological

marker, cluster analysis
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ONSOZ

Ulkemizde susam iireticileri, uzun yillar dogal seleksiyon ile elde edilmiy susam

gen bankalanmin olusturulmasi ve sistematikte de buyuk yaratlar

kadar,
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' Tiirkiye susamun orijini olmamasina ragmen Trakya'dan Giineydogu Anadolu Bslgesine

Kadar oldukga genis bir alanda yayilis gosteren ¢ok sayida populasyona sahiptir. Ulkemizde

yeii'stirilen bu yerel susam populasyonlann arasinda genetik farklilifin  bulunup

bu'l'i'.inmad@ma dair bir bilgi yoktur. Oysa, bitki germplasmnin genetik uzakligina dair

bilgilcr‘ birgok bitki 1slahg¢ist i¢in spesifik bir germplasm kaynagindaki genetik iliskinin

belirlenmesi ve hatlar veya populasyonlarm tanimlanmasi agismdan Onemli basvuru

kaynagl olacakttr. Islah programinin baslangicinda genotipler arasindaki genetik iligkinin

bilinmesi fenotipik bilgiyi tamamlayici olarak 1slah populasyonlanmin gelistirilmesinde

kullanabilir (Santalla vd 1998) Genotipler arasindaki genetik benzerlik, yeni genetik

kombinasyonlarin olusturulmast icin melezleme kaynag1 olarak 1slah¢mnin neyi kullanacag

konusunda karar vermesini saglar (Hallden vd 1994).

- Cegitler geligtirilmesi i¢in kullamlan saf hat seleksiyonu yani sira, verim artisinda bir

dé:gismenin saglanmasi igin bagvurulan heterosis 1slahi kendine ve yabanci dollenen

5itkilerde, hibritlerin  gelisimi igin &nemlidir. Genellikle farkli cografik orijinli

;-_-__-_'éenotiplerden olusan hibritler benzer orijinti hibritlerden daha yiiksek verimli olmaktadir

_’."S'usamm, diger kendine dollenen birgok bitkiden daha fazla genetik gesitlilige sahip

- fi)ldug',gunu (Ganesh ve Thangavelu 1995) géz Oniine alusak yapilacak hibrit 1slahinda

genetik olarak farkli bireyler 1slah¢i igin iyi birer materyal olacaktir; Nitekim Quijada ve

Layrisse (1995), susamda heterosis ve kombinasyon yetenegmi arastumak  igin

- kullandiklan 12 susam varyetesini farkl lokasyonlardan morfolojik 6zelliklerine ve gelisim

__'-'periyotlanna gore secmislerdir.

Bireyler veya populasyonlar arasindaki varyasyon morfolojik dzelliklere ve

> biyokimyasal parametrelere (izozim analizi ve tohum depo proteinleri) day@narak

.; belirlenmektedir (Jain vd 1994). Bitki genetik haritalarinin olusturulmasinda kullanilan

marker sistemlerinden biri olan bu fenotipik marketler, yaprak veya ¢igek morfolojisini

o etkileyen ozellikler, bitki boyu ve pigment biyosentezi gibi Ozelliklerdir Fenotipik




mérk;'rlef’e dayalt genetik haritalar '"klasik haritalar" olarak isimlendirilmektedir
Koomneef 1990). Fenotipik dzelliklere gbre yapilan morfolojik-agronomik gruplamalar
“e'vré’dcn etkilenen az sayida karaktere dayandifi igin iki grup gergekte uzak iligkili
dlﬁiaéina ragmen oldukca yakin akraba olarak gdriilebilir Bununla birlikte bu karakterler

birbirine oldukea yakin genotipler arasinda sinirli polimorfizm gdsterirler

fagnien diisiik frekans verdikleri igin kullammmi smurhdir Isshiki ve Umezaki (1997),

ciltiirit yapilan 68 susam varyetesinde varyasyonu belirfemek igin 7 tane enzim sistemi

RAPD icin gereken DNA'dan daha az stabil olmaktadir (Golembiewski vd 1997).

_ "'Kleppe vd (1971) tarafindan PCR'in ilk teorik temelleriyle ilgili makalelert
j’(aymlanmlstu‘.‘ Ancak, bu 1980'de Kary Mullis vd'lerinin genomik DNA'dan ¢ok sayida tek
ké'pya genlerin ¢ogaltilmasi ile ilgili ¢aligmalarina kadar bir ses getirmemistir. PCR'in ilk
gulamasinda kullanilan enzimin denatiirasyon adimi siiresince inaktif olmasindan dolay:
her déngii siiresince E. coli DNA polimerazin klenow fragmentinden eklemek gerekiyordu.
'.l'?'aha sonta Thermus aquaticus'dan 1siya dayanikhh Tag DNA polimerazin eldesi ile bu
'ﬁfdblem ortadan kaldinlarak PCR''!n otomasyonu saglanmistir Bu sekilde, Tag DNA
'é'(')limeraz, yapisma (annealing) ve uzama (extension) igin yitksek sicakligin kullamimina

olanak tammustir




PCRn gelisimi ile spesific DNA fragmentlerinin cogaltilmast yolu ile DNA
- polimorfizmi belirlenebilmistir. Protein veya DNA markerlerine dayanan haritalar ise
*molekiiler haritalar" olarak adlandmilr (Reiter vd 1993). Genetik uzaklhik bir ¢ok tarla
| bitkisinde cesitli molekiiler, kimyasal ve morfolojik &zellikler kullanilarak belirlenmeye
. cabsilmistir. Hem temel hem de uygulamah bitki bilimeileri tarafindan galigilan
- organizmalar arasindaki genetik varyasyonun daha iyi anlagilmast igin, bu araglara ihtiyag
: duyulmaktadir. DNA sekansindaki polimorfizmin belirlenmesi i¢in RFLP, AFLP, SSR,
: CAPs ve RAPD teknikleri gelistirilmistir. Son yillarda rasgele primerlerin kullamimast ile
elde edilen markerler, "random amplified polymorphic DNAs" (RAPDs) ve "arbitrarly
primed-PCRs" (AP-PCRs) olarak isimlendiriimistir. Bu DNA markerleri gok basittir.
Ciinkii, herhangi bir spesifik DNA sekans bilgisine yada spesifik primerlerin sentezine
ihtiyag yoktur. Fragmentler PCR'da primer olarak kullanilan rasgele ve ¢ok kisa DNA
sekanslarindan ¢ogaltilirlar. Boylece farkli bir lokusu temsil eden her bir PCR iiriinii ile

DNA diizeyindeki farkliltk tahmin edilebilir

Ancak, yine de farkli genotiplerden gelen fragmentlerin genetik akrabalift ve
fragmentlerin genom orijini hakkinda baz1 stipheler vardir. Ciinkd, RAPD'ler aym zamanda
dominant genetik markerler olarak davraniriar Bunun anlami dominant RAPD markerlert
ile bir DNA segmentinin heterozigot veya homozigot bir lokusdan mt amplifiye oldugunu
ayit etmek miimkiin degildir. Ko-dominant RAPD markerleri, ayni lokusdan amplifiye
olmus farkl bilyiikliikte DNA segmentleri olarak nadiren belirlenmigtir. Mesela Nicotiana
crassa'nin genetik haritasimin yapilmasinda 88 RAPD markerinin 84 tanesi dominant ve
sadece 4 tanesi ko-dominant olmustur (Williams 1990). Her fragment farkli segregasyon
analizi ile haritalanmazsa cogaltilan fragmentin genom lokasyonu bilinmez. RAPD
markerlerinin bu karakteristikleri bazi germplasm gruplart igindeki genetik akrabaligl
belirlemek igin etkilidir (Thormann ve Osborn 1992). Dominant markerler, kendilenmig
homozigot ebeveynlerin kullanilmast durumunda genetik haritalama igin uygundur. RAPD
markerleri genetik haritalamada, bitki ve hayvan islaht uygulamalarinda, populasyon
genetigi ¢aligmalarmda genetik farkhligt belirlemede, DNA parmakizi ¢tkanlmasinda, ayni

zamanda kromozom-spesifik DNA fragmentlerinin hizli belirlenmesi ve izolasyonuna

T T ey e
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olanak vererek polimorfizm igin etkili bir yontemdir (Newbury ve Ford-Lloyd 1993).

RAPD markérleri kullanilarak genetik haritalamanin pek ¢ok avantaji vardir; biiyik

x}a'ryeteii tiirlerde genomik analiz i¢in universal bir primer seti kulanlir, klonlanmig DNA

pfobiannm izolasyonuna, hibridizasyon igin filitrenin hazulanmasina veya niikleotid

sekanst gibi 6n hazirliklara ihtiyag yoktur (Williams 1990). RAPD, basit ve olduk¢a genis

tirlere uygulanabilmesi nedeni ile yaygin olarak kullamlmaya baglanmigtir  Ornegin,

molekiiler marker kullaniminin sinurlt oldugu bazi konifer tiitlerinde RAPD markerleri bu

yiikii azaltmigtir (Hallden vd 1994) Brassica oleracea, Sorghum bicolor, Beta, Allium,

‘ Lotus, Avena sterilis ve coffea bunlardan bazilanidir. Hevea klonlan arasinda morfolojik

” '-'-_f:varyasyonlar gok farkli olmadifi igin morfolojik 6zelliklere dayali fenotip

=belirlenmesindeki zorluk, RAPD markerleri ile giderilmistir

Susamda yapilan bu ¢aligmada populasyonlanin smuflandirilmas, germplasmin

:_.E-degerlendirilmesi ve genetik kaynaklarnn planlanmasi igin gereklidir. Populasyonlar

hakkinda bugiine kadar molekiiler diizeyde bir yaklasim olmamustir. Bu nedenle tarla

E-denemelexi sonucu elde edilen agronomik zellikler degerlendirerek fenotipik ozelliklere

- dayali bir seleksiyondan sonra fenotipik olarak farkli olan 38 populasyon arasindaki genetik

- farklilik, RAPD markerleri kullanilarak belirlenmistir. Yapilan bu ¢alisma susam 1slahi ile

+ ugrasan 1slahetlar igin yeni genetik kaynaklarin olusturulmasinda bilgi kaynag: olacaktir.

" Bunun yani sira  molekiller dilzeyde tamimlanmasinm yapildiy ditkemiz susam

~ populasyonlarnin gen bankalarinin olusturulmas: igin faydal olacagima inaniimaktadir,




KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

orlfolojik ve Biyolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

Jeffers vd (1967), yaptiklari ¢alismada 51k tuzag: ile yakalanan kanath afidlerde 19 degisken
_g_mué{erdirh Aragtumacilar temel bilesenler analizi yapmadan 8nce degiskenlerin bir uzunluk

_gyi_karlslm1 otusturduklarini gdz Gniine almislar ve én islem olarak korelasyon matrisi

p siardlx' (Digby ve Kempton 1987).

Hu (1985), 45 susam varyetesi ile yaptif1 galismada, kapsiilde karpel sayist ve bogumda

7 sayisinin BAN ve 3BA tipine gére daha yiiksek oldugu ancak BAN ve 3BA tipinde kisa
d ve ¢ok sayida kapsiil oldugunu tespit etmigtir. 3BA tipi diger tiplere gére daha erken

y151 bogum arasi uzunlugu ve bogum say1si ile aralarinda korelasyon oidugunu gdstermuigtir.

-Digby ve Kempton (1987), birgok coklu degisken analizi uygulamalarinda, her birey

uzennde ¢ok sayida degisken 8l¢limil yapildigim fakat, arastirmactmin bu degiskenlerin hepsini
kullamp kullanmayacagini belitlemek zorunda oldugunu bildirmislerdir Ciinkii arastirmacinin
eldeki ¢alisma icin hangi bulgulann nemli oldugundan emin olmamas: veya diizenleyecegi

anketln pahali ve zor olmasindan dolay1 bu gibi durumlarda biitiin veri setinin analizi ile ilgili tig

§pa sorun oldugunu belirtmislerdir; -

1. Baz degiskenler ¢alismanin amaci ile tamamen ilgisiz olabilir ve diger verilerin gergek

etkilerini maskeleyebilir.




Cok degisken olunca giivenilir parametre tahminleri elde etmek igin gerekli Gmek
- bityiikliigll gergekgi bilytkliikten yiiksek olabilir.

Cok degisken problemde ¢ok sayida parametreye yol agar Bu da Odmekleme
: degiskenlifinden dolay1 daha gok karmagikhiga neden olur.

:{; yiizden ¢ofu problemlerde, analizde kullanilacak en iyi defigkenlerin dnceden
:iltﬁesinin gerektigini ve bdyle bir segimin goklu degisken analizi problemlerini azalttifm
I'démslardlrx Aynm sekilde diizenlenmemis veri setinin ana oOzelliklerini géstermek igin
‘ ﬁlfnﬁs "p" degiskeninden en iyi "m" tanesini secerek iki populasyonu ayurt etmek icin veya
{ki-‘-dégisken grubu arasinda tatmin edici bir iliskiyi saglamak igin yapildigini belirtmislerdir.

- A'_rastumacﬂar, hiyerarsik kiimeleme yontemlerinin standart gdsteriminin dendogram
dugﬁnu, dendogramda sagdan sola gittik¢e kiimelerin daha kiigiik kiimelere bélindiigmi ve

tay eksenin kiimelerin birlestigi benzerligi gbsterdigini bildirmislerdir

Krzanowski (1988), dendogramun, kiimeleme Kkatsayisimin ekstrem degerler arasinda
'te'iﬁatik olarak degistirilmesi ile var olan gruplar arasindan ortaya ¢ikan birlesme ve boliinme
ﬁu gosterdigini bildirmistir. Dendogramun alt kismunda biitiin birimlerin ayn gruplar
u_é_tﬂrdugunu ancak dendogramin tepesinde biitin birimlerin tek gruba girdigini béylece
1ucu bir yontemin dendogramin tepesinden baslayarak asagi dogru ilerledigini agiklamstir.

playict yontemin ise dendogrammn en altindan baglayip yukar: dogru giktigint belirtmistir

- Perry ve Mclntosh (1991), germplasm koleksiyonunun artist ve devamliligmin oldukga
_ijnémli oldugunu bildirmislerdir. 78 iilkeden Hordeum vulgare, Triticum turgidum, Carthamus
tin orius, Oryza sativa'nin 2250 bireyinde yapilan ¢alismada fenotipik farklibk tammlanmugtir.
3-ﬁ10rf'010_jik ozellik kullanmilarak wklar iginde ve arasinda varyasyon belirlenmistir. Gruplar
indaki farkliliklarin belirlenmesinde kanonikal diskriminant analizi kullamlarak azaltilmis

"B'O_yut modeli gelistiriimistir Daha sonra hiyerarsik kiimeleme analizi ile 4 gruba aynlmistir.

Singh vd (1991), 306 tane yerel Phaseolus vulgaris arasindaki genetik farklilizi morfolojik
agronomik karakterleri kullanarak belirlemiglerdir. Bu degiskenler ¢oklu degi$ken analizi

._Hanarak analiz edilmistir. Arastirmactlar, 6ncelikle normalite analizi yapmistardr Yaptiklan




onucu tim degiskenler yaklagik bir normalite vermigtir, Ancak hipokotil ve ¢icek rengi,

ekli, tohum parlaklilify, ilk ¢igege kadar olan bogum sayisi, mozaik viriisiine, yaprak

b akteﬂyel hastalik, anthraknoza ve kdseli yaprak bencklerine reaksiyon gibi kesikli
nler normaliteden ayr1 tutulmuglatdic  Analiz, normalite yapilan degiskenlerle
mlstlr Ancak numara verilerek degerlendirmesi yapilan kalitatif degiskenler ve kantitatif
% nlerin birlikte kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde de herhangi bir farkhilik

unt 'armstlr.

;uia ve Sorrells (1991), yulafta yaptiklar calismada 13 kantitatif $zellik kullanmislardir.
-apﬂén. kiimeleme analizi sonucu orijinleri bakimindan 4 biyik gruba ayrilmusglardir
éﬁ.ﬁ.nacﬂar, korelasyon matrisinin  §zvektérii iizerinden standardize edilmis orijinal
erin tahmin edilmesi, degisken bagimsizligint ve $zelliklerin dengeli agirliklandiriimasint
'_glad1g1n1 ve temel bilesenler analizi kullamilarak her gesit igin ortogonal, bagimhilik olmayan

arakterlerin elde edilip bu bagimsiz karakterleri kullanarak gruplar arast iliski belirlendigini

Brown (1991), cesit performansinin cografik dagilimini vermek i¢in agronomik &zellik
ini temel bilesen ve kiimeleme analizleri ile degerlendirmislerdir. Agronomik
rformansa ve lif kalitesi dl¢timlerine dayanarak pamuk cesitleri arasmndaki iligki saptanmistir,
':allz sonucu USA pamuk gesitleri arasindaki genetik varyabilite hakkinda bilgi verilmistir,
Her_bu pamuk varyetesi zelliklerinin baglangicta standardize edilmig verileri kullanilmugtir.

b aha sonra korelasyon matrisi iizerinden temel bilesenler analizi yapitmustir:

:.-':.Patil ve Sheriff (1994), 100 farkli susam genotipinde genetik farkliligin belirlenmesi i¢in
ptlklan ¢aligmada gigeklenmenin % 50' sinin tamamlandig giin sayisi, bitki uzunlugu, dal
ayls, ilk dalin uzunlugu, kapsiil sayisi, ilk kapsiiliin uzunlugu, verim, olgunlasma zaman,
l(apsul uzunlugu, kapsiil basina tohum sayisi, 1000 dane aguligl, bitki bagina tohum verimi,
hasat indeksi, yag icerigi, bitki bagma yag verimi ve kapsiil ¢evresi olmak iizere 16 ozelligi
1n0816m1$lerd1r Caligilan tiim Ozellikler igin varyeteler arasinda varyans analizi Gnemli

farkhhklar aciga ¢ikarmugtir. Genetik uzaklhigina gére varyeteler 14 kiimede gruplanmustir,




yrmacilar, farklt kiimeler igindeki varyetelerin dagihsimin cografik orijinlerine gore

it bildirmislerdir

ér ve Tlrker (1994), degiskenler arasindaki bafimlilifin olmadigi veya degiskenler
ki iliskilerin yapist hakkinda 6n bilgi bulunmadigi durumlarda ¢ok degiskenli istatistik
e ihtiyag oldugunu ve bu amagla faktdr analizi, ana bilesenler analizi, siniflandirma
ve diskriminant analizinin yaygin olarak kullanildigi: ve bunlarda degiskenler
asindaki iligkilerin incelenmesinde en etkili istatistiksel yontemin ana bilesenler analizi
dugunu bildirmislerdir

"£$t1rmacﬂar, 50X10 boyutlu veri matrisine ana bilegenler analizi uygulayarak elde
korelasyon matrisinin 10 degiskenin bir sistem igerisinde birbiriyle olan pozitif ve
.'-:Iyiindeki korelasyonunu agikladigim ve korelasyon matrisinde degiskenler arasinda

len bazi Gzelliklerin daha net bir gekilde agiklia kavustugunu belirtmisterdir.

Sentiirk (1995), kiime sayisina karar vermede kullanilan 6lgiilerden birinin 1971 yilinda
riot tarafindan gelistirildifini ve W, grup i¢i kareler toplam matrisi olmak iizere |[W|
tinit kilme sayist ile inceleyerek kiime sayisim bulmay amagladigini bildirmistir. Yontem
2 _. '.[ iligkisine dayanmakta olup en kiigiik M deZerini veren k degeri gergek kiime sayist
ak ¢ :. e alinmugtir. Marriot tarafindan yapilan ¢esitli aragtirmalarda kiime sayst ile ilgili kesin
uygunluk testinin bulunmadifl ve mode analizinin uygulamada en tutarli sonucu verdigi
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g_'l'ﬂa'.nmlstm Kime sayisimn belitlenmesinde diger bir yaklasim ise k=(n/2)"* B&leiiti

olmustur. Burada k kiime sayisiny, n ise gozlem sayisin: gdstermektedir

Gariesh ve Thangavelu (1995), 50 farkli susam genotipinde genetik uzaklig: arastirmuglardir
___lfmada her genotipin rastgele Srneklenen 5 bitkisinde bitki uzunlugu, bitki basina dal

» ana gdvdedeki kapsiil says1, dallardaki kapsiil sayisi, bitki basina toplf;m kapsiil sayisi,

ul uzunlugu, kapsiil bagina tohum sayist ve bitki bagina tohum verimi gibi 6zeilikleri
lemislerdir. Verilerin orijinal ortalama degerleri normallik analizi igin transforme edilmistir,
lmkiin olan tim D? degerleri hesaplanmistir. Analiz sonunda 50 genotip 4 farkli gruba

I__mi$t1r_ Cografik orijini farkli olan susam genotiplerinin aym grupta yer alabildigini




'5Steﬁnislerdiri Bir cografik bdlgeden alinan tip, farkli bir kiimede yayilis gostermigtir. Buna

oterojenlik, populasyonlarin genetik farkhiligs, Snceki seleksiyon calismalan ve genel

-ombinasyon yetenefinin derecesi-gibi bir gok faktér neden olmustur Arastumacilar, cografik

arkliligin genetik farklilikla bir iliskisinin olmadigini bildirmislerdir

éyo vd (1995), 18 iilkeden elde ettikleri 299 tane bugday g¢esidinde cahgmuglardir:

as,ﬁrmada 23 farkli gézlem alinarak gesitlere ait veriler temel bilesenler analizi ve kiimeleme

analizi ile degerlendirilmigtir Veriler dnce standardize edilmig ve daha sonra temel bilesenler

analizi uygulanacak veriler arasindaki varyabilite tayin edilmistir. Daha sonra UPGMC

i eighted pair-group method of centroid) kullanitarak kiimeleme analizi yapilmistir. Hem

kit '.eleme hem de temel bilesenler analizi gruplar arasindaki farklilifi belirlemede etkili

::;Tathdil (1996), gbzlem veya Slgiim yoluyla elde edilen ozelliklerin analizinin klasik

{statistik teknikleri ile vyapilamadigini, defisken adi verilen bu Ozelliklerin analizinde

fm_iltivaryete analizi (gok depiskenli analiz) tekniklerinin gelistigini belirtmistir. Cok degigkenli

analiz adi verilen bu tekniklerin amacimin, bilimsel ¢ahismalarin say1 ile ifade edilen

soniiglarmin  Szetlenmesi, yorumlanmast ve karar verilirken kullanilmasinin saglanmast

oldugunu, arastumacinin gegerli ve giivenilir sonuglar elde etmek igin ele aldig1 konuyu tim

yonleri ile degerlendirmek zorunda olmast nedeni ile ¢ok degiskenli veri ve bunlarn analizinin

'fektigini aciklamistir.

Tathidil, degisken sayismiin gok olmas: nedeni ile gosterim kolaylift saglamak i¢in ¢oklu

‘degisken analizlerinde vektér ve matrislerden yararlamldigim belirtmistir Standartlagtirilmes

veri matrisinin kullamilmas: durumunda korelasyon matrisinden, aym sekilde verilerin dicit

birimleri ve varyanslann birbirlerine yakinsa kovaryans matrisinden, degilse korelasyon

‘Matrisinden yararlanilmast gerektigini tavsiye etmistir Genellikle degiskenlerin 6l¢ii birimleri

birbirine yakin olmadifi igin pratikte standartlagtiriimis degerlerinden olusan Zyw standart

matrisi kullamldigini  agiklamigtir. Kiimeleme analizinin amacimn, elde edilen verilere

dayanarak birbirine benzer olanlan gruplamak oldugunu, bunun igin pek ¢ok ydntem




glm ancak bunlardan en ¢ok bilinenlerin hiyerarsik (hierarchical) ve hiyerarsik

(ﬁéﬁ-hiet‘ar‘chical) yéntemler oldugunu belirtmistir.

ch d. (1997), farkli tilkelerden toplanan yerfistigint morfolojik &zellikleri acisindan
"'dir&lislerdir:. Arastmacilar verilerin ortalama ve varyans analizlerinden sonra 9
":'egiskenin normallik testlerini yapmuglardir. Kantitatif verilerin ortalamalart 0 ve
slarl 1 olarak standardize edilmistir Standardizasyonun &zellikle kantitatif verilere
ok degiskenli analizlerde oldukca 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Daha sonra temel

sen er analizi ve kiimeleme icin Ward metodunu (Hiyerargik kiimeleme) kullanmislardir,

Bfeud'hgen vd (1997), veri dzetlemek icin veri indirgeme aract olarak kullandiklar: temel

gé:akllgl ile degerlendirilmi$tir' Arastirmacilar, tim degiskenlerin kullanildig1 analizde
d'm metodunun (Hiyerarsik Kiimeleme) kiime i¢1 varyansi minimize ettigini ve ¢ogu cesitler
en tatmin edici kiimeleme sonucunu vérdigini belirtmislerdir. Ortaya ¢ikan dendogram, en
kit gruplann tek baslarina kiimelenmelerine olanak veren ama pedigre yoniinden yiiksek
erecéde iligkili gesitleri miimkiin oldugunca bir tek grup iginde tutan bir kiimeleme analizi
ol¢ 'gu gosterilmistir.  Arastumacilar, defiskenleri kiimeleme analizinde girdi olarak

kullanmadan once bagmsiz dogrusal degisken olusturmak i¢in degisken transformasyonu
:mlslardlr;

Jolliffe (1986) eger matris korelasyon tipinde ise dzdegerlerinin 0 75% kadar oldugu temel

enlerin tutulmasinin da Onerilebildigini ifade etmistir Arastrmacilar yaptiklan ¢alSmada
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a.j‘(1997), ltalya, Ispanya, Fransa, Fas ve Yunanistan'dan toplanan 29 Biserrula

scribano vd (1998), 66 tane Amerikan orijinli yerel fasulye cesitlerinde 14 kantitatif ve 5
.tlfl degigken kullanarak kiimeleme analizi ile 11 gruba ayumiglardir. Bu sonuglara gdre
50 ve: Andean Amenkan gruplarindan, Andean Amerikan gesitleri 8 gruba ve Meso

nkan ¢esitleri ise 3 gruba aynlmustir.

unah ve Okur'un (1980) yaptiklan caliymada hesaplanan ana bilesenlerin gok degiskenli
g¢n‘_1e:'_- iliskin toplam bilgiyi agiklama payinun, ilgili 6zdegerlerle dogru orantili oldugunu, en
yik - ozdegerlere karsihik gelen oOzvektdiler yardimiyla belirlenen diizlemde, noktalar
ndéki iligkilerin asagidaki kural yardimi ile belirlenebildigini agiklamislardir;

‘eri tablolar1 olusturulurken degiskenler iizerinde vyapilan 6lgiimler, degisik olgil
lerinde olabilir Bu nedenle, degiskenler arasindaki uzakliklarin hesabinda yanlig

nlamayi ortadan kaldiracak basit bir déniisiimle, veriler standartlastirilabilir (Tiitker ve
Tiirker (1999).

.2. DNA Izolasyonu ve RAPD Optimizasyonu

PCR, segilmig bir DNA segmentinin ¢ok sayida kopyasini yapan enzimatik bir metottur. Bu
:Q__g_altma isleminde, iki oligoniikleotid, is1ya dayanmikli DNA polimeraz, 4 tane
;'gd.ksiribonﬁkleosid trifosfat, kalip DNA ve buffer kullamiliz. PCR'n isleyisi sdyledir; Cift
cirli kalip DNA 1sitilinca, komplementer zincirleri tutan iyonik baglar zayiflar ve BNA tek
:_;ncir'li duruma ge¢meye baglar Bu olaya "denatiirasyon” denir. Genellikle 94 C sicaklik
ygulanr. "Denatiirasyon"un ardindan yavas yavas sogutulur. Bu esnada oligoniikleotidler tek

incirli DN A'daki komplementeri olan bélgeye baglanit. DNA sentezi bu noktada baslar. Primer

1. populasyonunu 15 morfolojik 6zelligi ile degerlendirmislerdir. Kantitatif

P




'annealing"” denilen bu *asamada, primer tek zincirli DNA'nin 3' ucundan baglanir.

ukie’btidiere primer adi verili. Clinkii DNA sentezini hazular, Primerin iyonik

anmasmda kullamlan sicaklik degeri Tm olarak adlandinlu. Uzun primerlerde veya GC
gl f&la olanlarda Tm yilksek olur. Tm su sekilde hesaplanir:

= 4x(GC)+2x(AT)-5

d_‘dﬁ sonra 1s1 yikseltilir Bu asamada enzim, hedef DNA parcasinin sentezini yap.ar. Bu
ﬂigi_-;.;.zama "extension" adim alir. DNA polimeraz senteze, ¢ift zincirin 3' ucundan baslar ve
: DNA 5'-3' yoniinde sentezlenir Taq polimeraz 72 °C sicaklikta iyt ¢alisir ve bu sicakhik
recesi de uzama icin secilir. Isitma ve sogutma iglemleri pek g¢ok kez tekrarlanarak spesifik

Jeenin gok sayida kopyast elde edilir (Maniatis vd 1982).

]jéllaporta, vd (1985), bitki DNA izolasyonunda sorun olan protein ve polisakkaritlerin

otasium dodecyl acetat” kullanarak, 0 °C'de niikleik asitlerden uzaklastinlabildigini

Williams vd (1990), insan, Glycine max varyete Bonus, Glycine soja PI81762 ve bu iki
eveynin 72 tane F, bireylerinde, Zea mays CM37 ve 1232, Neurospora crassa ile bakteriyel
NA dmekleri kullanmislardir. Amplifikasyon reaksiyon hacmi 25 ul olup 10mM Tris-HCl, pH
3; 50 mM KCI, 2 mM MgCly, % 0.001 gelatin, 200 uM primer 25 ng genomik DNA ve 75
unite Taq pol. igermektedir. Amplifikasyon , Perkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler ile 45
ngil olarak 1 dk 94 °C, 1 dk 36 °C, 2 dk 72 °C'de yapilmigtir Amplifikasyon iiriinleri % 1.4
aroz jel elektroforesisde analiz edilerek ethidium bromid ile boyanmigtr. Reaksiyonda 9-10
nﬁkieotid uzunlugunda % 50-80 G+C kompozisyonlu ve palindromik sekans igermeyen
p’r’imerler kullamlmustir. Belirlenebilir diizeyde amplifiye oimus {iriinlerin ¢ogaltilmas: i¢in en az
% 50 GC igerikli primerlere ihtiyag¢ oldugu bildirilmistir Arastirmacilar, genomik DNA'nin
veya enzim konsantrasyonunun azalmasi halinde jel {izerinde ayrt ayn biiyiiklikteki bantlarin
lstlerinin kaplanmasina yani smeare neden oldugunu bildirmislerdir. RAPD prosediginde ele
alinan her Smekte pek ¢ok DNA segmenti amplifiye olmakta ve bu fragmentlerin bir ¢ogu
alinan bir tirin iki bireyinden birinde olusurken digerinde olugmayabilmektedir. Insan

genomunda yapilan galismada bir Smekte 14 kblik DNA segmenti amplifiye olurken diger
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mplifikasyon olmamustir. Elde edilen bantlar genomik DNA'dan amplifiye olmaktadir
ik DNA ilave edilmeden her primer i¢in kontrol reaksiyonlan hazirlandigi zaman hig bir
l_ﬁkﬁgyon {iriiniiniin olusmamas: kontrol ortaminda, primerin kendinden kaynaklanan
;Syonun olusmadifint kamtlar. Bu sonuglarla rastgele sekansh tek primerlerin £ coli
c;uk genomlarin amplifikasyonu dahil genomik DNA segmentlerinin olugmasina ve farkh
rin amplifikasyon firiinleri arasinda polimorfizmin belitlenebilecegini gostermistir

: i

a‘lifrnbi vd (1991) tarafindan RAPD optimizasyonunda DNA, MgCl; konsantrasyonunun
I_ oldugunu, yiksek DNA ve MgCl; konsantrasyonunda PCR frlinlerinde smear
gunu bildirmislerdir

Il ve DeMarini (1991), yiksek molekiiler agulikli fragmentlerin Agaroz jelde ethidium
mid ile boyanmasi durumunda smear gibi goriindiiginti bildirmislerdir. Oligoniikieotid
rp_érierinin pek ¢cogu PCR firlinlerine doniistigli zaman bu iirlinlerin 3' OH u¢lan genomik
A'ya veya kendi kendilerine baglanit. Bu molekiillerin uzama ve rastgele sonuglanmast
uhtemelen smeare neden olur Olusan smear, primer/DNA konsantrasyonunun veya PCR

| sayisiin degistiriimesi ile Snlenebilir.

{lein-Lankhorst vd (1991), domateste polimorfik RAPD markerlerinin haritalanmasi ve
irlenmesi i¢in yapilan ¢aliymada 11 primer kullanmslardir. Her primer genom-spesifik
mpliﬁkasyonu idare etmektedir. Bireyler arasindaki benzerliin primerler arasmdaki sekans
( iiéyonuna dayandifin, Grnegin iki primer arasindaki farklihifin 5" ugtaki A'in T'e déniigiimil
Imast durumunda % 100 baglanma olmadigini belirtmislerdir RAPD sonuglan tek primer
etine primerlerin kombinasyonlarimn kullanilmasi durumunda de@ismistir. Iki primerin
___mbinasyonunda her primer ayn ayn kullanildiginda gdriilmeyen yeni amplifiye olmus DNA

agrnentlerinin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir.

Devos. ve Gale (1992), bugdayda genetik marker sistemi olarak RAPD markerlerinin
lanumim  degerlendirmislerdir. RAPD  prosediiriine DNA, Mg?, Taq polimeraz

.thantrasyonu ve "denatiirasyon" swcakhifinin etkili oldufunu bildirmislerdir. RAPD
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ipin dominant davraniginm bugdayda linkage haritalanimin olugturulmas: igin genetik
-':”3:'0.131'&k kullammm  sinirladifini,  bununla  bitlikte  genotiplerin  analizinde
la slabilecegini agiklamiglardir  DNA  konsantrasyonunu  belirlemek i¢in reaksiyon
unlnda 0.1-100 ng arasinda DNA miktarlart denenmistir. Tiim reaksiyonlarin 4 kez
;"l:eln'dlgl denemede sadece 10-20 ng DNA, 200 nM primer konsantrasyonu tekrarlanabilen

ir bantlar vermistir Aragtirmacilar, DNA miktarinin diisiik olmasi durumunda farkli

niiste bantlar olugtugunu, konsantrasyonun artmasi durumunda ise spesifik olmayan
késyonlarla sonuclandigint bildirmiglerdir. Mg+2 konsantrasyonunun optimizasyonu igin
gfl_, '_reaksiyon tamponuna 1.5 mM, 2 mM, 25 mM, 3 mM konsantrasyonlarinda ilave
_I:ﬁis'tir‘.‘ Spesifik ve tek:arlz}nan sonuglar sadece 1.5 mM Mg™ konsantrasyonunda elde
..._1_sfir‘.‘ Bununla birlikte DNA miktannin reaksiyon karigiminda 10 ng ‘dan 5 ng'a
mil'\.z.lfﬁesi ve Mg™? konsantrasyonundaki artisin yeni ve/veya kaybolan bantlara neden oldugu
. .:u.stur Taq DNA Polimeraz konsantrasyonu optimizasyonunda, konsantrasyonun artisi
'tg-saylsmm artigina neden olmustur. Aragtirmacilar 0.8 U/50 ul enzimin reaksiyon ortaminda
it ve guvenilir bantlar olusturdugunu, enzim konsantrasyonunun artisinda ise kiiciik bantlarn
O'Idugunu belirtmiglerdir. "Annealing" ve "denatiirasyon" sicakhifimin belirlenmesinde,
aling” i¢in 36 °C uygun olmasmna ramen, arastiumacilar minimum 40 °C'ye kadar
eltmiglerdir. 42 OC‘ye kadar baglanma reaksiyonlarimin korundugu belirlenmistir PCR
k _:lflelerinde bloklar arasindaki 2 °C'lik olan sicaklik farkhiliklarinin RAPD prosediirii iizerine
: | énemsiz olmugtur. "denatiirasyon” sicakliinda, 94 °C olan sicakliin 90 0C'ye
Wgtirilmesi halinde bilyllk bantlar kaybolmus ve kiigiik bantlar olusmustur. Primer

'b'ﬁsantr'asyonu optimizasyonunda, 50 ng DNA konsantrasyonunda kullanilan bir primer ile

00 nM/10-20 ng primet/DNA oram kullamilmustu. Tém primerler tam olarak iyi sonug
'éi‘_memis tir. Tahminen uygun primer bélgelerinin azh, bugdayda zayif amplifikasyona neden
Imustur

Skroch vd (1992), iki genotipin RAPD markerleri ile karsilastirmanin, her genotip igin
RAPD markerlerinin var oldugu (1) veya olmadifma (0) gére yapildigimi ve marker
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‘bu lokusta yiiksek diizeyde sekans homolojisinin olduguna isaret eder, Bir genotipte

‘olup da digerinde olmamasi durumunda, sekans fark: oldugu kesindir Uciincii bir

hk her iki genotipte de amplifikasyon olmamasidiz. Bu sonug, sekans homolojisi hakkinda

"y soylemez Amplifikasyon yoklugu gosteren genotip icin rastgele lokuslarda yiiksek

{2 sekans bilgisi vardir Béylece amplifikasyon yoklugu (0,0) kargilastirmalan homoloji

-anl_f-ld“' ve (1,1) kargilastirmalarina neredeyse esdeger bilgi saglar Biitiin karsilagtirmalarin
ecerli olmasi, bitiin olastlik tablo siniflanini kullanan basit bir esleme katsayisinin, genetik

klik (GD) igin uygun bir tahminleyici olduguna isaret eder. Boylece genetik uzaklik farklarin

m karstlagtirmalarin sayisina béliinmesi ile tahmin edilebilir; GD= (A+DYy (A+B+C+D).

PD marker analizi ile bulunan genetik uzakltk her birinin 2 olasi sonucu {(benzerlik veya

rklilik) olan bir dizi karsilastumalarin sonucudur GD'yi farklarm toplam kargilagtirma

na oramt olarak tanimlanirsa her sonug, farklilik i igin 1, benzerlik igin 0 degeri verilerek,

bu gozlemler setinin sayisal ortalamasina egittir

GD(A,B)= ZilAi-Bil =0.50
16

—

Her genotip ¢iftinin GD'si test edilen butiin marker lokuslarindaki benzerlik veya farkhhk

zlemlerinin ortalamast olarak yeniden tanimlanmis olur, Herhangi bir RAPD veri seti i¢in her
enetik uzakligin varyasyon ve standart hatast kolayca hesaplanabilir. Yukarida tanimlanan

D'nin  tahmini varyansi, Omek varyanst igin kullamlan formil ile hesaplanabilir. Bu




g;nda n RAPD bant bazinda bir genetik uzaklik (d)'nin varyans ve standart hatalan gdyle
il c‘dﬂebiiir:

(d)=nd(1-d)/(n-1)

lenmis standart hata=[var (d)/n]"?

a‘$tirfha01latln veriler hakkindaki en Onemli kaygilarindan birt  sonuglarin
anabilmesidir. Belli bir RAPD veri setinin germplasmin organize edis geklinin
inabilirligidir. GD'ler arasindaki farkliligm test edilmesi ile &lgiilebilin. Ciinki

no.'t.i_ﬁl_.erin diger genotiplere oranla lokasyonunu belirleyen goreceli genetik uzakliktir

é‘e&en vd (1992), farkli primer konsantrasyonlarmnin farkli sayida bant olusumuna neden
gu u bildirmislerdir Diigiik primer konsantrasyonu bilyiik fragmentleri (1500-3000 bp)
Itma egiliminde iken, primer konsantrasyonunun artmast ile bu fragmentler kaybolmakta ve

rini daha kiiciik (200-400 bp) fragmentlere birakmaktadir.

ikaart ve Villeponteau (1993), genomik DNA'da bulunan RNA konteminasyonunun PCR

plifikasyonunu énledigini bildirmiglerdir

I{:_(S'Her vd (1993), elmadan DNA'y1 Dellaporta yonteminde modifikasyon yaparak izole

etmislerdir. Modifikasyon RNAse uygulamastndan sonra 1 hacim kloroform-isoamilalkol (24:1)

ekleh_erek 6500 rpm'de 10 dk santrifiij yapilarak gergeklestirilmigtir. Olusan {istteki siv1 faz yeni
bir tiipe alinmms ve 5 M NaCl ilave edilmistir. 2 hacim soguk etanol eklenmis, kangtinlmus ve 30
 C'de bekletilmistir. Santrifiijden sonra olusan DNA peleti % 70'lik etanolde yikandiktan

nra kurutulmus ve TE iginde ¢dziimiistiir,

_?ammi vd (1994), sorgumda tekrarlanabilir RAPD markerlerinin amplifikasyonu igin

primer, DNA miktar;, Taq polimeraz, MgCl, ve "annealing" sicaklifini test etmislerdir.
agtumacilar primerin artan veya azalan konsantrasyonlarmm amplifiye olan triinlerin
mini azalttigim ve optimum 3-6 pM primerin reaksiyonda yeterli oldugunu bulmuslardi

NA'nin ise yiksek konsantrasyonlan disinda amplifiye olmus iiriinlerin profili ve veriminde

16




i olmamistir. Taq polimerazin 0.19 ve 3.04 finite kadar olan etkisinde ise ancak 15 pl'lik
y-oﬁ.f kanigiminda 038 U enzimin iyi sonuglar verdigi tespit edilmistir "Annealing"
khgrﬁin 36 °C'de iken az amplifikasyon belirlenirken, 48 °C'de optimum sonuglar alinmgtir.

istinde ise amplifikasyon irtinlerinde Sneml bir azalma kaydedilmistir.

ﬁﬁ:acdar MgCh'iin diisiik ve yiiksek konsantrasyonunun amplifiye olmus DNA

munu azalttigim ve optimum 2 5 mM MgCly'mn iyi sonuclar verdigi bulunmu tur. En son
um! & P ) ¥1 ¢ & 5

ak PCR dongileri analiz edilmistir. 25 ve 30 dongti arasinda hizh bir amplifikasyonun, 30

5 dongii arasinda ise daha diistik amplifikasyon oldugu bildirilmigtir

iede vd (1994), RAPD markerlerine dayanarak yaptiklar calismalarda, bazi tiirlerde

rlerin  spesifik olmayan baglanmalar yaptigmi ve bunun jelde DNA'Tin smearli

Yapilan bu galismada spesifik  olmayan
nmalar, kalip DNA'nin, restriksiyon endoniikleaz ile kesilmesiyle engellenmistir.

esine neden oldugunu bildirmislerdir.

Pancholi ( 1995), RAPD'in en biiyiik avantajinin hedef DNA dizilerinin énceden bilinmesine

a¢ olmadigin fakat kalip DNA'min konsantrasyonunun basaris: i¢in ¢ok kritik bir faktor
dugunu belirtmistir

Kalip DNA™Mm kalitesi amplifiye olmus iiriinlerin ¢ogaltilmas: ve
venilirliginde etkilidir

Glivenilir bir DNA replikasyonu igin Tagq polimerazin dnemli

gunu ve magnezyuma bir divalent katyon kaynagr olarak ihtiyag duydugunu bildirmistir.
thimal Mg™ konsantrasyonunun her PCR teknigi i¢in yapilmasi gerektigini, ¢ok az M

g+2

Konsantrasyonunda amplifikasyon verimi azalirken ¢ok ytiksek miktarda ise spestfik olmayan

baglanmalara neden oldugunu géstermistir,

Strand vd (1996), amplifiye olmus DNA fragmentlerinin sayisinin genomik DNA ile

Iimere dayandifini bildirmislerdir RAPD reaksiyonunda kullanilacak olan primerlerin kalip

NA ile etkili olarak hibridize olmas gerektigini belirtmislerdir.

Parani vd ( 1997), susamda uyguladiklan RAPD, 25 ul'lik reaksiyon tiplerinde yapmislardir
R reaksiyon kangiminda 10 mM Tris-HC! (pH 8 3), 50 mM KCl, 2 mM MgCh, %
gelatin, 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 15 ng primer, 30-40 ng genomik DNA ve

C 0.001
05 pul




NA polimeraz yer almigtir. Amplifikasyon kogullan 94 °C'de 3 dk 1 déngii ardindan 94

dk. "denatiirasyon", 40 °C'de 1 dk yapisma "annealing", 72 °C'de 2 dk uzama

nsion" olmak fizere 45 déngiide gerceklesmistir, Reaksiyon kansimi 72 °C'de 10 dk

dikten sonra 4 °C'de saklanmustir, Amplifikasyon firfinleri % 1.3'Hik agaroz jelde

tu_lmustur.‘

essino vd (1997), misirda DNA izolasyonu igin Dellaporta vd yéntemini modifiye ederek

lanmuglardir, Arastirmacilar, 6 gr bitki yapragmi sivi nitrojende dondurduktan sonra un

waline getirmislerdir. Daha sonra 15 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris- HCL, pH 7.5, 50 mM

--DTA pH 8.0, 500 mM NaCl, % 2 SDS, % 1 polyvinyl-pyrrolidone) ekledikleri karigimi 68

de. 20 dk inkiibe etmiglerdir. Inkitbasyon sonrast 5 M 4 ml potasyum asetat eklenen Srnekler
aat buzda bekletilmistir. Buzdan alman émekler 20 dk 11000 rpm'de 4 °C'de santrifiij

apilmistir. Siipernatant alinmis ve soguk isopropanol (25 ml) eklenerek 1 gece -20 °C'de
e edilmistir. Olusan pelet TE icinde suspanse edilmis ve 50 ug/ml RNAz ilave edilerek

da_smakhgmda bekletilmistir. Orneklere etanol presipitasyonu yapildiktan sonra 15000 rpm'de

S-dk santriflij yaptlnus, olusan peletler % 70'lik etanolde yikandiktan sonra kurutulmus ve TE

“Lange vd (1998), marker destekli islahta, PCR amplifikasyonu icin bitki DNA

1 oIasyonunun ¢ok dnemli oldugunu, bir cok DNA izolasyon ydnteminin ¢ok zaman alict veya
-':ek ¢ok Ornegin birlikte yapilmasinn zorlugundan dolayt Dellaporta vd 'lerinin kullandiklan

DNA 1zolasyon yonteminin kullanilabilirligini aragtirmiglardir.  Arastirmacilar yaptiklart

_Qahsmada tek kmmn bir giinde 96 soya bireyinden izolasyon yapabildigini ve bu DNA
Omeklennm PCR'a dayanan RAPD, SSR, AFLP analizlerine uygun oldugunu bildirmislerdir.
Cahsmada kullanilan bitkiler serada yetistirilmis ve cok

gen¢ yapraklar izolasyon icin
kullamlmxstrr

-~

Boiteux vd (1999), bitki dokularindan yiksek molekiiler agirlikli DNA'min eldesinin

mOIEkulez genetik ve uygulamali bitki 1siahinda kullanilan birgok prosediir igin gerekli

_idugunu ve DNA veriminin, parmak izi ve linkage haritalamas; ¢alismalarinda Snemli bir




ar oldugunu agiklamuslardir Bitki dokularindan temiz genomik DNA'mn ekstraksiyonu
_Pléks karbonhidrat kompozisyonlu sert hiicre duvarlarindan dolayr olduk¢a zordur Bitki
N ‘eldesinde polisakkarit kompozisyonu en biiyiik problemdir. Polisakkaritlerin baz: simflan
eraz, ligaz ve restriksiyon endonilkicaz aktivitesini azaltir. Bu nedenle negatif polimorfik
tia.. .belirlenmistir‘. PCR'a dayanan parmak izi ¢ikarilmasinda polisakkarit veya diger DNA'ya
addelerden dolayr bireyler arasindaki genetik farkliligin hatali yorumlanmasina neden
ustur. Arastirmacilar, DNA'nin eldesinde fenolik molekiillerin varligmin birgok enzimatik
stéfri' fizerinde inhibitdr etkisinin bulundugu ifade edilmistir. Arastirmacilar 7 farkli DNA
_g.t;gksiyon yontemi kullanmuslardir. Bu ydnternlerden biride Dellaporta metodu olup bu
..ﬂfe'mle elde edilen DNA'lar diger ekstraksiyon yontemlerinden daha uzun siirede (3-3.5 saat)
p'liébilmesine karsin tohum, kok gibi problemli dokulardaki DNA izolasyonunda oldukca

etkili olmustur

Steen (1999), primer optimizasyonunda uygun primerin belirgin ve olduk¢a parlak bant
_rdigini ancak primer optimizasyonunda 6nce kalip DNA miktarinin optimize edilmesi

rektigini bildirmistic

< Li ve Midmore (1999), polisakkaritlerin enzimi inhibe ederek DNA amplifikasyonunda
gellemeye neden olabilecegini ve bu nedenle izole ettikleri DNA 6rneklerini 1M NaCl ile
presipite ederek RAPD reaksiyonunda da BSA kullamlmasinin bu engellemeyi ortadan

aidirabilecegini bildirmislerdir,
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. RAPD Teknigi ile flgili Calismalar

.:;Demeke vd (1992), Brassica, Sinapis ve Raphanus taxalannin taksonomik gruplandirmalarn

n RAPD markerlerinin kullanimini arastirnuslardir Diploid ve amfidiploid Brassica taksalan

arasindaki iligki 284 RAPD bantinin deferlendirilmesi ile agifa gikanlmustie. Raphanus sativus

Sinapis alba, Brassica taxalarindan farkl olmustur. Bu sonug, genetik iliskinin yeterli olarak

mmlanabilmesi igin en az 10 primerden elde edilecek olan 100 banta ihtiyag oldugunu

gstermistir. Yapilan bu ¢alisma sonunda populasyonlardan tiirlere kadar taksonomik

alismalarda RAPD'in faydal: bir arag oldugu bildirilmistir,

Thormann ve Osborn (1992), RAPD ve RFLP markerlerini, Brassica tiirleri arasindaki

énetik iligkinin kargilastirlmasinda kullanmalarina ragmen, tiitler icinde highbir farklihigm

rtaya gikmadigint belirlemiglerdir

- Heun ve Helentjaris (1993), RAPD markerlerini, 16 F! musir hibrit ve 5 kendilenmis
beveyni igeren materyalin analizinde kullanmiglardir. 21 primer kullamilarak 141 farkls

fragment hesaplanmustir. 21 genotipin hepsi alindiginda, bu fragmentlerin % 20.7'si polimorfik
~olmayan, % 37.1'i belirgin polimorfik ve % 42.1'f kantitatif olarak polimorfik bulunmustur:

Belirgin polimorfizm kendilenmis genotiplerde bulunan spesifik fragmentlerin varligi veya

oklugu ile ayut edilirken, kantitatif polimorfizm bir fragmentin yogunlugundaki varyasyon ile

elirlenmistiz. F1 dllerinde belirgin polimorfizm durumunda % 95 2'si ebeveynsel fragmentin

varligindan dolayr tam dominansi oldugu varsayilarak genetik olarak yorumlandigint ve Fl

‘dollerinin % 3.2'sinin ise iki ebeveyn arasinda bir fragment yogunlugu gésterdigini (kismi

dominans) bildirmislerdir. Sayisal polimorfizmlerde tam dominans icin % 881 ve kismi

dominans icin % 5 deZerleri elde edilmigtir, Arastirmacilar, bu sonuglarla RAPD analizinin baz

uygulamalar i¢in daha ihtiyatl: kullanilabilecegini isaret etmislerdir g

Cantrell ve Davis (1993), uygun genetik populasyonlarn yoklugunun pamukta ekonomik

Onenfe sahip kantitatif ozelliklerin genetik haritalanmasint engellendigini bildirmislerdir.

Arastirmacilar bu nedenle 10 farkl Gossypium barbadense x G hirsitum populasyonlarindan 25




ozigot bireyde RAPD markerleri ile filogenetik iliskiyi belirlemek i¢in analiz yapmislardr,

ane primer 1slah hatlan arasindaki genetik iliskiyi belirlemede degerlendirilmistir.

20 vd (1993), RAPD ve RFLP markerlerini Sorghum bicolorun DNA polimorfizm

I;aﬁsmm belirlenmesinde kullanmuslardir

36 bireyde, 29 primer RAPD markerlerinin

'-'ahls'rna sonunda, RAPD ve RFLP markerleri tarafindan belirlenen DNA polimorfizm frekans:
:éh_éer olarak bulunmustur,

Kazan vd (1993), Stlosanthes cinsine ait agronomik Snemi olan dért tir ve 20 cesidi
RAPD markerleri ile degerlendirilmigtir. Yaklastk 200 fragment 22 primerden elde edilmistir
er tiir iginde diisiik diizeyde (%
fksek (%

16) polimorfizm bulunurken tiirler arasinda polimorfizm daha
46) bulunmustur, Benzer ¢esitlerin bireyleri arasmda ise ¢ok az (%

irlenmistir; Arastirmacilar, amplifikasyon

2) polimorfizm

parametreleri  arasinda  Mg™?  iyon
konsantrasyonunun gok Gnemli olduguny, diigik Mg*

tyon konsantrasyonlarinda (2 mM)
fragment sayisimn azaldigint veya hi¢ fragment olusmadiging bildirmisterdir. Bununla birlikte
yiksek MgJ’2 konsantrasyonunda (4 mM) ise bant sayisinda artiy gorilmiistitr

Joshi ve Nguyen (1993), bugday varyeteleri arasindaki genetik farklilizin RAPD markerleri

le belirlenmesini aragtirmslardir. Kullanilan 40 tane primerin %

801 1yi sonug vermistir, 109

_amplifiye olmus fragmentin 71 tanesi polimorfi
-yazl

ktir. Bu sonuglar bir dendogramda incelenerek, |
1k ve kislik bugdaylarin pek ¢ogu kendi gruplarinda degerlendirilmistir.

Koller vd (1993), 11 elma cesidinde genetik farkilign RAPD kullanarak tespit etmislerdir,

24 primer kullanarak yeterli genetik varyasyon belirlenmistir Bununla birlikte elmada dar bir

genetik havuzun bulunmas; ve birgok ¢esit arasinda ok yakin iliskinin bulunmas: tam farklihk

ve karfekterizasyonun saglanmasi igin daha ¢ok sayida ¢ogaltilmis ek markerlere ihtiyag
oldugunu agiklamuglardir,




anoglu (1994), Hordeum vulgare, H murinum, H. bulbosum ve H vulgare spontaneum

-ait 23 yabani arpa hatti arasindaki genetik farklilign RAPD markerlerini kullanarak

.mistir. Yapilan degerlendirme sonucu yabani arpa hatlan arasindaki polimorfizm orant
“arasinda bulunmustur. En yiiksek polimorfizm degeri 48883 nolu arpa hatt1 olan H,

inum ile 50327 nolu arpa hatts olan H bulbosum arasinda % 58 olarak tespit edilmigtir.

Vierling vd (1994), secilmis Sorghum hatlarinda RFLP ve RAPD markerlerinin genetik
It 1§1 belirlemedeki rollerini aragtirmuglardir. Polimorfizm, RFLP probunun % 61 ile ve

primerlerininde % 77'si ile belirlenmistir RFLP profilinde 574 toplam bantin 290 tanesi

1) polimorfiktir. RAPD prosediiriinde ise kullanilan 73 primerin amplifikasyona neden olan

esi iginden ancak 5 tanesi polimorfik iiriin olusturmustur. 194 amplifikasyon #iriiniiniin

st (% 91) polimorfiktir. Sadece bir primer polimorfik tek bant profili diger 55 primer coklu
ant profili olusturmustur. RAPD bant sayist 2-10 arasinda degigmistir ve ortalama 3.5

“Rowland ve Levi (1994), Yaban mersininde yaptiklan ¢alismada, kis dormansisi ve soguga

dayamkliligt kontrol eden genlerin bagh bulundufu RAPD markerlerini belirlemisierdir.

BBylece molekiiler markerlere dayali haritalarin eldesinin meyve kalitest, meyve biiyiikliigd,

itki hastaligina dayaniklitik, cesitli gevre sartlarina tolerans gibi ozellikleri kontrol eden

-genlerin yerini belirlemeyi kolaylagtiracag bildirilmistir.

Jain vd (1994), rastgele segilen 6 primer ve bunlarin kombinasyonlarimi kullanarak 12

Hindistan ve 11 ekzotik Brassica juncea genotipleri arasindaki genetik iligkiyi arastirmiglardr.

~Tim genotipte 595 amplifikasyon iiriiniinden 500 tanesi polimorfik olarak belirlenmistir

Hindistan genotipleri arasinda diisiik diizeyde genetik varyabilite belirtenirken ekzotik olanlar

‘arasinda oldukga fazla polimorfizm  bulunmustur Amplifikasyon {irlinlerinin _ ikili
.karsllastumasma dayanan genetik benzerlik UPGMA kullanilarak hesaplanmigtir

Aragtirmacilar RAPD markerleri araciligy ile 24 tane B juncea genotipi ve bu genotiplerin

iligkisini belirlemisler ve bunlar arasinda melezleme ile olusturulan hibritlerin performansinmn

degerlendirilebilecegini bildirmislerdir




ijunemann vd (1994), 27 elma g¢esidinde ve bunlarm 18 yabani tiiriinde taksonomik

sligmalar i¢in RAPD markerlerinin kullamimim aragtirmuslardir. 29 tane decamer primer

slfamimistic.  Fragmentlerin polimorfik amplifikasyonun ve genetik benzerligin tahmini

akiagik 50 polimorfik RAPD bantina dayanarak hesaplanmstir. UPGMA ile kiimeleme analizi
apilmuistir Bu galigma sonunda yabani tiltlerle yapilan melezlemeden elde edilen elma

reylerinde RAPD markerleri ile genom haritalamasinin yapilabilecegi gosterilmistir.

- Halldén vd (1994), ¢ tane Brassica napus 1slah hattinda RFLP ve RAPD markerlerinin
netik iligkiyt belirlemedeki yetenekleri degerlendirilmistir. 50 RFLP ve 92 RAPD markerleri
_.lllamlarak hatlar arasindaki iligki belirlenmistir Toplam RFLP'de 500'den fazla ve RAPD'de

00'den fazla bant ortaya ¢ikmustir. RFELP ve RAPD markerleri tic hat arasinda aymi benzer

$ki)d gdstermistir Bootstrap analizi kullanilarak yaklasik 30 prob veya primerin genetik

skiyi belirlemede yeterli oldugu gdsterilmigtir. Brassica napus genotiplerinde, RAPD
markerlerin RFLP markerlen1 kadar giicli etkiye sahip oldufu bildirilmistir. Arastumacilar,

PD markerlerinin kullamminin kolay ve hizli olmasmm, hatlar arasindaki iliskinin

lirlenmesinde tercih edilebilecek bir uygulama oldugunu belirtmislerdir.

Yu ve Nguyen (1994), 9 upland ve 4 lowland ¢eltik ¢esitlerinin genetik varyasyonunu DNA

'_dﬁzeyinde RAPD kullanarak aragtirmiglardir. 42 rastgele secilmis primer, DNA segmentlerinin

¢ogaltiimasinda kullaniimigtir. Belirlenen 260 PCR iiriiniiniin % 80 polimorfik olmustur.
Kullamlan 42 primer 1-4 arasinda biiyilk bant olusturmustur. Sadece 2 primer polimorfizm
gostermemistir. Genelde japonika ve indica tirleri arasinda yiliksek diizeyde polimorfizm
bulunmustur. Fakat India alttirii igindeki lowland ve upland cesitleri arasinda daha az
polimorfizm bulunmustur Elde edilen RAPD sonuglan izozim analizi ile benzer sonuglan

vermistir.

Gidoni vd (1994), dogru ve hizhi olarak gesitlerin belirlenmesinin 1slah ¢alismalarinda
oldukga 6nemli oldugunu, &zellikle vegetatif olarak ¢ogalan bitkilerde bunun ayr bir anlam

t3$1d1f;;1n1 bildirmislerdir Aragtirmacilar, RAPD markerleri ile Fragaria ananassa Dutch. ‘da




pesifik markerletin geligtiritmesini arastudiklan ¢alismada, 41 primer kullamilmislar her

412 arasimda amplifiye edilmis DNA riinleri olusturmustur.

Transuc vd (1994), morfolojik karakterleri bakinundan varyasyon gosteren 3 tane
thus tiirlindin  genetik kaynaklannmn  dogru olarak siniflandinimasinda RAPD
kerlenm degerlendirmislerdir. Aragtirmacilar tilr tanimlanmasy icin, Amaranthus tirlerinde
_;D. markerleri ve bulk segregant analizinden yararlanmiglardir. Bulk segregant analizi, DNA
mekleri karistirildig1 zaman karigtinlmug dmek icindeki bireylerde yaygm olan fakat, diger
smig Orneklerin bireyleri arasinda bulunmayan polimortik markerlerin ortaya ¢ikacaklan
ﬁérme& fizerine yapilmstir. Bu metot, dnceden genetik haritalama yapilmadan agronomik

nerm olan allellere bagl olarak RAPD markerlerinin tanimianmast igin etkili olmustur

Novy vd (1994), RAPD markerlerini kullanarak yaptiklart calismada 22 tane Vaccinium
j:dcf'ocarpon varyetesini tamimlanustardi. Calismada 22 primer kullanarak amplifiye ettikleri
62 DNA fragmentinin 66 tanesi polimorfik olmustur. Tekrarlanabilen polimorfik RAPD
'éniﬂannm varligr (1) veya yokluguna (0) gore degetlendirme yapilmistir, Elde edilen spesifik
RAPD markerlerinin cografik orijinine gdre farkhliklan belirledigi bildirilmistir.

Liu vd (1995), Paspalum vaginatum'un 46 ekotipi arasindaki polimorfizmi belirlemek
actyla SSR analizini kullanmuglardir. Aragtirmacilar 1994 yilinda Paspalum vaginatum un 46
kotipindeki genetik varyasyonu RAPD kullanarak da aragtumuslardir. Ekotipler arasmdaki
~genetik iliskinin belirlenmesinde SSR analizi ile elde edilen sonuglar RAPD analizi ile elde
édilen sonuglarla benzer olmustur Arastirmacilar RAPD analizinin fazla masrafli olmadign,
sekans bilgisine gereksinim olmadig1 i¢in daha kisa strede yapildigim ve RAPD fragmentlerinin
agaros jelde kolayhikia ayrilabildigini buna karsihk SSR analizinde sekans bilgisine ihtiyag
-~ oldugu, agaros jelde aynimalarinin gtic oldugunu bildirmislerdir

Mouzeyar vd (1995), RFLP ve RAPD molekiler markerleri kullanarak aygigeginde mildiyd
hastaligina dayamklihig temsil eden P/1 lokusuna bagli markerleri bulk segregant analizi ile

:. belirlemislerdir. Downy mildewe dayanikli ve hassas hatlar arasinda yapilan melezlemeden elde
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[eﬁ"Fz doilerinden 135 bitkide 2 RFLP ve 1 RAPD markerinin P/1 lokusu ile bagh oldugunu

rmisterdir

Sharma vd (1995), kiiltliri yapilan 6 farkli Lens taxast ve bunlarin yabani formlan
';ﬁ.daki benzerligi RAPD markerleri kullamiarak belirlemiglerdir. Rastgele se¢ilen 10 bazlik
-_pﬁmer kolaylikla ve olduk¢a parlak amplifikasyon {iriinlerinin ortaya ¢ikmasina neden
ugtur. Lens taxalari arasinda ve igindeki varyasyonu 54 bireyde toplam 88 polimorfik bant
elirlemistir. Elde edilen vertler kiiltirii yapilan mercimek ile spp.orientalis'in oldukga benzer
_idugunu gostermigtir. L. ervoides kendini takip eden yabani form L. nigricans ile farkli
ulinmus, diger var. macrosperma ve var. microsperma ssp benzerligi orientalis ve kiltiirii
an mercimek ile aym &nemde oldugu belirlenmistir. Bu calisma, RAPD kullanilarak

abani ve kiiltliri yapilan mercimekler arasindaki genetik uzaklifin analiz edilebilecegini

Gozikumizi vd (1995), Hordeum vulgare cv Zafer 160 bitkisi in vitro rejenerasyonu
onucu olusan siirglinlerde kromozom varyasyonlari incelenmis ve gen mutasyonlarimn RAPD
Ontemi ile aragtinlabilecegi gdsterilmistir. Calismada RAPD markerleri kullanilarak arpa
.elezlerinin tanisi da yapumustir Yabani hat ile Hordeum vulgare'nin Kaya, Tokak, Yergil ve
umhuriyet varyetelerinin melezlenmesinden elde edilen F['ler RAPD ile incelenerek melezler

: belirlenmistir

Yamagishi (1995), RAPD markerlerinden /ilium tiirlerinin ve hibritlerinin belirlenmesinde
ararlanmusty. Optimum "annealing” sicakligi filium igin 54 °C olmugstur. Kullamlan 74
:ﬁprimerin 18 tanesi (% 24) polimorfik DNA fragmentlerini olusturmustur. Arastirmaci, RAPD
‘markerlerinin /ilium tirlerinin ve hibritlerinin genetik iliskisinin belirlenmesinde oldukga etkili

bir metod oldugunu bildirmistir.

Hu vd (1995), Almanya'da yetisen Duplo ve diigiik linolenik asit igerikli 3637-1 kolza
Qesitl.eri melezlenerek diigiik LA igeren Mutant Oro ve IXLIN hatlarm elde etmiglerdir. Elde
edilen F1, F2, F3 ve ebeveynlerinde RAPD kullanilarak polimorfizm taranmasi yapilmistir.




'a. onunda 8. napus'da RAPD markerleri kullanilarak F2 populasyonunda linolenik asit

ntrasyonunu belirleyen bir genin basariyla haritalanabilecegi bildirilmistir,

itkisinde OPB-11a RAPD markerinin palmitik asit icerigi ile arasinda bir linkage oldugu
rilmistir. Caligmada test edilen 220 RAPD primerinin % 75'i ebeveyn ve melezler arasinda
__Qrﬁzmi belirlemistir. Aragtirmacilar, ¢alisma sonunda marker destekli seleksiyonun 1slahs

Jandiracagmni, ¢iinkii RAPD markerlerinin kolay yorumlanabildigini bildirmislerdir, Aynca

enin analizi ve izolasyonuna olanak saglamugtr.

Skroch ve Nienhuis (1995), 10 tane Phaseolus vulgaris genotipleri arasindaki polimorfizmi,
- RAPD primeri ile taramislardir Caligmada kullanilan 400 primerin 364 tanesi
iplifikasyon @riinii olusturmustur. Bu amplifikasyon tiriinleri 1-13 arasinda degismis ve elde
filen toplam 1894 RAPD bantindan primer bagma ortalama 519 RAPD bant olusmustur
oﬁinorﬁk bantlann sayis: ise toplam 784 olup, her genotip i¢in 0-7 arasinda ve ortalama 2.15
olmugtur. Arastirmacilar her genotip i¢in her RAPD bantin, var olan bant i¢in (1), olmayan bant
n ise (0) olarak degerlendirilmistir. Sadece birbirine uygun ve tutarl farklilik gésteren RAPD
bantlanm  degerlendirmislerdir. Eger RAPD bantlan bir genotip igin 'belir‘gin olarak
dé.gez'lendirilemiyorsa genotipler i¢in degerlendirme kayip veri olarak yapilmistir. Ayni gekilde

ir genotip icin RAPD amplifikasyonu dnemli azalma gosteriyorsa tiim RAPD bantlar veya tek

bir bant iin fragment degerleri yine kayip veri olarak girilmistir. Bu degerlendirme yanmnda
RAPD bantlan zay:f (3), orta (2) ve koyu (1) olarak da degerlendirilmigtir. Buna gire 333 zayif,

81 orta ve 170 koyu bant belirlenmigtir. Genotipler arasindaki genetik iliski UPGMA analizine
-dayanarak yapilan bir dendogramda degerlendirilmigtir,

-~

den elde
edilen gerive melezieme (BC1) generasyonunun 54 bitkisinde, transgenik, herbisite dayanikli

Frello vd (1995), Brassica juncea X (Brassica juncea x Brassica napus) melezin

kdlzadan 20 tane kolza-spesifik RAPD markerinin kalitimint agiklamistir BC1 bitkileri kolza




fnarkerlerinin 0-20'sini icermis ve analiz edilen bitkilerin % 352'si transgenik olarak

gawara vd (1995), RAPD markertleni aracthigiyla Citrus gesitlerinde bulunan kimerayt

rlemislerdir. RAPD ile 4 Citrus kimerasinin belirlenmesinde 124 primer kullanmislardir

Maughan vd (1996), molekiiler markerleri kullanarak, soyada tohum agirhgim kontrol eden

titatif ozellik lokuslanmin (QTL) tamimlanmasi, tohum agirlifinin genetik temelinin

kterize edilmesi ve soyamn bériilce veya yesil boriilce ile tohum agirlifini kontrol eden

nleri paylasip paylasmadigi saptanmigtir. Arastirmacilar RAPD, RFLP ve SSR dahil olmak
zere 91 polimorfik genetik marker ile analiz yapmislardir. Arastirma sonunda soya ile bériilce

resil boriilcenin tohum agurlift genini paylagtigy bildirilmistir.

Millan vd (1996), tarafindan 19 gil tiirii, RAPD markerleri kullanilarak analiz edilmigtir.

iimeleme analizi ile tiirler arasindaki genetik iligki ve genetik uzaklik agiklanmistir Bu
__hsiha sonunda elde edilen siniflandirmanin farkh aragtirmacilarin morfolojik ve karyolojik

'hS’malarma dayanan simflandirmalan ile yiiksek diizeyde bagimlilik gdsterdigi bildirilmigtiz.

- Tatineni vd (1996), 16 tane homozigot pamuk genotiplerinde genetik farklihfi DNA

eyinde RAPD analizi ile fenotipik diizeyde de morfolojik karakterler kullanarak

lardir. 80 tane primer kullamlmistir. 27 tanesi monomorfik amplifikasyon liriinii veya

¢ bir fragment olusturmamigtir Kalan 53 primer toplam 135 fragment olusturmustur. Primer

asina 1.7 RAPD fragmenti polimorfik olarak tespit edilmistir. Tarla denemelerinde ise 19

orfolojik 6zellik degerlendirilmistir. Morfolojik verilerden ortalama taksonomik uzaklik ve
:'RAPD'den genetik uzaklik icin dendogram olusturulmustur. ki metoda gbte yapilan

simflandirmada genetik uzakhik ve taksonomik uzaklik arasinda 063 korelasyon ile benzer

sonuglar elde edilmistir. Arastumacilar G hirsutum ve G. barbadense'den genetik ve fenotiptk

olarak yzak bir gok genotip belirlemislerdir




_ﬁer vd (1996), Solanum etuberosum ve S palustre'ye ait 15 bireyde ve §

éééianum'un 4 bireyinde genetik uzakliklarin belirlenmesi igin RAPD, RFLP, kloroplast
;ve izozim analizi ile deferlendirmislerdir Ug taxa arasinda izozim, RFLP ve RAPD
g,arl genel olarak uyumiu bulunmugtur. Kloroplast DNA's1 ise Solanum etuberosum ve S.
strenin S fernandezianum'dan daha fazla birbirlerine benzediklerini gdstermigtir. Trler
benzerlik ise izozimlerle daha diisiik olmus ve bunu sirasiyla RAPD ve RFLP (en
izlemistir Tirler i¢inde ise RFLP en diisik ve RAPD en yiiksek varyasyonu

meke vd (1996), RAPD analizini kullanarak 28 patates genotipinin genetik farklihfint

stirmiglardir. 12 primer aracili ile 158 DNA fragmenti amplifiye olmustur. Bu fragmentler

-"?:;'200 bp biiyikliigiindedir. Caligma sonunda 158 amplifikasyon driiniinden 30 tanesi

limorfik olarak bulunmustur.

Doldi vd (1997), Orta Avrupa'da yetisen 18 soya genotipinde protein igerifi yliksek

notiplerin secimi i¢in genetik farkliligi, RAPD ve mikrosatellite (SSR) teknikleri kullanilarak

astinlmigtr RAPD amplifikasyonu igin 33 primerin sadece 1 tanesi amplifikasyon triind

usturmarnistir. Bununla birlikte 12 tanesi polimorfizm géstermistir. Mikrosatellite tekniginde

kullanilan 12 primerin hepside polimorfizmi belitlemede etkili olmustur. RAPD verileri ile

genotipler arasindaki genetik farkhilik 0.3-0.5 iken SSR verileri 0 5-0.9 arasinda genetik farkhilik

tespit, edilmistir. Arastirmacilar SSR ve RAPD verilerinin birlikte degerlendirilmesi sonucu

gentiplexin genetik iliskilerinin  degerlendirilmesinin oldukga giivenilir oldufunu ve

kombinasyon sonucu genetik farkhiligin 0 4-0.7 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Manninen vd (1997), arpada mildiydye dayamkhbk igin yaptiklari slah programinda

dayanlkllllk genlerini RAPD ile haritalarislardir. RAPD markerleri ve bulk segregant analizi

kullamlarak m/o lokusuna bagh olan markerler belitlenmistir. Caligmada m/o allelini tagiyan

dayamkli ve tasimayan dayamksiz izogenik hatlarinin melezinden elde edilen 60 dabil haploid

hatlar kullanilmistir Dayamklilik geninden 16 ¢M uzaklikta baglanan 7 RAPD markeri
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pustur. Dayaniklilik genine bagh olan bu markerler 1slah programinda seleksiyon igin bir

‘olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Menkir vd (1997), kiiltiirii yapilan 190 Sorghum bicolor 'da taxonomik iliskiyi ve genetik
g belirlemek i¢in RAPD markerlerini kullanmiglardur. Kiltlirdi yapilan genotipler
da yiksek diizeyde varyasyon belirlenmigtir. Calismada kullantlan 82 primerden 53 tanesi
RAPD bandi olusturmustur. Bunlarin % 74'il polimorfik olmustur.

Golembiewski vd (1997), Agrostis stolonifera gesitletinin  belirlenmesinde izozim
1§l;tt‘oforesis metodunu kullanmislardir. Izozim elektroforesisde sinuh sayida izozim icermesi
.e:d.eni ile oldukca yakin genotipler arasinda ¢ok az polimorfizm belirlenmistir. Her izozim
;_a:{lizi icin taze bitki drnekleri kullanilmasinin gerektigi ve ayrica izozim analizi i¢in kullamlan

roteinden RAPD i¢in gereken DNA'nin daha stabil oldugunu bildirmislerdir.

Liu (1997), Avustralya tropikal ormanlarmdan toplanmis 100 Stylosanthes scabra
itkisinin cografik dagthminin belirlenmesi i¢in RAPD markerlerini kullanmigstir. Brezilya'dan
oplanan bitkiler arasmdaki farkhilik (0.053), Kolombia (0.074) ve Venezuella'dan (0.088)
oplananlardan daha diigik bulunmustur, Bu farklilhik degerlerine dayanarak bitkiler 5 grup
lttnda t.oplanmlstir.‘ Bitkilerin birgogu Brezilya genotipinde yer almistir. Aragtirmacilar, RAPD
_ve morfolojik-agronomik $zelliklere dayanarak elde edilen sonuglar karsilastirmislardir. DNA
-"--Qa svonuna dayanan gruplamalar morfolojik-agronomik analizine dayanan gruplamalaria
men aymt olmadifint bildirmislerdir. Calismada kullanilan PCR parametreleri, 94 'C 1dk,
137°C 1dk, 72 °C 2 dk. olmak iizere 40 dongiidiir Amplifikasyon tiriinleri % 1.5 agaroz jelde
aynlmistir. 100 bireyin PCR amplifikasyon triinleri bantlarin vartift (1) veya yokluguna (0)

f' dayanarak puanlandinlmigtir.

Fofana vd (1997), Lima fasulyesinin 16 yabani formu ve 30 yoresel formu olmak lizere 46
bireyinde genetik varyabiliteyi degetlendirmek igin RAPD markerleri kullanmislardir
Calismada kullamlan 20 primer 172 RAPD markeri olusturmugstur. Lima fasulyesi ,

Mesoamerican ve Andean gruplan olmak Gzere iki ana gruba aynlmistir. AMOVA analizi




amlarak iki grup arasinda % 37.7 varyasyon belirlenmis ve RAPD markerlerinin Lima
--f_yésinin yabani formlart ve yoreseller arasindaki genetik uzaklifin tahmininde
ilabilecegini, bu tiirlerin yabani formlar1 ve yéresel olanlann kendi iglerindeki genetik
g1 da arastrmada kullanilabilecegini belirtmislerdir. Aragtirmada, 34 bireyde genetik
akitk 172 RAPD bandi ile ag13a ¢ikmistir Primer basina ortalama 14.3 bant elde edilmistir.

‘bantin 163 tanesi polimorfik olarak bulunmugtur. RAPD reaksiyonlarn 25 pl'lik tiiplerde
Imigtir. Reaksiyon tiipinde 20 ng genomik DNA, reaksiyon buffer (10mM Tris-HCI,
9.0, 1.5 mM MgCly, 50mM KCl), 20 pmol primer, her bir dNTP'den 200 uM, 2mM MgCl,,
5__:'U Taq DNA polimeraz yer almistir. Reaksiyonda her birinde negatif kontrol olarak kalip
DNA igermeyen reaksiyon tiipii kullanilmistir. Reaksiyon karisiminin iizeri mineral yag ile
planmigtir. Calismada 94 °C 5 dk 1 déngii ardindan, 94 °C 1 dk. "denatiirasyon", 34 °C 1 dk ,

C 2 dk. dbngil parametreleri kullanilmigtir Amplifikasyon firinleri % 1.8 agaroz jelde
aklaslk 3 saat 50 mA'de ayrilmustir. Jel daha sonra polazmd film ile UV altinda
ot graflandinlmistir. Caliyma sonunda RAPD markerlerinin, tiirlerin ayrmtih gen havuzlarmin

lusturulmasinda Lima fasulyesindeki gen havuzunun arzu edilen morfolojik Szelliklere gore

amumlanmast yerine, genomik diizeyde tanimlanmasinm, gelecekteki galismalarda birbiri ile

akin akrabalift olan materyalletin kolaylikla ve giivenle tespit  edilebilecegini
1Idmlm1$[erdu

Varghese vd (1997), killtirdi yapilan Hevea brasiliensisde RAPD markerlerinin
vgulanabilirligini 43 decamer oligoniikleotidi test ederek degerlendirmislerdir. RAPD
‘markerlerinin Hevea'da klon belirlenmesi ve klonlar arasinda genetik akrabaligin analizi icin
‘etkili bir metod oldugu gériilmiistiir. Caliymada primerlerin yarisindan fazlasi amplifikasyon
Urlini vermis ve kiiltiirii yapilan Hevea afacinda genetik varyabilitenin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Giineydogu Asya’min farkli filkelerinden segilen 24 klon arasindaki genetik

uzakhigin bilinmesi rekombinasyon ve ¢oklu melez 1slah programlaninda kion seleksiyopu igin

onemli oldugu agiklanmistir,

Page vd (1997), Kirmiz1 iicgiilde gévde clritikliigiine dayanikitligina bagli olan DNA

markerlerinin belirlenmesinde RAPD kullanmuglardir. Bulked segregant analizi polimorfizmi




emek igin yararh olmustur. Her bir bulkdan (bir dayanikli, bir hassas) ve bunlar arasinda

ﬂeme yapilarak elde edilen F2'lerden izole edilen genetik materyal kullamlmugtir. RAPD

plﬁkasyonu kirmuzt licgiil genotipleri arasmda biytik bir genetik varyabilite agiga

armustir. Kullanilan 200 primerie 241 polimorfik fragment elde edilmistir.

ajaseger vd (1997), Ixorammn 22 gesidi icindeki bireyleri belirlemek icin RAPD

afkezlerini kullanmiglardir. 22 gesit, 6 primerden elde edilen veriler ile Ixora Coccinea ve I

Javamca olmak iizere iki gesit grubuna aynlmstr Germplasm koleksiyonunda yer alan Ixora

¢e$1tlenn1n belirlenmesi icin RAPD markerlerinin kullanilmast gelecek 1slah programlarida

RAPD analizinden faydalanilabilecegini gdstermistir.

- Johns vd (1997), Sili'de genetik iliskili iki bilyitk gen havuzu olan Andean ve Orta Amerikan

::Ph.aseolus vulgaris yerel gesitlerinin fenotipik olarak gruplandinlmast durumunda yeterince
kesin sonuglar elde edememiglerdir. Arastumactlar, 69 Sili yerel cesidi, 15 ticari ve daha dnce
ontrol edilen 11 atasal gesidin genetik kompozisyonunu RAPD kullanarak tespit etmiglerdir
Morfolojik veriler uzaklik matrisinin ortaya cikartlmasinda kullanilmis ve RAPD verileri ile

arsilastirma yapilmugtu. Galigmada morfolojik ¢zelliklerin simflandirmada RAPD verilerine

‘gbre daha az etkili oldugu bildirilmistir.

Nagaoka ve Ogihara (1997), Diploid ve tetraploid bugdaylan igeren 6 bugday tiri
ki genetik iliskinin belirlenmesinde ISSR (Inter simple sequence repeat polymorphic

), RAPD ve RFLP marketlérinin uygunlugunu arastmuslardir. ISSR ile 33 primer 6 tlriin
'E'her' birinde fark edilecek diizeyde polimorfik bant olugturmustur. (AC)'in tekrarlarina dayanan

"primerler en fazla polimorfik bant olugturmustur. Bugdayda RAPD analizinde 200 primer test

edilmistir. Olugan bantlar ISRR bantlarina benzer olmasina ragmen RELP ve ISRR bantlarindan
' daha az polimorfik olmugtur. Calisma sonunda ISRR ve RFLP bantlarmin RAPD bantlarmdan

daha etkili polimorfizmi belirledigi bildirilmistir. .

Ur-Rahman vd (1997), Malus tiirierinde apomiksisi belirlemek icin RAPD markerlerinden
faydalanmislardir. Renk markerlerine dayanarak yapilan segimde apomiktik hatlarda yesil fide




oldugu belirlenmistic  Arastirmacilar M. furingoides X M cv Baskatung fidelerinin
e.zl"lnmesi sonucu in-vitro'da 5 tane apomiktik (yesil fideli) ve | tane hibrit (kirrmzi fideli)
.“d11mi$tir'. Ancak M hupehensis X M cv. Baskatong melezlenmesi sonucu in-vitro'da aym
't'e_'. (karmuzi) fideler elde edilmistir RAPD markerleri kullamilarak 19 primerden 7 tanesi bir
_tt;: ekstra bir bant vermistir. Bdylece in-vitro'da hibritlerden apomiktik fidelerin seg¢iminde

D tekniginden yararlanilabilecegi bildirilmistir

Russel vd (1997), kiiltiirii yapilan 18 arpa bireyinde genetik iliskiyi belirlemek igin RFLP,
FLP, RAPD ve SSR kullanilmuslardir Dért uygulamanin da, polimorfizmi belirlemede farkl
Eij/e sahip oldugu belirlenmistir AFLP ve RFLP benzer sonucu verirken SSR digerleri ile
karstlagtirildiginda diisitk, RAPD ise daha diigiik sonug vermistir.

“Pessino vd (1997), Brachiarra'min bulk ettikleri F1 populasyonunda RFLP ve RAPD
lillanarak apomiksis ile birlikte agilim gdsteren molekiller markerlerin belirlenmesi i¢in
iyaptlklan calismada apomiksis ile birlikte agilim gdsteren polimorfik bir bant bulunmugtur. (84

mer kullanarak yaptiklari RAPD analizinde OPC4 apomiksis ile ilgili dnemli bir marker

Parani vd (1997), S alatum'daki Phyllody hastaligina dayamkhiligy S indicum'a aktarmak
i¢in yaptiklari melezleme sonucu elde ettikleri hibritleri test etmek amaciyla protein, izozim ve
D markerlerini kullanmislardir. Arastumacilar 20 primer kullanarak 127 DNA fragmenti
© de etmislerdir. Bunlanin 36 tanesinin polimorfik oldufunu bulmuslardir. Polimerfik
'.fragmentlerin hepside hibrit belirlenmesinde kullanilmamistir. Ciinkii bunlardan bir kism
anneye dzgiidiir. Fakat babaya 6zgii oldugu bulunan 25 tane fragmentin hepsinin de, hibritlerde
varligi gdzlenmigtir. Bu fragmentler kendilenmis ddileri hibritlerden ayumada marker olarak
kullanilmustir. Calisma sonunda RAPD markerlerinin susamda protein ve izozim markeszlerine

oranla daha stabil ve giivenilir oldugu bildinlmistir -

Cao ve Oard (1997), AB.D’ de iiretimi &nerilen 26 elit celtik genotipinden elde edilen
RAPD ve Pedigre verilerini karsilagtrmiglardir. RAPD analizi igin 220 tane primer




rlendirmeye alinmis ve bunlardan 69 primer, bilytikliikleri 0.25-35 kb arasinda degigen 92
orfik bant iiretmislerdic. G D (Genetik uzakiik)= 1-[2N/(Ni+Nj)] formiiliine gére genetik
ixk hesaplanmugtir. N, RAPD analizinde elde edilen toplam bant sayisi, Ni ve Nj gesit i ve j
;-toplam bantlann sayisidir. GD, average linkage metodu (UPGMA) kullanarak bir linkage
eleme analiz dendogram olusturmak igin yararlaniimistir. RAPD ve Pedigre verileri ile
-orta daneli gesitler i¢in benzer yakinlikiar bulunmustur. Fakat Pedigre verilerinde her iki
ane. tipi i¢inde ortalama genetik uzakhk, RAPD verilerinden nemli 8l¢iide farkli olmustur,
_:_éétuma sonunda celttk gesitleri arasindaki genetik iliskinin saptanmasinda RAPD'in

ivenilirtigi bildirilmistir.

- Ashburner vd (1997), Giiney Pasifik bdlgesinde dnemli bir genetik potansiyele sahip olan 17
k1 populasyona ait olan hindistan ceviz1 agaclarinda genetik iliskiyi belirlemek i¢in, RAPD
alizi ile yaptiklan ¢aligmada, tek bir tiir olan populasyon iginde diisiik bir genetik farklilik
lemiglerdir. Belirlenen varyasyon diizeyi populasyonlar arasinda degismistir Bu sonug,
I_pulasyonlar arasinda diigiik bir varyasyon oldugu fakat bu varyasyona yol agan bir gen
._g_c')'c;iinﬁn oldugunu gostermistir. Caligmada, 13 farklis RAPD markeri 14 primer kullanilarak
cogaltitmistir. Primer basina elde edilen marker sayist 3-15 arasinda ve yine primer bagina
polimorfik RAPD marker sayist 1-14 arasinda degismisti. Monomorfik marker toplam sayist

markerlerin % 41'ini olugturmustur.

dran vd (1997), 48 farkli hindistan cevizi genotipini RAPD, MS-PCR (microsatellite-
primed PCR) ve ISTR (Inverse sequence-tagged repeat) olmak lizere ii¢ farkh DNA marker
.teknololjisi kullanarak analiz etmislerdir RAPD tekniginde 22 tane 10 bazltk primer kullanilarak
toplam 238 farkli RAPD fragmenti olusmustur. Bu fragmentlerin % 14'ii polimorfik olmustur.
MS-PCR tekniginde 5 tane microsatellite primeri ile 63 tane amplifiye olmus bant agiga
¢tkmustir, Bunlarin 55 tanesi polimorfik banttir. ISTR tekniginde ise 3 tane ISTR primerleri ile
bilyiik sayida DNA fragmentleri (30-40 arasmda) gogaltiimistir Olusan toplam 107 fragme'ntin
36 tanesi polimorfiktir. Aragtirmacilar yaptiklan ¢aliymada, tim DNA markerleri ile farkli
hindistancevizi genotiplen arasimda yiksek oranda polimorfizmin belirtenebildigini

bildirmislerdir.
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2 vd (1998), Ttalya'da yetisen arpa yerel populasyonlarnnda genetik farklilig, morfolojik,
ve RAPD markerler1 kullanarak belirlemislerdir. Tiim marker tipleri ile populasyonlar
m_dé ve i¢inde farklilik orani benzer bulunmustur. Ancak, RAPD verileri diger marker tipleri
.'_é'f$1last1r1ldlglnda, RAPD'iIn ¢evresel oOzellikler ile diigiik korelasyon gdsterdigi ve
_uiéSyon icindeki farkliligi en yilksek oranda belirledigi bildirilmistir

‘Thompson vd (1998), Kuzey Amerika’da yetigen 18 soya fasulyesi atasm ve introdiiksiyon
g.e::ﬁstirﬂmis 17 gesidin genetik farkliifini arastimuslardir. 35 genotip arasindaki genetik
k_iriin tahmini 281 RAPD markeri aracilift ile hesaplanmugtir. Calismada kullanilan 169
rimerin 125 tanesi analizde sonug vermistir. 833 tane amplifiye edilmis fragmentin ancak 281

anesi polimorfik fragment olusturmustur.

Thompson ve Nelson (1998), soya fasulyesinde yaptiklan ¢aligmada gok sayida rastgele
ﬁmer' kullanarak RAPD markerlerini elde etmislerdir. Calismada, Kuzey Amerika soya
sulyeleri arasindaki genetik tliskiyi az saywda ancak yeterince tanimlayabilecek primer setinin
ﬁlunmam amaglanmustir. 281 polimorfik bant degerlendinimistir Biiylik varyasyon kaynag
gosteren RAPD fragmentlerinin belirlenmesinde temel bilesenler analizine bagvurulmugtur.
-'H_iyerarsik ve hiyerarsik olmayan kiimeleme analizi ile 35 genotip arasindaki genetik iliski
belirlenmistir. Calismada kullanilan 64 primerden 35 tanesinin en yitksek farkliliy belirlemede

11 oldugu bildirilmistir.

Galderisi vd (1998), Kestane ¢esitlert arasindaki genetik farklihig belirlemek i¢in yaptiklari
¢alismada tiim primerler i¢in 1-14 arasinda ortalama 5 bant elde etmislerdir. Arastirmada sadece
3 primer polimorfizmi belirlemek i¢in yeterli olmugtur. Amplifiye olan fragmentler 150-1400 bp
biiyiikliigiinde olmustur.

Ko vd (1998), menekse tirleri arasindaki genetik iliskivi RAPD metodu ile analiz
etmislerdir. Analizde GC igerigi % 60-70 olan 40 primer kullanmislardir Bunlarnn 13 tanesi
genetik iligkiyi belirlemede etkili olmustur. Analizde menekse fiirleri tek bir alt grup disinda
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lojik karakterlere dayanan konvensiyonel taksonomi ile benzer olmustur. Bundan dolayt

analizinin menekse tirlerinde genotip ve morfolojik karakterleri belirlemek igin

rnatif bir siniflandirma sistemi olabilecegini bildirmiglerdir.

Santalla vd (1998), killtiirii yapilan 22 Vigna radiata yerel gesidinde genetik benzerligi
firmak igin RAPD analizini kullanmmglardur. Calismada, 60 primerin 28 tanesi 246 bant

surmustur. Bunlann 229 tanesi polimorfiktir. Genetik uzakhk matrisi Nei ve Li'ye gore

apilmustir. Genetik uzaklik Dy= 1-S; formitliine gére hesaplanmustir. Analiz sonucu 3 ana

uba aynlan yerel gesitlerde yiiksek diizeyde motekiiler polimorfizm belirlenmigtir,

Villand vd (1998), eski ve yeni diinya iilkelerinden toplanan domates tiirleri arasinda genetik

jasyonun yapisim karsilagtumak igin 41 RAPD primeri kullanarak 98 polimorfik RAPD

arkeri olusmustur. Genetik farklilik, marker frekansi ve marker farklih bu bireylerin alt

c_jpulasyonlarlm kargilastirmada kullamlmisti. RAPD marker frekansindaki farklihiklar, yeni ve

ski diinya koleksiyonlarinin tek tip olmadiim belirlemistir.

Schreller vd (1998), apomiktik Dryopteris remote tiirlerinin orijinlerinin degerlendirilmesi

n RAPD markerlerini kullanmislardir. Calismada 19 primerin 12 tanesi yorumlanabilen ve

tekrarlanabilen sonuglar verdigi igin bunlardan elde edilen veriler kullanilmigtir. 5 primer iriin
olugturmazken, 2 primerde tatmin etmeyen sonuglar verdigi i¢in degerlendirmeden ¢ikanlmustir.

=15 67 bant analiz edilmis ve bunlarin 20 tanesi polimorfik olarak bulunmustur. Daha 6nce

izozim ile yapilan ¢alismada D remote tiitlerinde genetik iiniformite oldugu bildirilmisken

RAPD markerleri ile bu tiirlerin giiney Avrupa kesiminden toplananlari arasinda varyasyon

ortaya cikmugtir. Aragtwmaciar D remote bireyleri arasinda digiik genetik farklilik

belirlemiglerdir.

Schontz ve Rether (1999), Seteria italica'min 37 hattinda polimorfizmi belirlemekK igin
RAPD analizini 4 tane 10 bazhk primer ile kullanmiglardir. Bu primerler birbirlerinden sadece
bir veya iki dizi G-C bakumindan farkhidir. Her primer spesifik RAPD triinleni olustﬁrmustur_
Olusan 25 tane polimorfik bant 33 hattin farkli genotipte oldufunu gostermistir. Caligmada




: PD markerleri kullamilarak tahmin etmislerdir. Germplasmin degerlendirilmesi 10 primer ile

plhmg;tu 100 polimorfik bant elde edilmigtir. Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik farkl

ntlann toplam bantlara orani olarak hesaplanmugtir  Kiiltiirii vapilan P ginseng ve P,

mquefolzum un yabani tipleri arasinda yiiksek genetik uzaklk (GD) degerinin tiirler, ekotipler

Ve olgesel populasyonlar arasindaki genetik farkliligt belirledigini bildirilmislerdir

Dhillon ve Ishiki (1999), yabani varyetenin de bulundugu farkhi cografik lokasyonlardan

oplanmis 29 tathpatates bitkisinde genetik iligkiyi RAPD markerleri kullanarak belirlemislerdir.

rimerler 46 polimorfik bant olusturmugtur. Tatlipatateste polimorfizmin derecesine dayanarak
sek genetik varyabilitenin varligr 6nerilmistir. Yabani titrler Ipomoea gracilis ve Ipomoea
itea kiiltliril yapilan tath patateslerden farkli bir grup olusturmustur. Her primerin

:Dlusturdugu amplifikasyon {iriinleri farkls say1 ve yogunlukta olup bu fragmentler 200-1200 bp
'buyuklugunde olmustur.

Mekuria vd (1999), zeytinin 39 bireyinde genetik varyabiliteyi belirlemek igin yaptiklari
¢alismada RAPD analizini degerlendxrmlslexdlr Arastirmada kullanilan 30 primerden 6 tanesi

+ polimorfizmi belirlemede yeterli olmustur Cesitler i¢inde genetik benzerlik en az % 69-98
arasinda degismistir.
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erdison vd (1999), asmada in-vitro'da kallus sathast siresince ve slirglin organogenesisi
yunca bitki bilyiime regiilatorlerinin etkisiyle olusabilen varyasyonun oldugunu ve bu
syonun genomda kalitatif ve kantitatif degisiklige yol agtifim bildirmislerdir

asmada RAPD kullanilarak olusan bu kimeranmn belirlenebilecedini

‘Lanham ve Brennan (1999), bektasi iziimiinéin 20 genotipi arasindaki genetik farklihigy
aciklamakta RAPD, ISSR ve AFLP markerlerini kullanmislardir. Toplam 793 bantin 184 tanesi
(%23) polimorfik olmustur AFLP, fim primerleri ile polimorfizmin belirlenmesinde en etkili
olan marker sistemi olmustur. Primer basina ortalama 19 polimorfik bant elde edilmistic RAPD
le 24 primer kullamlarak 170 bant, ISSR ile 9 primer kullanilarak 333 bant ve AFLP ile 4
primer kombinasyonu kullanilarak 290 bant elde edilmistir. Aynt zamanda 6 RAPD primeri ve 2
iSSR primeri ile hig bir polimorfizm belirlenememistir. Arastirmacilar RAPD'in teknik olarak
Easit ve ¢ok kiigtik miktarda DNA'ya ihtiyag oldugunu bununla birlikte iki bireyde de benzer
Sﬁyﬁklﬁkte bantlann  Slctilmiis olmasimn bantlann aymi sekansta oldugunun garantisi
olamayacagim bildirmislerdir RAPD analizi sonucu elde ettikleri bantlartn varligina (1) ve
yokluguna {0) gdre bir tablo olusturmuglardir. Bu verilere dayanarak, Nei ve Li tarafindan
:6nerilen i ve j gibi iki cesit arasmdaki benzerligi (Sy)= 2N;j(Ni+N;) formiiliinden yararlanarak
hesaplamstardir (N2 iki gesitte da ortak olan bant sayisi, Ni: i cesidindeki bant sayisi, Nj: j
indeki bant says1). Olusturduklart benzerlik matrisini kullanarak UPMA ile gruplama
yapruslardir

Li ve Midmore (1999), Avustralya'da kiiltiirti yapilan 28 tane Cin su kestanesi arasindaki
genetik iliskiyi RAPD kullanarak aragtirmuslardir. RAPD analizinde 20 tane primer
kullanmislardir  Bunlardan 14 tanesi 99 RAPD markeri gogaltmustir, Omekler arasindaki
farklihgin % 0.78-4 4 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Yee vd (1999), Vigna angularis'de yaptiklart ¢aligmada iki farkli gen havuzunda bulunan
bireyler arasindaki genetik benzerligi agiklamak i¢in RAPD ve AFLP marker sistemlerinden

vararlanmislardir. 58 birey arasinda 57 RAPD ve 214 AFLP bantlann genetik farklihigi
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tir AFLP primeri ile reaksiyon basina ortalama 11.3 polimorfik bant belirlenirken
karsm RAPD primeri ile ortalama 3.2 polimorfik bant bulunmustur AFLP verileri RAPD
rinden daha onemli kesin sonuglar vermistir. Bireyler arasinda gruplar olusturmada

me analizinden faydalanilmigtir. Caligma sonunda olusan gruplar cografik orijinlen ile

relasyon gostermemigtir

Bhat vd (1999), 36 tane Hindistan ve 22 tane Dogu Asya Ulkesinde iiretimi yapilan susam
51tlenﬁde RAPD markerleri kullanarak % 19-89 arasinda polimorfizm belirlemiglerdir.

;smada kullanilan 48 primerin 24 tanesi giivenilir sonuglar vermistit Dogu Asya Ulkelerinde
g,tmlen susam cesitleri arasinda Hindistan orijinli olanlara gdre diislik polimorfizm
lunmustuz Arastiricilar bunun, bu ilkelerde tretimi yapilan gesitierin introdiiksiyon yoluyla
lis gstermesinden kaynaklandigim belirtmiglerdir. RAPD analizi sonucu elde edilen veriler

ard'm benzerlik indeksinden yararlanarak olusturulan matris UPGMA ve Wagner'e gore

dogramlan elde edilmistir.
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Sekil 3 1. Susam Populasyonlarina Ait Tarla Denemesinden Goriiniis

3.1.1.1. Toprak ozellikleri

Deneme alaninin fiziksel ve kimyasal analizleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Toprak Bolimii Laboratuaninda yapilmistir. Deneme tarlasmm 0-35 cm derinliginden

alinan toprak Srneklerinin analiz sonuglar1 Cizelge 3 1 'de verilmistir.
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Analiz sonuglarna gore aragtirma yeri alkali, kiregli, tuzsuz ve az humuslu bir topraga

Deger Simf
8.12 Alkali [
22 00 Asint Kiregli E
00199 Tuzsuz 1
Toplam N (%) 0.1078 Orta T
Degisebilir Katyonlar (Na-K-Ca-Mg) 1.14-1.13-28.71
(me/100g toprak)
KDK (me/100g toprak) 1627 Yitksek ]
Organik Madde (%) 2.40 Az Humuslu

3.1.1.2. Tklim dzellikleri

Susam populasyonlarinin ekiminin yapildig1 deneme alaninin 1997 ve 1998 yillarna ait

Haziran-Fkim dénemi aylik ortalama sicaklik (°C) ve yags miktan (mm) degerleri Cizelge

3.2 'de verilmistir

Cizelge 3.2 Deneme alaninin 1997-1998 yillarina ait ortalama iklim verilen

1997 1998 B
Haz Tem Apus Eviiil Ekim Haz Tem Agus Eylil Ekim
Ortalama sicaklik (°C) 26.6 305 286 252 209 265 302 305 256 215
Ort. Yagis Mik. (mm) 202 ---- 286 622 1893 27 30 - 21 1203
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sam, 90-120 giinliik bir yetisme siiresine ihtiyag duyar Optimum 25-26 OC sicaklik

ardir, Sicakligin 20 %C4p altinda olmast halinde bilyiime azalir ve 10 %Ctde déllenme

iiytime durur.

‘Susam kok sisteminden dolayt kuraga tolerans gosterir Bununla birlikte blylimenin

masi icin yeterli neme ihtiyag vardur. Bilylime sezonunda minimum 20-26 mm yagis
sundur. Bilyiime ve gigeklenmeden dnceki nem seviyesi verim lizerine oldukea etkilidir.
lgek'ienmenin baslangicinda  fotoperiyota hassastu.  Tohumlarn yag icendi artan

fotoperiyot ile artmaya meyiilidir (Oplinger vd 1990).

“Susamin iklim 6zellikleri gbz dniine alindi§inda arastirma sezonu boyunca ortalama

'tqkhk bityiime ve gelisme icin yeterli olmugtur.

1.2. Materyal

.2.1. Genetik bitki materyali

Bu arastirmada, Tiirkiye'de yerel olarak tiretimi yapilan 52 farkli yetigme bolgesinden
_Tanm it ve Ilge Miidiurliklerinin aracilifi ile elde edilen susam populasyonlan

kullanilrmistir.  Aragtirmada materyal olarak kullanilan 52 adet susam populasyonunun

“orijinleri Cizelge 3.3'de verilmistir.
3.1.3. Metod

Bir y1l dnce elde edilen tohumlar 26.6.1998 tarihinde Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda her bir populasyon 4 m uzunlugundaki
iki siraya ekilmistir. Ekim el ile 50 cm sira arasi mesafe verilerek yapilmistir. Cigeklenme

-~

baslamadan 8nce her populasyondan rastgele segilen 10 bitki etiketlenmigtir.
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Jge 3.3. Susam Bitkilerinin Toplandif Bolgeler

k_No ilge

i1 K&y (Mevkii)

5301 Uzunkdpril Edime Mezarhkaltt Maksutlu Koyt
02 Uzunkopri Edirne Taghbayii Tiirkobas: Koyl
9303 Uzunkdpril Edirne Ortaova Altinyazi Kéyi
9304 Uzunkdprd Edime Balbankdyti Génekirt Mevkii
9307 Merig Edirne Kavaklikoy Yedikavaklar Mevkii
p 9308 Eceabat Canakkale  Biylkanafartalar
9309 Lapseki Canakkale  Cavuskéy
9310 Lapseki Canakkale  Alpagat K&yl
p 9311 Lapseki Canakkale  Tastepe Koyl
9312 Lapseki Canakkale  Disbudak Koyt
9313 Orhangazi Bursa Celtikei Koyil
9314 Turgutiu Manisa Merkez
TSP 9316 Turgutlu Manisa Merkez
TSP 9317 Alagehir Manisa Killik Koyt
TSP.9318 Alagehir Manisa Hacualiler Koy
TSP 9319 Alagehir Manisa Tepekdy
TSP 9321 Menemen {zmir Turkeli Koy
TSP 9322 Menemen {zmir Cavus Kayil
$P 9323 Menemen {zmir Kesik Kévii
SP 9324 Incirliova Aydmn Golmarmara
TSP 9325 Bozdogan Aydin Kozandere
TSP 9326 Bozdogan Aydin Haydere Koyl
TSP 9327 Gliney Denizli Corbacilar Kéyl
TSP 9328 Acipayam Denizli Kumavsar, Kyl
TSP 9329 Acipayam Denizli Glimiigkdyil (Sarn)
TSP 9330 Acipayam Denizli Gumiisksyit
TSP 9332 Dalaman Denizii Akcatas Koyl
TSP 9333 Ortaca Mugla Eksiliyurt Koyil
TSP 9334 Kboycegiz Mugla Kavakaras: Koyit
TSP 9335 Fethiye Mugla Kemer-Seydiler Koyil
TSP 9336 Kegiborlu Burdur {lyas Koy, Uzunalar Mevkii
TSP 9337 Bucak Burdur Urkatla Koyt
TSP 9338 Mut fgel Kadkdy
TSP 9339 Ceyhan Adana Yesiidam Koyt
TSP 9340 Ceyhan Adana Giindogan Koy
TSP 9341 Ceyhan Adana Dokuztekne Koyl
ISP 9342 Ceyhan Adana Kizildere Koyl
TSP 9343 Kadirli Adana Yukaribozkuyu Koyt
TSP 9344 Kadirli Adana Topraktepe Koyl
ISP 9345 Kadirli Adana Cigeik Koyl
TSP 9346 Kozan Adana Zerdali Koyt
TSP 9347 Kozan Adana Poskabasakal Koyl
TSP 9348 Kozan Adana Akdam Koyt
TSP 9349 Kozan Adana Gazi Koyl
TSP 9350 Osmaniye Adana Selimiye
TSP 9352 Hilvan S Urfa Uslizlen Kayil
TSP 9353 Hilvan S Urfa Faik Koyl
TSP 9354 Hilvan S Urfa Ozbas Koyil
TSP 9355 Hilvan S.Urfa Hilvan Merkez-Kongik Mezra
TSP 9356 Hilvan S Urfa Merkez {ige
TSP 9359 Cizie Sirnak Dirsekli Kéyit (koyu renkli)
TSP 9360 Cizre Sunak Dirsekli Koyii (agtk renkli)
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_ Olgunlagma ile birlikte her populasyondan &rneklenen 10 bitki toplu olarak sﬁkﬁlﬁp. |
-quvﬁl icinde tarlada kurumaya birakilmistir Kuruyan tohumlar ¢uvala guptlmugtir,
opulasyoniart temsil eden bu bitkiler populasyon analizinde kullantlmak {izere morfolojik
- tarimsal dzelliklert bakimindan degerlendirilmigtir. Populasyon analizlerinde Cizelge

4.°de verilen morfolojik ve tarimsal dzellikler kullamlmistir (Baydar 1997).

(izelge 3.4. Popuiasyon Analizinde Incelenen Ozellikler

"Morfolojik Ozellikler Numaralandirma
“Cigeklenme Zamani

Erkenci (30-40 giin arasinda ¢igeklenme) 0

Orta erkenci (40-50 glin arasinda gigeklenme) 1

Orta geggl (50 giin sonunda gigeklenme) 2

.Dallanma durumu
Az dalli (dal sayis1 3°den az) 0

Cok dallr {dal sayis1 3’den fazla) 1
Yaprak koltugunda kapstil sayisi

Monocapsulle (tek kapsiilliliik) 1

Tricapsulle (iig kapsilliilik) 2
Kapsiilde karpel sayisi

Bicarpellatum (iki karpelli= 4 lokuslu) 2

Quadricarpellatum (dért karpelli= 8 lokuslu) 3
Tohum kabugu rengi

Koyusar1 0

Beyaz -agiksan I Beyaz- koyu sart 2

Koyusari-agikkahverengi 3 Puslu agiksan- agikkahverengi 4

Parlak koyusart-koyukahverengi 5 Beyaz 6

Agiksari- koyukahverengi 7 Aciksari-koyukahverengi-Siyah &

Kapsiil dizilisi Kapsil Tityltligi
seyrek diizenli 0 tilysiiz 0
sik-seyrek diizenli 1 kisa-seyrek 1
sik-diizenli 2 kisa-sik 2
seyrek-sik diizenii 3 uzun-seyrek 3
seyrek diizensiz 4 uzun-sik 4
sik diizensiz 5

Tanmsal Ozellikler

Bitki Boyu (cm) ~
Ik kapsiil yiksekligi (cm)

Ana sapta kapsiil sayis1 (adet/ana sap)

Bitkide kapsiil sayis1 (adet/bitki)

Kapsiilde tohum sayis1 (adet/kapsiil)

1000 tane agirhids (g)
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Olgiim ve degerlendirmeler

er populasyondan 10 bitki drneklenerek yapilan galigmada;

Képsﬁl Yiiksekligi ve Bitki Boyu: Bitkilerin toprak yiizeyinden itibaren itk kapstilin

151 boguma kadar olan uzuniugu olgiilerek ilk kapsiil yiiksekligi (cm) ve toprak

zeyinden en {stteki kapsiiliin ucuna kadar olan uzaklik dlgiilerek bitki boyu bulunmustur

Bitkide ve Ana Sapta Kapsiil Sayisi: Ana sapta bulunan gelismis kapsiiller sayilarak ana

sapta kapsiil sayis1 ve tiim bitki tizerindeki toplam kapsiil sayist ile bitkide kapsiil sayisi

(adet/bitki) belirlenmistir

Yaprak Koltugunda Kapsil Sayist: Onemli bir genetik 6zellik olan yaprak koltufunda

sayist (Baydar 1997), populasyonlarin aymmmmda kullamlan dnemli

kapsiil
"'degiskenlerdendir (Hiltebrandt 1932). Bogumda olusan kapsiil sayisina gére tek ve ig

kapsiillii olmak iizere niimerik olarak degerlendirilmigtir

psiilde Tohum Sayisu Omeklenen her 10 bitkiden rastgele alman iger kapsiliin

_ tohumlar sayilip ortalamalart alinarak kapsiilde tohum saysi (adet/kapsiil) bulunmustur.

1000 Tohum AgZirlig: Her populasyondan Srneklenen 10 bitkiye ait 100'%r adet susam

tohumu tartilarak bulunmustur (g

Kapsiilde Karpel Sayist: Populasyonlar kapsilde karpel sayisina gore iki karpeili
"ssp.bicarpellatum Hilt." ve dort karpelli "ssp. quadricarpellatum Hilt." olmak iizere

(Hitebrandt 1932) gruplandirthip niimerik olarak degerlendirilmistir

Kapsiil Tdyliligi: Her populasyona ait Grneklenen 10 bitkide susam kapsiillerinin
tiyliliigli tilysiz, kisa-seyrek, kisa-sik, uzun-seyrek, uzun-sik olmak fizere bes Ozellik

(Demir 1962) niimerik olarak degerlendirilmistir




nma Durumu: Calismada her populasyonda 3'den az yan dala sahip olanlar az

en cok vyan dala sahip populasyonlar ise ¢ok dallanan olarak

lajan Ve 3d
iﬂ'a'ﬁduﬂmlstu (Hiltebrandt 1932),

cklenme Zamant: Susamlarn ilk cigeklenme zamamna gore erkenci, orta erkenci ve
ge"(;gi (Baydar 1997) olarak ¢iceklenme zaman tespit edilmigtir.
_;ohurﬁ Kabugu Rengi: Susam populasyonlarina ait tohumlar birbiri ile karsilastinlarak

yazdan siyaha kadar degisen farklt renkler belirlenmistir. Renkler niimerik olarak

egerlendirilmistir

psul Dizilisi: 10 bitkide gdvde iizerinde siralanan kapsiiller, seyrek-diizenli, sik diizenli,

ik_seyiek diizenli (stk kapsiillii bitki sayis1 daha fazla ise), seyrek-sik diizenli (seyrek

'a‘péullu bitki sayis1 daha fazla ise), seyrek diizensiz ve sik diizensiz olmak f{izere her

_zeliige bir numara vermek sureti ile gruplandirma yapilmigtir

3.1.2.2.2. Yetistirme teknikleri

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Deneme Tarlasinda

“yapilan susam tariminda sirastyla uygulanan tarla hazirlif1 ve bakim islemleri s&yledir:

Deneme alant 6nce, siiriim islerinde problem olacak iri taglardan temizlenmistir.
Toprak tavh oldugu dénemde 10-15 cm derinliginde soktu pulluk ile siirtilip arkasindan
disk-harrow ¢ekilmugtir

Saf madde {izerinden dekara 5 kg N, 5 kg P,0s ve 5 kg Ko0 olacak sekilde giibre

atilmustir,
Tapan gegirilerek toprak ekime hazir hale getirilmistir.
Markdr yardimi ite 50 cm sira arast belirlenerek ekim yapilmigtir

Fide cikigindan bir hafta sonra sira Gzer 10 cm olacak sekilde el ile seyreltme

yapilmstir.
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:'li.ﬁmeyi takiben yabanci ot kontroliiniin yan1 sira bogaz doldurmak icinde el capas:

':bdklm igler1 yapilmistir Sulama, yagmurlama sulama olarak yapulmstir (Sekil 3.2).

1ttaki kapstiilleri sararan susam bitkileri elle sokiiliip teliz torbalara verlestirilerek
g0 géde kurumaya birakilmigtir. Daha sonra torbanin igine bitkiler ¢irpilarak tohumlar

de edilmistir.

Caligmada kullanilan 52 populasyonda 13 farkl ozellik (Bitki boyu=Bit boy, Kapsiil

yiiksekligi=kap yuk, Bin tane agurligi=1000TA, Yaprak koltugundaki kapsil sayisi=YKKS,
Kapsiildeki karpel sayisi=KKS, Kapsil Tiyliliigii=Kap Tily, Dallanma, Ciceklenme
zamani=Ci.zam., Tohum rengi=Tohren, Kapsiildeki tohum sayisi=KTS, Ana saptaki
kapsiil sayisi=ASKS, Tiim bitkideki kapsiil sayisi=TBKS) incelenmistir. Degiskenlerin
istatistiksel analizde kullanilmasi amaciyla transformasyonunun yapilmas: gerektigi igin
adet olarak tespit edilen kapsiildeki tohum sayis1 (KTS), ana saptaki kapsiil sayis1 (ASKS)
ve tim bitkideki kapsiil sayis1 (TBKS) degiskenlerinin karekokleri alinmistir, Bu

degiskenlerin karekoklert alindig1 zaman normal dagilim gdstermistir.

Incelenen degiskenlerin ortalama ve standart sapma gibi temel istatistikleri hesaplanarak

Ozeliikler arasindaki iligki korelasyon analizi ile belirlenmistir. 13 degisken arasindaki bu




smel bilesenler analizi ile desteklenmistir. Korelasyon analizi SAS (SAS, Institute

tinda bagmlihgin ditsiik oldugu tespit edilen degiskenler kullanilarak populasyonlan

nzer gruplara iiimelemek i¢in kilmeleme analizinden faydalamlmistir x; ve xj goziem

éaﬂamimlmr (Tathdil, 1996). Kiumeleme analizi hiyerarsik kKiimeleme analizinde tek
glant teknigi ile yapilmstir Teknikte dnce iki yakin binm birlestirilir sonra ¢ok yakin
komsuiardan olusan binmleri igeren grupla baglanir (Digby vd 1987). Kiimeleme analizi

INITAB paket programu kullanilarak yapilmustir  Bunun disinda SPSS 8.0 paket

ogrami ile de kiimeleme analizi yaptlmistic Elde edilen benzeriik oranlan ve dendogram

v INTTAB ile yapilan analizden elde edilen sonugiarla aymi olmustur.
RAPD Markerleri ile Ilgili Calismalar

3.2.1. Materyal
DNA izolasyonu i¢in bitki materyali, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakdltesi Bitki
Koruma B&timii iklim odalarinda 26 °C sicaklikta 16 h aydinlik 8 h karanlik kosullar

altinda saksilarda yetigtirilmistir: Bitki genomik DNA’si, ortalama 10-12 gin sonunda

bitkilerin kotiledon yaprakiarindan sonra gikan ilk gergek yapraklarindan elde edilmistir:

3.2.2. Metod

Calismada Dellaporta vd. (1985) tarafindan gelistirilen DNA ekstraksiyonu yontemi

modifiye edilerek asagidaki islem swasiyla yapilmstir

a 0.075 g 10-12 glinliik geng yapraklar sivt nitrojen yardumu ile dondurularak havanda toz

haline gelinceye kadar ezilmistir.
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adra halindeki yapraklar {izerine 400 ul DNA ekstraksiyon ¢ézeltisi (Cizelge 3.5)
éﬁenerek homojen bir kangim oluncaya kadar havanda kangtiilmustir. Daha sonra
ei)pendorf tiiplere alinarak % 10’luk 50 pl SDS ilave edilmistir Eppendorf tiplere
hafifge vurularak kanstiilmistir,

Tiipler daha sonra 65 °C’de 12 dk su banyosunda tutulmustur. Inkiibasyon siiresince
eppendorf tiipler ara sira dikkatle ters yiiz edilerek kanstinlmistir,

1zelge 3 5 DNA Ekstraksiyon Cdzeltisi (100mM Tris-HCl pH 8.0, 50mM EDTA pH
8.0, 500mM NaCl, 10mM 2-mercaptoethanol). 100 ml i¢in:

M Tris-HCL pH 8.0 50mi

SMEDTIA pHRO 10.0 ml

) M NaCl 10.0 ml

ercaptoethanol 70.0 pl

Sicak su banyosundan ¢ikartilan tiiplere SM 125 ul potasyum asetat ilave edilerek yine
parmakla hafif fiskeler vurularak karistinlmistir. Bundan sonra 5 dk. buzda bekletmeye
alinmistir.

Bu iglemden sonra 200 ul kioroform:octanol ¢dzeltisi (24:1) ilave edilerek 4 ’C'de
10000 rpm’de 45 dk santrifly yapilmistir. Santriifikasyon sonrast SDS/protein
peletinin iistiinde olugan siipernatant temiz bir tiipe alnarak ~20 °C’den ¢ikarilan 375 pul
soguk isopropanol ilave edilmistir. Tiip dikkatle ileri geri hareket ettirilerek kangtirilmug
ve ardindan —20 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra 10 000 rpm’de 20 dk 4 °C’de santriifij yapilmistu ve tiiptin
tabanmda olusan peletin Ustlindeki sivi atilmustir Pelet % 80°lik etil alkolle ti¢ kez
yikandiktan sonra 50ul TE icinde ¢ozillmustiir

Ortamdaki RNA’y1 uzaklagtirmak igin 2.5 pl RNaz enzimi eklenerek su banyosunda
37°C’de 30 dk bekletilmistir Daha sonra RNaz uygulanmamis bir DNA 8rnegi kontrol
olmak sarti ile RNaz ilave edilmis DNA Sinekler % 0.4'liikk agaroz jelde yiiritiilerek
karsilagtirdlmigtic Uygulama sonucu RNaz ilave edilen 4rneklerde RNA bantlzm
kaybolmustur

h. DNA miktarimin belirlenmesi ve polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmasi igin
sulandirma oranlannin hesaplanmasinda spektrofotometrik digimler yapilmistir Destile

su ile yapilan 1/200°lik sulandirmalar ile UV- spektrofotometresinde (Shimadzu UV-
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60) 260 nm (Axg) ve 280 nm (Aigg) dalga boyundaki absorbsiyon degerlerine

akilarak DNA molekilliinfin konsantrasyonu hesaplanmstir

{zble edilen DNA'min protein ve diger fenolik bilesiklerle bulasik olup olmadigini
..i.f.l'érnek i¢in {Azeo) dalga boyunda okunan absorbans dederi (Agg) dalga boyundaki
_b_s"bfbans degerine oranlanmustir (Ajge/ Asge). Cikan deger t.8'in altinda olmas: halinde o
spulasyonlara ait DNA ekstraksiyonu tekrarlanmugtir, Cinkii degerin 18den disiik
ast DNA'da protein ve fenol konteminasyonunun oldugunu géstermektedir (Maniatis

d, 1982)
:2.2.1 DNA ekstraksivonunda kullanifan ¢ozeltiler

:0 M 100 mi Tris-HC! (pH 8.0): 24.22 g trisma base 80 ml destile su iginde ¢dziildiikten
onra son hacmi {00 ml olacak sekilde HCl ile pH 8'e ayarlanmustir Tris-HCI

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

M 100 ml EDTA: 1871 g 80 ml destile su i¢inde ¢0zilmils ve yaklagik 2 ¢ NaOH
“peleti ilave edilerek pH 8 olacak sekilde son hacim 100 ml'ye tamamlanmis ve daha sonra

otoklav edilmistir

50 M 100 ml NaCl: 2922 g NaCl 90 m!l su iginde ¢dziildiikten sonra son hacim destile su

ile 100 ml'ye tamamlanmistir Otoklavla sterilizasyonu yapiimstir.

% 10 SDS: 10 gr SDS 70 ml ddH;O ginde 1siilarak ¢ozilmiis ve daha sonra oda
sicaklifinda sogutularak toplam hacim 100 ml'ye tamamlanmusur. SDS filitre kullamlarak

sterilize edilmistir.

5 M 100 ml Potasyum asetat: 49.1 g potasyum asetat ddH;0 iginde ¢oziildiikten sonra

toplam hacim 100 ml'ye tamamlanmugtir
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fris/EDTA (TE ) Tamponu: 100 ml i¢in 2 M Tris HCl'den (pH 80) 25 ml ve 05 M
EDT A'dan (pH 8.0) 2 ml alinarak son hacim 100 ml'ye tamamlanmistir.

50X TAE Tamponu (1 L): 242 g tris base, 57.1 ml glacial acetic acit ve¢ 100 ml 0.5 M
EDTA iginde ¢oziilditkten sonra toplam hacim 1L'ye tamamlanmugstit. TAE tamponu oda

sicakhiginda saklanmuigtir.

X TAE Tamponu (1 L): 50X TAE tamponundan 20 ml alimip ¢ozeltinin hacmi 1 L'ye

- tamamlanmigtir.

RNaz: Sigma'dan temin edilen Ribonuclease A (RNase), dnerilen sekilde 10 mM Tris-HCL
- pH 7.5 ve 15 mM NaCl iginde konsantrasyon 10 mg/ml olacak sekilde ¢oziilmistir Elde
edilen RNaz stokundan 50 pllik DNA'lara her Ornek igin 50 ug/ml olacak sekilde

eklenmistir.

6X Loading Buffer (10 ml): 4 g sucrose, 25 mg Bromophenol Blue Dye, 2.4 ml 0.5 M
DTA steril ddH;O ile son hacim10 ml'ye tamamlanmustir

Ethidium Bromid: 0.1 mg ethidium bromid 10 ml ddH,O icinde kangtiniarak ¢dziilir
Karanlkta +4 °C'de saklamr Hazirlanan ana stok 10 mg/ml Ethidium bromid igermektedir.
Jel boyamast yaptlacagl zaman 200 pl bu ana stoktan alinarak [ L suya ilave edilmis ve
koyu renkli sisede kullamma hazilanmigtir. Ethidium bromid olduksa kansorejen bir

madde olup calisirken mutlaka eldiven givilmeli ve etrafa bulagtinlmamaya Ozen

gosterilmelidir.
3.2.2.2. RAPD "Random Amplified Polymorphic DNA" tekniginin optimizasyonu

RAPD yéntemi (Williams vd. 1990) ile 38 farkli susam populasyonundan elde edilen
genomik DNA’lar kullamlarak, genetik akrabaliklar1 saptanmigtir.
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A konsantrasyonunun optimizasyonu

Kalpp DNA konsantrasyonu amplifikasyonun basanist i¢in ¢ok Onemli bir faktdrdiir.
-krarlanabilen RAPD profillerinin elde edilmesi igin reaksiyon kangiminda bulunmasi
eréken DNA miktart UV-spektrofotometresinde 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon

egerinden faydalamilarak hesaplanmigtir (Maniatis ve ark., 1982).

A miktar (ug/ml)= Absorbans degeri (ODagp) X 50 X Seyreltme Katsayisi

" Yukaridaki formiile gére tiim populasyonlara ait DNA miktart 1760 ng/ul-1820 ng/ul
-agasmda degismistir  Konsantrasyonu belli olan bu DNA'lar ikiye béliintip -20 'C'de
‘muhafaza edilmistir Reaksiyon igin kullanilan DNA'lar buradan alinmustir. Her bir DNA
‘ornegi 87 5 ng/ul olacak sekilde TE buffer ile seyreltilmistir. Kalip DNA konsantrasyonu
diper bitkiler igin ortalama 3 ve 30 ng arasmnda optimum amplifikasyon vermektedir. Bu
:'smlrm disinda amplifikasyon olmamaktadir. Calismada test edilen DNA miktan 2 ng, 3.5

_'ng, 7 ng ve 14 ng olmugtur. Uygun DNA miktar1 7 ng olarak tespit edilmistir

MgCl; Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Magnezyum konsantrasyonu primer yapismasina "annealing”, enzim aktivitesine,
irfiniin belirginligine ve primer-dimer artifaktlarnin olusumuna etki etmektedir (Pancholi
1995, Devos ve Gale 1992). Diisiik konsantrasyoniu MgCl, kullamldif zaman genellikle
diigiik verimli {irin veya hig iiriin olugmazken yitksek konsantrasyonlu Mg iyonu ise
istenmeyen iirlinlerin olusmasma neden olmaktadr Calismada 0.5 mM, 1.5 mM, 2 mM,
2.5 mM, 3 mM ve 5.5 mM Mg konsantrasyonu denenmistir. Elde edilen PCR triinlerinde 3
mM Mg konsantrasyonu ¢ok sayida ve parlak bantlar vermistir. MgCly’de Taq Pol enzimi

ile birlikte 25 mM olarak (Promega) temin edilmigtir
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primer konsantrasyonunun optimizasyonu

Primer konsantiasyonu yiiksek oldugu durumlarda kalip DNA'dan bagimsiz primer-
lmexlermm ve spesifik olmayan iirlinlerin olugmasina neden olmaktadir (Pancholi 1995,
ceden vd 1992). Calismada 10 niikleotidlik 12 farkli primer kullanilmugtir. Bu primerlerin
baz dizilisi Cizelge 3.6°da verilmigtir.

Cizelge 3.6 RAPD Analizinde Kullamlan Primerler ve Baz Dizilisleri

fsim Dizi (5 2orereons 3
Kl TTGGCGGCCT
K2 ACCTCGCCAC
K3 GGCTGGTICC
K4 TGCTGGTTCC
K5 ACGGGCCAGT
K6 CTGCGCIGGA
K7 ACCTGGGGAG
K38 GAGGTCCACA
K9 GICAGIGCGG
K10 ACAGCCCCCA
Kit AGACCCAGAG
K12 CTATGCCGAC

Kullanilan primerlerin niikleotid dizilert rastgele secilmis olup Guanin/Sitozin orani en az
% 60°dir. Susam i¢in kullanilan primer konsantrasyonu 5 pmol, 10 pmol, 12,5 pmol, 25
pmol ve 50 pmol olmak Uzere test edilmistir. Yapilan optimizasyon sonucu her bir

primerden 25 pmol kullamImas: wygun bulunmustur.

ANTP konsantrasyonunun optimizasyonu

Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) konsantrasyonunun diisiik miktarda kullammt
PCR'in giivenilirligini arttirmaktadur. Digtik dNTP konsantrasyonu niikleotidlerin yanls
baglanma olasiligint azaltir (Pancholi 1995, Gégmen 1994). Calismamizda yanhs bagtanma
hatasini azaltmak icin 0.02 mM, 0.04 mM, 0.08 mM, 0 1 mM ve 0.2 mM olmak iizere 5
farkli dNTP konsantrasyonu denenmistir. Deneme sonunda en iyl sonug veren dNTP

konsantrasyonu 0.2 mM olarak belirlenmistir Caligmada dATP, dGTP, dCTP, dTTP’den
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ar sofutulduktan somra tarak yerlestirilmis jel tepsisine hava kabarcifi olmayacak

ckilde dokiilmistir. Katilasan agaroz jel daha sonra 1XTAE buffer igeren tanka
é}i.es.tirilmistir‘. PCR iirlinlerini jelde yiriitmek ig¢in 20 ul &mek alinarak 3 ul loading

uffer ilave edilmis ve yikleme yapilmustir.

“Sonugta "low melting" ve "high melting" agaroz karistirifarak hazirlanan jelde PCR

nleri 75 V'ta 250 amper akim uygulanarak 1.45 saat yiiriitiilmiistiir.

Yiirlitme tamamlandiktan sonra DNA bantian ethidium bromid ile 45 dk boyanarak UV

transiliminatori altinda gézlenmistir. RAPD profillerinin fotograf ¢ekimleri i¢in video

kamera kullanilmistir. Video kameradan alinan goriintilier fotograf fiimine aktarilarak

:oidukga olumlu sonuglar alinmigtir.
3,2.2.4. Istatistiksel degerlendirmeler

Genetik iliskinin belirlenmesi i¢in kiimeleme analizinde "unweighted pair group method
of arithmetic analysis" (UPGMA) kullaniimustir. Kullanilan 12 primere ait RAPD
bantlarinin varhigt (1) veya yokluguna (0) gére olusturulan veriler, her populasyonlann
kendi aralarinda paylastiklart amplifikasyon firiinlerinin sayisina dayanarak benzerlik
tahmin edilmistir (Nei ve Li 1979) Istatistiksel degerlendirme i¢in uygulanan adimlar

asadida verilmigtir.

Amplifikasyon profili, bantlarin varligi (1) veya yokluguna (0) gére degerlendirilmigtir.

Net ve Li'nin (1979) katsay: analizi yapilmistur;
Sij= 2N1j/Ni+Nj veya

b

2 x 1 ve j arasindaki ortak bant say1si

i ve j arasinda toplam bant sayis:

b Ortalama Primerin £Nij veya




i ve jnin toplam benzerlik indeksi

toplam primer sayisi

Benzerlik Matrisinin olusturulmasi ve benzerlik matrisine dayanarak 1-Sj=genetik

uzaklik formiilil ile genetik uzakhk matrisinin olusturulmast

Benzerlik matrisini kullanarak, populasyoniar kimelemek icin UPGMA ile

dendogram olusturulmustur
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GULAR VE TARTISMA
orfolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

.rkh bolgelerden toplanan susam populasyonlari, cigeklenme zamani, dallanma
umt, yaprak koltugunda kapsiil sayis1, kapsiilde karpel sayist, tohum kabugu rengi,

gl.:fuyluluou kapsiil diziligi, bitki boyu, ilk kapstl yiiksekligi, ana sapta kapsill sayisi,

bitkide kapsiil sayisi, kapsiilde tohum sayist, 1000 tane agwligt olmak tizere 13 farkli
'uxk pakimindan degerlendirmeye alinmistir. Bu zellikler, Demir (1962) tarafindan
dirilen kapsiil siklig, dallanma, kapsiilde karpel sayisi, yaprak koltugunda gelisen ¢igek
151, kapsiil baglama yiiksekligi, bitki boyu ve kapsiilde yan zarlann geligimi gibi
”'éicenlerin yani sira, Baydar'in (1997) degerlendirmeye aldify, ana saptaki kapsiil say1st,
bitkide kapsiil sayisi, kapsiilde tohum sayist, 1000 tane agirhigy ve cigeklenme zamant
bi degisenlere gore secilmistir. Patil ve Sheriff (1994), susamda inceledigimiz 13
eglskenden farkli olarak kapsiil uzunluguy, ilk kapsiilin uzunlugy, ilk dalin uzunlugu,

/e 'm, hasat indeksi, bitki basina tohum verimi, bitki basina yag verimi ve kapstil gevresi

_1bi zellikleri de incelemiglerdir

Arastumada kullanilan 13 degiskenden elde edilen veri tablolart olugturulurken

degiskenler lizerinde yapilan Slglimier farkl 8lcit birimlerinde oldugu igin veriler, gzellikler
~arasindaki korelasyon ve kitmeleme analizi igin girdi olarak kullanilmadan dnce bagimsiz
'._dOgrusal degiskenleri olusturmak (Beuningen vd 1997) ve degiskenler arasindaki
~uzakliklarin hesabinda hatali yorumlamayr ortadan kaldirmak icin basit bir doniigiimle
standartlastinlmigtir (Tirker ve Tiirker 1994, Singh 1991). Beit ve Brown (1991), pamuk

varyetelerinin analizinde standardize edilmis verileri kullanarak kiimeleme analizi

~ yapruglardir, Olciim yaptigimiz kapsiildeki tohum sayist, tiim bitkideki kapsul sayisi ve ana

saptaki kapsiil sayisina ait veriler adet olarak alindigt icin dzelliklerin karekokleri alindrak

normal dagilim gdstermesi saglanmistir.
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Degiskenlere ait ortalama ve standart sapmadan olusan temel istatistik sonuglan

f'izelge 4 1'de verilmistir.

izelge 4.1. Morfolojik Ozelliklere Ait Ortalama ve Standart Sapma
Degiskenler Ortalama Standart Sapma

“Bitki boyu 137 72 21.75

Kapstil yliksekligi 44.033 20 859

000TA 3.3908 0.3157

0.01923 0.13747
- KKS 0.00962 0 09768
- Kapstil Tliyliitigi 03923 09556
- Dallanma 0.2058 0.4047
~ Cigeklenme zamam 0.5385 0.5710
- Tohum rengi 2.712 2309
- KTS 85152 04625
- ASKS 55161 0.6752
- TBKS 6 8773 1 3858
Kapsiil dizilisi 0.976%9 1.1776

Calismada kullanilan 13 6zellik (p) ve 52 populasyonun her birinden onar bitkinin
(52x10) degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler arasindaki iliskilerin incelenmesinde
Yorelasyon analizi kullamlmugtir. Jeffers vd (1967), temel bilesenler analizini yapmadan
dnce 6n islem olarak uzunluk ve say1 kangimindan olan degiskenlerin korelasyon matrisini
bulmuslardir 13 degiskenin birbiri ile iligkisinin incelendigi korelasyon matrisi Cizelge

4.2'de verilmistir.

Cizelge 4 2'nin incelenmesi sonucu, bitki boyu ve kapsil yiiksekiigi arasinda (r=
0 549) ve ¢iceklenme zaman ile bitki boyu arasinda (1= 0.580) pozitif ve dnemli (p<0.01)
bir korelasyon oldugu gériilmiistir Aym sekilde ASKS ve TBKS (=0 593), YKKS ve
KKS arasinda (1= 0 417), ciceklenme zamamt ile kapsiil ytiksekligi arasinda (1= 0.458),
kapsiil dizilisi ile tohum rengi arasinda (r= 0 484), 1000 TA ve ciceklenme zamani arasinda
(r= 0.189) pozitif ve tnemli (p<0.01) korelasyon bulunmustur Bununla birlikte kapsiil
tiyliitigii ile dailanma (r= -0.194), KTS ile bitki boyu (1= -0 131), ciceklenme zamani ve

tohum tengi arasinda (= -0.162) ve ¢iceklenme zamani ile KTS arasinda (1= -0202),




ASKS ile gigeklenme zamant arasinda (1= -0.173) negatif ve &nemli (p<0.01) bir

korelasyon tespit edilmigtir.

Ancak degiskenler arasindaki bagimhlifin yiiksek olmadigt durumda veya degiskenler
arasi iligkilerin yapisi hakkinda Onbilginin desteklenmesi agisindan temel bilesenler
analizinden vararlaniimaktadur (Tiirker ve Tiirker 1994). Bugdayda yapilan bir ¢ahgmada,
cesitlerine ait bilgileri deferlendirmek igin standardize edilen verilere temel bilesenler
analizi yapilmis ve veriler arasindaki bagimlilik belirlenmistir (Royo vd 1995). Beuningen
.' vd (1997) ise korelasyon matrisindeki verileri girdi olarak kullanarak temel bilesenler
analizi ile 6zellikler arasindaki iliskiyi belirlemiglerdir. Hu (1985) ise kiiltiirii yapilan susam
 tipleri arasinda farkliliklan ve karakteristikleri temel bilesenler analizi ile belirlemistir. Bu
bilgiden yola gikarak, inceledigimiz Szellikler, ¢ok degiskenli istatistik yOntemleri iginde
degiskenler arasindaki iliskilerin incelenmesinde en etkili yontem olan temel bilesenler
analizi (Tiitker ve Tiirker 1993, Souza vd 1991) ile de degerlendirilmistir. Elde edilen

veriler Cizelge 4 3'de verilmistir

Cizelge 4.3'deki dzdegerler incelendigi zaman ilk temel bilesen ekseni (PC1) toplam
varyasyonun % 19 l'ini, ikinci temel bilesen ekseni (PC2) % 12 8'ini ve tglncl temet
bilesen (PC3) ekseni ise % 11 6'sin1 olmak tizere ii¢ cksen toplam % 53.9unu agtklamigtir.

PC4, PC5 ve PC6 eksenleri ile birlikte varyasyonun toplam % 70 6's1 agiklanmugtir

Cizelge 4 3'de degiskenlere ait ana bilesenler katsayilart incelendiginde PCl'de bitki
boyu (0.504) en yiksek etkiye sahipken bunu olgunlasma zamam (0.424) ve kapsiil
viiksekligi (0.499) izlemistir PC2'de ise ASKS (0 552) ve TBKS (0.478) en yiiksek degere
sahiptir. PC3'de YKKS (-0 434) ve KKS (-0.487) en yitksek etkiye sahip olmustur Ilk 10
PC ekseni genotipler arasindaki varyasyonun % 91 2'sini belirledigi i¢in populasyonlar i¢in
degiskenler arasindaki korelasyonun derecesi digikk olmustur Bu durum korelas;/on
matrisinden elde edilen sonuclan daha net olarak agikhga kavusturmustur Cizelge 4 3'teki
degiskenlere ait I ve 2 eksende yer alan deferlerin iki boyutlu dizlemdeki durumlan Sekil

4 1'de gosterilmistir. Sekildeki, birinci ana eksenin pozitif tarafinda yer alan bitki boyu,
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fi{apsijl yiiksekligi, ¢igeklenme zamani, tohum rengi ve 1000 TA degiskenleri korelasyon
matrisi incelendigi zaman, sz konusu degigkenler arasinda pozitif korelasyonun oldugu
| srillmektedir. Diger yandan ikinci eksende kiimelenen YKKS, ASKS ve TBKS'nin diger
“depiskenlerle arasinda zayif bir korelasyonun oldugu saptanmustir. Birinci ana eksenin
negatif tarafinda yer alan dallanma dzelligi ise diger ozelliklerle zayif bir korelasyon

“gdstermesi yaninda kapsiil tiiyliiliigit ile arasinda da negatif bir korelasyon vardir.

Sekil 4.1. Degiskenlerin Iki Boyutlu Diizlemde Gésterilmesi
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Kiimeleme analizinin en farkli gruplan tek basina kiimelenmesiyle fakat pedigre yoniinden
yﬁksek derecede iligkili olan populasyonlari ise mimkiin oldugunca tek bir grup iginde
toplamas! pzelliginden yararlanarak analiz yapilmigtir (Beuningen vd 1997) Caligmada bu
;zelligi veren hiyerarsik simflandirma ySntemi kullaniimistir. Clinkil birimlesin genig
kategorilere siiflandirilmasi belli ciftlerin arasindaki iliskiyi vermekien daha uygun

olmaktadir (Tatlidil 1996)

Olciilen 6zelliklerden birimi cm, gr ve adet olan 6 ozellik kantitatif, ordinal (sirali;
nesne veya bireyler bir sua diizenine sokulur) ve nominal (nesnelerin dzelliklerine gore
beili adlar alunda smiflar) dlgekten (Cakir, 1994) olugan diger 7 ozellik ise kalitatif
niteliktedir. Verilen 8lcii birimlerindeki farklihiktan dolay: bagka bir ifadeyle stirekli ve
kesikli degiskenlerin bitlikte bulunmasindan dolay1 kiimeleme analizinde kantitatif
degiskenler alinmustir. Genetik uzakhgin belirlenmesinde &klit uzakliz (Tatlhdil, 1996)
kullaniimugtir. Patil ve Sheriff (1994), Ganesh ve Thangavelu (1995) ise susamda genetik

farklihg  belirlemek igin  Mahalanobis uzakhigma dayanarak kimeleme analizi

yapruslardir.

Yaptigimiz ¢aligmada kantitatif degiskenlerle birlikte kalitatif degiskenlerinde
kultanilmas: durumunda aym dendogram elde edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar Singh vd
(1991) tarafindan da desteklenmektedir. Aragtinictlar fasulyede kalitatif degiskenlere
normallik analizi yaparak bunlann kiimeleme analizinde kullanmusiardir.  Kalitatif
degiskenleri de hesaplamaya dahil ettikleri zaman, aym sonuglan elde etmislerdir Aym
sekilde Loi vd (1997) sadece Kantitatif karakterleri kullanarak kiimeleme analizi
yapmuglardir. Escribano vd (1998) ise fasulyede hem kantitatif hem de kalitatif degiskenler

birlikte kullanarak kiimeleme analizine gitmislerdir.
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Cizelge 44'deki 6 Kkantitatif deZisken kullanilarak yapilan kiimeleme analizi

;bnuglarma gdre susam populasyonlart arasindaki genetik benzerlik 98 91 ile 76 00, genetik

uzaklik ise 1 09-24 arasinda degigmistir.

Cizelge 4.4 Populasyonlarn Kiimeleme Analizi Sonucu Benzerlik ve Uzaklik Diizeylen

Benzerlik Uzaklik Kiimeler Benzerlik Uzaklik Kimeler
Diizeyl Diizeyi Diizeyi Diizeyi
98.91 1.186 37-50 96.31 4.008 28-40)
98.76 1.343 8-47 96.23 4.088 1-12
08.47 1.665 14-29 96.06 4271 3-4
98.46 1.675 35-37 95.83 4,526 8-36
98.22 1.935 48-52 85.63 4,740 28-43

98.19 1.962 44-54 95.63 4.744 11-42
98.19 1.964 40-48 95.57 4.803 11-44
98.09 2.071 24-38 95.57 4.806 11-16

97.93 2.223 22-23 95.53 4.845 8-28

97.81 2.381 40-46 95.50 4.879 8-53

97.77 2417 40-49 95.12 5.299 1-3

97.72 2473 3-17 95.01 5.415 8-11

97.59 2.609 14-18 94.68 5.768 25-34

197.53 2.683 2-13 94.64 5.814 1-2
97.51 2.699 41-45 93.13 7.451 21-22

§7.51 2.703 28-56 93.03 7.564 30-33

97.45 2.762 9-10 92.17 8.496 26-30

97.28 2.950 11-24 90.19 10.645 1.7

97.22 3.013 35-35 89.70 11.177 i-8

97.20 3.038 3-9 89.63 11.249 1-19

96.98 3.275 40-41 88.55 12.419 25-32

96.85 3.420 28-39 88.71 13.017 1-32

96.74 3.539 59-60 87.79 13.347 25-26

96.67 3.613 8-14 81.71 19.841 1-25

96.55 3.738 26-59 76.00 26.039 1-16

Aynt bdlgeden toplanan populasyonlar arasinda yitksek diizeyde benzerlik
bulunmasina ragmen, bu tiim populasyonlar igin gegerli bir dzellik degildir Canakkale-
Biiyilkanafartalar'dan (8) ve Adana-Poskabasakal kéyiinden (47) toplanan populasyonlar
arasinda yiiksek diizeyde (% 98 70) benzerlik tespit edilmistir. Yine Burdur-{lyas koyii (36)
ile Canakkale-Bilyiikanafartalar (8) arasinda (% 95 83), Manisa-Killik koyii (17) ile Edirne-
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Altinyazi (3) kyleri arasinda (% 97.72), Manisa-Metkez (14) ve Denizli-Acipayam (29)
qrasinda (%98.47), yiiksek diizeyde benzerlik bulunmustur. En diisiik genetik benzerlik
Edirne-Maksutlu kdyii (4) ile Manisa Turgutlu (18) (% 76.00) ve Edirne-Maksutlu kéyii (4)

ile Aydin-Kozandere'den (25) kdylerinden (% 81 71) toplanan populasyonlarda tespit
..'ediimi$tir. Patil ve Sheriff (1994), 100 susam genotipinde yaptiklari ¢aligmada ayrdiklan
yaryetelerin daBilisinin cografik orijinlerine gére olmadiguu belirtmislerdir. Yine Ganesh
ve Thangavelu (1995) 50 susam varyetesinde yaptiklann kiimeleme analizinde cografik
farklihgin genetik farkhilbkla bir iliskisinin olmadift sonucu ile bizim sonuglarimizi
* desteklemektedir. Dendogramin incelenmesi ile ($ekil 4 2) ayni bblgeden toplanan

| populasyonlarin farkli ve hatta bitbirine uzak bélgelerden toplanan populasyonlar ile aymi

Populasyonlarin benzerlik diizeylerine gére yapilan dendogramdan (Sekil 4.2)

yaralanarak tiim populasyonlar 7 gruba ayrilmistir;

[.Grup: Sirnak-Cizre Dirsekli (59-60) kéylerinden toplanan iki populasyon arasindaki
genetik farklillk diigiik olup (% 3 539), Aydin-Bozdogan Haydere (26)
populasyonu ile birlesmektedirler. Bunlar arasindaki genetik farklilik % 3.378
olarak bulunmugtur Bu grupta ayni zamanda Denizli-Acipayam Giimus (30),
Mugla -Ortaca Eksiliyurt (33), Mugla-Dalaman (32), Mugla-Kdycegiz (34) ve
Aydin-Bozdogan Kazandere (25) populasyonlann da yer almaktadir. Ege
Bolgesinden toplanan populasyonlann g¢oguntukta oldugu bu grupta,
Giineydogu Anadolu Bélgesinden de iki populasyon (Sumak-Cizre Dirsekli
(59-60)) yer almustir. Her iki populasyonda, Ege bdlgesinden toplanan diger
populasyonlarla bitki boyu bakimindan, TBKS ve ASKS bakimindan oldukca
benzer bulunmuslardir.

I Grup: Bu grubu Urfa-Hilvan Merkez (56), Kongik (55), Faik (53) ve Ugiizlen (52)
koyleri, Adana-Osmaniye (50), Adana-Kozan Gazi (49), Akdam (48), Zerdali
koyleri (46), Adapa-Kadirtli Ciglik (45), Y Bozkuyu kéyleri (43), Adana-
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Ceyhan Dokuztekne (41), Giindogan (40), Yesildam koyleri (39), Burdui-
Bucak (37), Mugla Fethiye (35), Denizli-Acipayam Kumavsan (28)
kdylerinden toplanan populasyonlar olusturmaktadir Adana-Ceyhan Giindogan
(40), Adana-Kozan (48-49) ve Utrfa-Hilvan Ugiizlen (52) kéyleri arasindaki
benzerlik oldukca yiiksektir (% 98.22) Adana-Ceyhan Dokuztekne (41) ve
Kadirli-Cighk (45) koyleri arasindaki benzerlik ise % 9795 olarak

bulunmustur

Cogunlugunu Giineydogu Anadolu ve Giiney Bolgelerinden toplanan
populasyonlarin olusturdudu bu gruba, aralarindaki genetix farklilik % 1.343
ile % 4.526 arasinda degisen Manisa-Turgutiu Merkez (14), Manisa-Alasehir
Hacialiler koyii (18), Denizli-Actpayam Kumavsan (28) ve Gumis kdyleri
(29), Burdur-Kegiborlu (36), Canakkale-Eceabat (8) ve Adana-Kozan
Poskabasakal (47) populasyonlatindan olugan grup baglanmistir. Bu sekilde I

grup olusmustur.

Adana-Kadirli Topraktepe (44), Urfa-Hilvan Ozbas (54), Adana-Ceyhan
Kuzildere (42), Igel-Mut (38), Aydin-Incirtiova (24), Manisa-Turgutlu Merkez
(16), Canakkale-Lapseki Tastepe (11) populasyonlarnin olusturdugu III
grupta % 1.962-4.806 arasinda genetik farklilik bulunmaktadir

Edirne-Uzunkdprii Maksutlu (1), Altnyazt (3), Balaban kéyleri (4), Edirne-
Meri¢c Kavaklt (7), Canakkale-Lapseki Cavuskdy (9), Alpagat (10), Digbudak
(12), Manisa-Alagehir Killik (17), Tepekdy (19) populasyonlarindan olugan bu

grup goriildiigii tizere Trakya ve Ege bolgesi populasyonlanindan olugmustur.

Bu grupta Manisa-Alagehir Tepekdy (19)den toplanan populasyonlar yer
almaktadir, Kendine en yakin grup olan IV grup i¢indeki Edirne-Maksutlu (1)

kéytinden toplanan populasyon ile aralarinda % 11.25 polimorfizm vardir




VL Grup: Bu grubu fzmir'den toplanan iig populasyon (21-22-23) olusturmaktadir Izmir-
Menemen Cavuskdy (22) ve Izmir-Menemen Tiirkelikdyi (21) populasyonlan
arasimnda % 7.451'lik bir polimorfizm belirlenmistir. Izmir-Menemen Cavuskdy
(22) ve Izmir-Menemen Kesikkoyil (23) arasinda ise % 2.223 polimorfizm
bulunmugtur.  Nitekim Izmir-Menemen Cavuskdy ve Kesikkdylerinden
toplanan populasyonlann tohum renkleri beyaz ve agik sandan olugmaktadir
Tzmir-Menemen Tiitkelikdyll populasyonlart tohum renkleri ise tamamen

beyazdir.

VIL Grup: Denizli-Giiney Corbacilar'dan (27) toplanan populasyon tek bagina bir grup
olusturmustur.
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Cizelge 4.5. Susam Populasyonlarinin Gruplara Gére Kantitatif Degiskenlerinin Oitalarha SR

Degeri

= Gruplar

"'éggkenler L.Grup I Grup I Grup IV Grup V. Grup VI Grup VILGrup
Sk Boyu 16972 14062 14354 11389 13050 11700 17410
[kKap.Yik 7430 4370 3634 2467 5980 4690 8880

;'SKS 29.82 3075 3141 30.65 30.10 33.80 31.80
5537 5022 54.42 55.49 43.30 60.80 49.50

KIS 68 55 73.25 74.65 7145 73.40 7730 75.90
:iOOOTA 3.57 333 346 2.90 318 348 349

Cizelge 4.5. incelendigi zaman VIL Grup ve I Grupta en yiiksek bitki boyu (174 1-
169.72) ve ilk kapstil yiiksekliZine (88.80-74.30) sahip populasyonlari bulunmaktadir
Bununla birlikte VI grupta, kapsiilde tohum sayis1 (77.30), tiim bitkideki kapsiil saysi
'(60‘.80) ve ana saptaki kapsiil sayist (33 80) fazla olan populasyonlar yer almaktadir. Bin
1e agirlifn yiiksek olan populasyonlar ise I Grup (3.57), VIL Grup (349), VI (3.48) ve
111 (3 46) gruplarda toplanmuslardir. IV. Grupta, kisa boylu (113.89), ik kapsiil yiiksekligi
(24 67) daha az olan populasyonlar bulunmaktadir. Kapsiildeki tohum sayis1 bakimindan II

ve V. grupta bulunan populasyonlardan birbirine yakin degerler elde edilmistir.
Motfolojik dzelliklere gore yapilan gruplamada, susam populasyonlarindan her grupta

farklilik orani yiiksek olanlar almmustr Bu alan 38 populasyon motekiiler analiz igin

se¢ilmis ve populasyonlar arasindaki genetik farkliik RAPD teknigi ile analiz edilmistir.
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~ 4.2. RAPD Markerleri ile Populasyonlarin Degerlendirilmesi
4.2.1. DNA izolasyonunun optimizasyonu

Susam bitkisinde yapilan DNA izolasyonu optimizasyonu caligmalarinda, yapraklann
alim zamaninin biiyiik énem tagidigt agida gikmistic 15-20 giinlitk bir bitkinin iistteki geng
yapraklarnnmn alinmast durumunda polisakkaritlerden dolay! temiz bir DNA izolasyonu
yapilamamstir. Bu DNA'larla yapitan RAPD analizi sonucu populasyoniann bilyiik bir
kisminda amplifikasyon gerceklesmemistir  Nitekim Li ve Midmore (1999),
polisakkaritlerin enzimi inhibe ederek DNA amplifikasyonunu engelledigini bildirmiglerdir.
Arastirietlar, DNA ekstraksiyonundaki kirliligin primerin baglanmastna olumsuz yonde etki
ederek, kontrol edilemeyen amplifikasyon {irtinlerinin olusmasina neden oldugunu
aciklamglardir. Ayni zamanda Boiteux vd (1999) polisakkaritlerin polimeraz, ligaz ve
restriksiiyon endoniikleaz aktivitesini azalthim ve kirli DNA'lar ile yapilan PCR
: Bnuglarinin genetik farkliigin hatali yorumlanmasina neden oldugunu bildirmislerdir Bu
nedenle susamda problem olan polisakkaritlerin uzaklastinlmasi icin bitki materyalinin
alim zamanina dikkat edilmistir. Saksiiara ektigimiz tohumlardan kotiledon yapraklardan
hemen sonra ¢ikan ilk geng yapraklar DNA izolasyonu i¢in kullanilmigtir. Bunun yant sira,
ekstraksiyonda 1M'dan daha yilksek konsantrasyonlu potasyum asetatin SDS ile birlikte
kullanilmast protein ve polisakkaritlerin uzaklastirlmasinda etkili olmustur (Draper vd
1988). Bu sekilde elde ettifimiz materyal kullanilarak Dellaportanin DNA izolasyon
yontemine (Dellaporta vd 1985) proteinleri denatiire etmek i¢in (Draper vd 1988)
Kloroform-oktanol ilavesi yapilarak ve santriiftj siireleri artutlip temiz ve kaliteli DNA

izolasyonu yapilmigtir Parani vd (1997) ise susam yapraklarindaki musilaji Kuske ve

Kirpatrick tarafindan gelistirilen izolasyon metodu ile uzaklagtirmuglardir.

Susamda DNA izolasyonunda, yapraklarn dondurulup ezilmesi igin stvl nitrojen ve
lury buz ile denemeler yapilmistr. Bu denemeler sonunda, kuru buz kullamldigt zaman

yapraklarin iyt ezilemedigi igin DNA izolasyonunda bagar1 saglanamamigtis. S1vi nitrojen
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kullanilmast halinde ise, yapraklar kolaylikla toz haline getirilinceye kadar 'ezil'rriis. ..Vé- L

ekstraksiyonda bagart saglanmistur

Boiteux vd (1999), Dellaportamn metodunu diger metotlarla karsilastirdiklarinda
yontemin uzun zaman almasina ragmen tohum, kok gibi problemii dokularda DNA
izolasyonunun oldukea basanli oldugunu bulmusglardir. Bununla birlikte Lange vd (1998),
Dellaporta yontemini tek kisinin bir giinde, 96 soya bitkisinden izolasyon yapabilecek
sekilde modifiye etmeyl basarmuglardir. Bizim ¢aliymamizda ise, bir giinde 24 Srnekten
DNA izolasyonu yapilabilmektedir. Pessino vd (1997), musuda, DNA izolasyonu i¢in
kullandiklar: Dellaporta yontemini ekstraksiyon ¢dzeltisine PVP eklevip buzda daha uzun
siire Srnekieri bekletmek sureti ile modifiye etmislerdir. Koller vd (1993), elma DNA'sinin
izolasyonunda kullandiklant Dellaporta yontemini, kloroform ve isoamilalkol ekleyerek
modifiye etmislerdir. RNA'lanin PCR amplifikasyonunu engelleyecegi diisliniilerek (Pikaart
ve Villeponteau 1993), izole edilen DNA'da bulunan RNA'lar 50 pg'ml RNaz ilavesi ile

uzaklastirttmisgtir.

4,2.2. DNA amplifikasyon kosullarinm optimizasyonu

4.2.2.1. DNA konsantrasyonunun optimizasyonu

Susam'da DNA amplifikasyon kosullarnin optimizasyonunda DNA miktarnin
degistirilmesi amplifikasyonda olusan bant sayisint degistirmistir Strand vd (1996), PCR
{irinlerinin sayisinm genomik DNA ile primere dayandigim1 ve RAPD prosediriinde
kullanitacak olan kalipp DNA ve primerin etkili hibridizasyonunun Snemli oldugunu
bildirmislerdir Yaptigimiz ¢alismada 25 ul'lik reaksiyon tiplerinde 2 ve 3.5 ng DNA 'da
hi¢ bant olusmadigy, 7 ng kalip DNA'nin ise en iyl amplifikasyonu olusturdugu
saptanmustir. Williams vd (1990), DNA konsantrasyonunun azalmasinin, Palumbi vd,
(1991) ise yiksek DNA konsantrasyonunun "smeare” neden oldufunu bitdirmislerdir
Yapugimiz caligmada da DNA konsantrasyonu 14 ng'a gikanlmas1 durumunda belirgin

olmayan "smeatli" bantlar olugmusgtur (Cizelge 4 6). Aym sekilde Devos ve Gale (1992),
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DNA miktarimin diisiik olmasinin farkl gériiniiste bantlar olusturdugunu, miktarin artmasi
durumunda ise spesifik olmayan amplifikasyonun oldugunu bulmuslardir Bununla birlikte
parani vd (1997), susamda hibritlerin belirlenmesi i¢in yaptiklar ¢alismada RAPD
tekniginde 30-40 ng genomik DNA kullanmislardir. Bu miktarla bizim kullandigimiz
miktar arasindaki farkhhigin DNA miktannm 8lgiilmesinde ve DNA'mn izolasyonunda
kullantan yontemlerin farkliliklanindan kaynaklanabilecegi diistiniilebilir (Pancholi 1993).
Demeke vd (1992), RAPD analizinde Brassica'da 3 ng genomik DNA'mmn, Pammi vd
(1994) ise sorgumda 9.6 ng genomik DNA'nin yeterli oldugunu bulmuslardir

4.2.2.2. MgCl, konsantrasyonunun optimizasyonu

MgCl, konsantrasyonu amplifikasyon iiriinlerinin sayisini ve parlaklifini etkilemugtir.
Reaksiyonda kullanilan 0.5 mM MgCl, konsantrasyonunda amplifikasyon {irlinii olugmarmisg
ve konsantrasyonun 1.5 mM MgCly'a gikariimast durumunda ise tek bant olusmustur. 2 ve
25 mM MgCl, konsantrasyonunda ise bant sayismun artmasina ragmen en iyt
amplifikasyon 3 mM konsantrasyonda elde edilmistir. Parani vd (1997), PCR
reaksiyonunda susamda 2 mM MgCly'iin kullamldigini bildirmislerdir.

Optimizasyonda, konsantrasyonun 4 ve 5.5 mM'a yitkseltilmesi durumunda "smearli”
bantlar olusmus ve bu bantlarin belirginligini azaltmistir (Cizelge 4.6). Palumbi vd (1991),
vitksek MgCl, konsantrasyonunda PCR {irtinlerinin "smearli" oldugunu bildirmislerdir
Kazan vd (1993) ise Stylosanthes’de 2 mM'dan diisik Mg konsantrasyonunda fragment
sayismin azaldigim  veya  hi¢  fragment olusmadigim fakat bundan yiiksek
konsantrasyonlarda ise bant sayisinda artig oldugunu bildirmislerdir. Pancholi (1993) ise,
MgCl, konsantrasyonunun az olmasi durumunda amplifikasyon veriminin azaldigny,
MgCl, konsantrasyonunun artmast durumunda ise spesifik olmayan baglanmalarin

olustugunu bildirmeleri bizim sonuglanmizi desteklemistir.
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4.2.2.3. Primer konsantrasyonunun optimizasyonu

Primer konsantrasyonunun belirlenmesi icin yapilan denemede 5 pmol primerde hig bir
amplifikasyon goriilmezken 10 ve 125 pmol primer konsantrasyonunda silik bantlar
olugmustur. 25 pmol primer konsantrasyonunda oldukea iyi amplifikasyon {riinlen
olusmustur. Konsantrasyonun 50 pmol'e yiikseltilmesinde olusan bantlarda "smear"
gbzlenmistir (Cizelge 46). Parani vd (1997), 15 ng primer kullandiklar reaksiyon
sartlannda 3-7 arasinda bant olugumunu saglanuglardir Bell ve DeMarini (1991) bunun
primer/DNA.  konsantrasyonunun veya PCR dongll saywsinn degistirilmesi  ile
snlenebilecegini belirtmislerdir. Primerlerin pek gogunun PCR {iriinlerine doniigmesi
esnasinda 3'OH uglarmimn kendi Kendilerine baglanabildiklerini ve bu molekiillerin uzama
ve rasgele sonuglanmasimin "smeare” neden oldufunu bildirmislerdir. Yine Weeden vd
(1992), primer konsantrasyonundaki degisikligin farkh sayida bant olusumuna neden
oldugunu bulmuslardir. Bu calismada, 25 pmol primer ile gok sayida ve belirgin bant
olusumu gerceklestigi  dikkate alinirsa  optimizasyonun oldukca basanli oldugu
diisiintilebilir. Galderisi vd (1998) kestanede, Fofana vd (1997) fasulyede 20 pmol primer

kullanmus ve bu ¢aligmada bulunan konsantrasyonia uyumlu oldugu goriilmektedir

Yaptigimiz ¢aligmada her primer ayni sayida bant olugturmamigtir. Ornegin K1 primerl
3.5 arasinda PCR {irind olustururken ayni kosullarda K2 primeri 9-16 arasmnda bant
olusturmustur. ki primer arasindaki sekans farkliligimin Sroegin 5 uctaki A'in T'e
ddniisiimii olmasinda % 100 baglanmamn olmadifint bildiren Lankhorst vd (1999), elde
edilen bu farkh sonuglara agiklik getirmektedirler Nitekim aymt aragtirictiar primerlerin
kombinasyonlarinin  kullanilmas: durumunda daha Once gdrillmeyen amplifikasyon

{iriinlerinin olusmasina yol agtigim bulmusiardir.
4.2.2.4, ANTP konsantrasyonunun optimizasyonu

dNTP miktar: test edilen amplifikasyon {irinlerinde en iyl bant 200 uM dNTP

konsantrasyonundan saglanirken bu miktarn altindaki konsantrasyonlarda (0 02 mM, 0.04
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mM ve 008 mM) hi¢ bir bant olusumu gergeklesmemistir. 0.1 mM kbris’aﬁtr.a.sy;éﬁéa”igé -

silik bantlar olugmugtur (Cizelge 4.6) Parani vd (1997) ise, susamda 0.1 mM dNTp

Konsantrasyonunda iyi sonuglar aldiklarmi bildirmektedirlet Papa vd (1998), arpada ARG

yaptiklarnt RAPD reaksiyonunda, 0.1 mM dNTP'nin uygun oldugunu bulmuslardir. Bununla
birlikte Gogmen (1994) Taxus brevifolia'da, dNTP konsantrasyonunun 100-200 uM
arasinda uygun oldugunu en iyi sonucun ise 200 uM dNTP konsantrasyonunda alindifim
bildirmistir. Konsantrasyonun 100 uM'dan disiik veya 200 uM'dan yiiksek olmast
durumunda ya ¢ok silik bant olustugu yada hig bir bant olusumu gergeklesmedigi sonuglar
bu caligmay: desteklemektedir Yine Yamagishi vd (1995) lilyum'da, Demeke vd (1992)
Brassica'da, Rowland ve Levi (1994) yabanmersininde, Tatineni vd (1996) pamukta

yaptiklari aligmada 0 2 mM dNTP konsantrasyonunun uygun oldugunu bulmuslardtr.
4.2.2.5. Taq DNA polimeraz konsantrasyonunun optimizasyonu

Taq DNA polimeraz konsantrasyonunun artmasi bant sayisinl da arttrmigtir Ancak
daha yitksek konsantrasyonlarda kiigiik bantlar kaybolmaktadir (Devos ve Gale 1992).
Optimizasyon parametrelerinden biri olan Tag polimeraz DNA replikasyonu i¢in ¢ok
snemlidir (Pancholi 1995). Bu caligmada 1.0 {inite enzim kullaniimast durumunda olugan
bantlar, enzim miktariin 1.3 {niteye cikartlmast durumunda daha fazla sayida ve belirgin
olarak ortaya gikmasina neden olmustur (Cizelge 4.6). Parani vd 1997), ise susamda 0.5
finite enzim kullanmalar durumunda bagart sagladiklarin belirtmislerdir, Fofana vd (1997)
fasulyede RAPD tekniginde 1.5 {inite, Varghese vd (1997) Hevea brasiliensis'de 1.4 Unite

enzim kullanarak sonug¢ aimslardir
4.2.2.6. PCR amplifikasyonu i¢in déngii parametrelerinin optimizasyonu

Caligmada optimize edilen reaksiyon karigimu ile en iyl sonucu 1 dongi 95 0C’de 5 dk ve

bunun ardindan 35 dongil 94 0C’de 1 dk denatiirasyon, 36 %C’de 1 30 dk'da primer yapigmasi

(annealing) ve 72 0C’de primer uzamasi extension) iyi sonu¢ vermistir. Tim dén ulet
g y gu

tamamlandiktan sonra 10 dk 72°C'de uzamaya (extension) devam edilmistir (Cizelge 4.6.)
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Omekler, jelde ylritiiliinceye kadar +4°C’de saklanmugtir. Devos ve Gale (1992), denatiirasyon
sicakliimi 94 %C’den 90 OC’ye diisiirmeleri durumunda bilyitk bantlanin kaybolup kiigiik

pantlarin ortaya ¢iktifim agitklamiglardir. Yamagishi (1995), lilyum'da annealing sicakligin
35°C olarak kullandiklari zaman "smear” olustugunu, sicakligin 54 %C've gikariimasi durumunda

ise bantlann belirginlestigini bildirmistir.

Calismada 35 kez tekrarlanan reaksiyon dongii sayisinin 45'e ylikseltilmesi durumunda bant
profilinde bir degisiklik olmamistir Bununla bitlikte Parani vd (1997) ise susamda, 45 dongiide
reaksiyonu tamamlamislardir Pammi vd (1994) tarafindan 25 ve 30 ddngi arasinda hizh bir
amplifikasyonun, 30 ve 35 ddngii arasinda ise daha diigiik amplifikasyon oldugu bildirilmigtir
Gidoni vd (1994), ananasta yaptifi ¢aligmada 35 dongiiniin bagarihi bir amplifikasyonu
sagladigim bildirmiglerdir. |
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Cizelge 4.6. PCR Optimizasyonunda Test Edilen Parametreler

PCR icin Reaksiyon { Test Edilen Reaksiyon | Komponent Saonuglar
Karigimi Komponenti Konsantrasyonu
MgCl (25, 3, 4 mM), | DNA 2 ng/25ul Amplifikasyon yok
Primer (25, 50 pmol), 3 5Sng25ul Amplifikasyon yok
dNTP (0.1, 0.2 mM), 7 ng/25ul Amplifikasyon gok iyi
Taq pol. 1.0 U, 2.5 ul 14 ng/25ul Belirgin olmayan bant
10X buffer
7 ng DNA, Primer (25, | MgCl 05 mM Amplifikasyon yok
50 pmol), dNTP (0 I, 15mM Tek bant olustu
02mM), Taq pol 2 mM Bant say1si az
1oU, 25 wl 10X 2.5 mM Bant saylist az
buffer 3 mM Cok sayida belirgin bant
4 mM “Smearli" bant olusumu
5.5 mM "Smearli" bant olusumu
7 ng DNA, 3 mM | Primer S pmol Amplifikasyon yok
MgCl, dNTP (01, 0.2 10 pmol Belirgin olmayan bant
mM), Taq pol. 1.0 U, 12.5 pmol Belirgin olmayan bant
2.5 pl 10X buffer 25 pmol Amplifikasyon ¢ok iyi
50 pmol Amplifikasyon var
7 ng DNA, 3mM | dNTPs 0.02 mM Amplifikasyon yok
MgCly 25pmol primer, .04 mM Amplifikasyon yok
Taq pol. 1.0 U, 25 pl 008 mM Amplifikasyon yok
10X buffer 0.1 mM Cok silik bantlar
02 mM Amplifikasyon ¢ok iyi
7ng  DNA, 3mM | Taq polimeraz 1 dnite Amplifikasyon iyi
MgCl; 25pmol primer, 1.3 dinite Bant sayisi fazla ve
25l 10X buffer, bantlar daha net
0.2mM dNTP

Yapilan optimizasyon sonunda susam bitkisinde RAPD tekniginin kullanilmasi i¢in en

uygun optimizasyon kosullan Cizelge 4 7'de verilmistir.
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Cizelge 4.7. Susam Populasyonlar1 Arasindaki Polimorfizmi Belirlemek i¢in Kullanilan |

Reaksiyon Parametreleri ve Miktarlan

Reaksiyon Reaksiyon Ortamindaki| Déngii Parametreleri
Parametzeler Miktar (25 pl}

Genomik DNA 7ng 95 °C 5 dk ilk "denatiirasyon"
10X Buffer 2.5l 94 °C 1 dk "denatiirasyon"
MgCly 3ImM 36 °C 1.30 dk "annealing"
dNTP 0.2 mM 72 °C 1 30 dk "extension"
Primer 25 pmol 72 %C 10 dk "extension"

Taq Polimeraz 1.3 Unite 35 dongil

Resksiyon kosullarninin  optimizasyonundan  sonra, morfolojik  ozelliklerine  gbre
_'gruplandirﬂan birbirinden farkli 38 populasyon, rasgele segilen 12 primer ile polimorfizmi
ftbulmak i¢in analiz edilmistir. Kullamlan 12 primerden 3 tanesi monomorfik bant olusumunu
::'saglarken, 9 tanesi polimorfik bant olugturmustur Susamda yapilan bu ¢aligmada primerler
_{'famame_n_ rasgele segilmistic Buna ragmen daha Once higbir On seleksiyonun yaptlmadigt
f.'anaiizde 9 primerin polimorfizmi belirlemede etkili olmast olduk¢a bagarih bir sonu¢ olarak
- diigiiniilebilir Nitekim Menkir vd (1997) sorgumda 82 primerden 53 tanesinin, Kazan vd (1993)
90 primerden 22 tanesinin, Rajaseger vd (1997) ise [xora'da 20 primerin 6 tanesinin ve Cao ve
:f:‘:_'{ Oard (1997) celtikte 220 primerden 69 tanesinin polimorfik fragment olusturdugunu
:':;:'.-bildirmislerdir Diger vandan Vierling vd (1994) sorgumda 73 primerden 70 tanesinin,
_ Thompson vd (1998) soyada 169 primerin 125 tanesinin polimorfik bant verebildigini

gostererek bizim sonuclanimizi desteklemektedirler. Polimorfik bant olusumunu saglayan

primerlerle 0 3 kb'den 10 kb'ye ve hatta 10 kb'den daha biiyiik fragmentler elde edilmistir

Calismada kullamlan 12 primerden 9 tanesinin polimorfizmi belirlemede yeterli oldugu
- ¢tkan dendogramdan anlagtlmaktadir. Zira gok sayida primer kullaniimasi genetik haritalamanin
- yapilmasinda etkilidir. Li ve Midmore (1999), eger ¢esitler arasindaki varyasyon, yliksek

bulunmugsa az sayida primerin kullammmnin yeterli oldugunu aciklamiglardir. Nitekim Millan

vd (1996) giilde 10 primerin, Demeke vd (1997) soya fasulyesinde 12 primerin, Rajaseger vd




997) Ixora cesitlerinde 6 primerin, Schontz ve Rether (1999), Jtalyan ¢iminde 4 tane ﬁrimenn-

smerlerin sayisinin polimorfizmi belirlemek i¢in uygun oldugu sdylenebilir. Calismada -
_ fanilan primerler:

K1 primeri: TIGGCGGCCT dizisine sahip olan K1 primeri ile polimorfik bant elde

Bantlann biiyiikliigi 400 bp-1000 bp arasinda degismistit. K1 primeri, genom

|mistir.
_imda 3 farkli profil olusmasina neden olmustur.

K2 Primeri: ACCTCGCCAC dizisinden olusan K2 primeri ile 9-16 arasinda bant olugumu

K2 primeri polimorfik bant olusumuna neden olmustur Bu primerle genom

.zlenmistir.‘
sinda, 14 farkli profil olusmugtur. En bilyiik bant 10.000 bp ve en kiiciik bant ise 1500 bp'in

altinda bulunmugtur (Sekil 4.3}

{ kb DNA La(_ldcr

S
=
=
]
e
o
T
g
o
-
F.

Sekll 4.3, Susam Populasyonlannda K2 Primeri ile Elde edilen RAPD Bant Profiileri
Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting" + % 0.3 "low melting" agaroz) 70V'da 1.45

saat siirede yuriitillmiistir.

morfizmi belirlemek igin yeterli olacagini bildirmektedirler. Bu bilgiler 1515inda seg:ﬂen' ST




K3 Primert: GGCTGGITCC dizisinden olusan primer ile yapilan RAPD analiii Sonueu i
imorfik bantlar elde edilmistir. Ortalama 3-4 fragment olugmugtur. Bantlar 400 bp-1000 bp -

nda degismektedir. Genom bazinda, 5 farkli profil meydana gelmistir.

K4 Primeri: TGCTGGTTCC dizisinden olugan K4 primeri ile 1000 bp'den bityitk ve 200 bp

sinda yer alan 6-10 tane bant olusumu gergeklesmistir. Olusan bantlar polimorfik olup,

nom bazinda 5 bant profili tespit edilmistir.{Sekil 4.4).

K4 Primer

100bhp DNA ladder
]

Sekil 4.4 Susam Populasyoniannda K4 Primeri ile Cogaltilan RAPD Bant Profilleri.
Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting” + % 0.3 "low melting" agaroz) 70V'da 1.45

saat siirede vilriitiiimiigtir,

K5 Primeri: ACGGGCCAGT dizisinden olugan K3 primeri 6-7 adet bant olugturmugtur.

. Polimorfik bant olusumu gergeklesmigtir ve genom bazinda 2 bant profili meydana gelmigtir
K6 Primeri: CTGCGCTGGA dizisinden olusan K6 primeti ile yapilan RAPD analizinde 7-

10 arasinda 200 bp-1000 bp bilyiikliigine sahip bantlar elde edilmistir. Bu primerle olusan |
bantlar polimorfiktir. Genom bazinda 4 farklt bant profili bulunmustur (Sekil 4.5).
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100 bp. DNA. Ladder
. 198 bp DN#‘; Ladder

Sekil 4.5, Susam Populasyonlarinda K6 Primeri ile Cogaltilan RAPD Bant Profilleri.
Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting" + % 0.3 "low melting" agaroz) 70V'da 1.45

saat siirede yiiriitilmiigtiir.

K7 Primeri: ACCTGGGGAG dizisinden olusan K7 primeri monomorfik bant olusturmustur.

Olusan bantlar her populasyon igin 5 tanedir.

K8 Primeri: GAGGICCACA dizisinden olusan K8 primeri 9-14 arasinda polimorfik bant
olusturmustur. Bant bilyiikligi 3000 bp ile 10000 bp arasinda deZismistir (Sekil 4.6.). K8

primeri ile 6 farkli bant profili belirlenmistir.

K9 Primeri: GTCAGTGCGG dizisinden olugsan K9 primeri ile 5-9 arasinda bant olusumu

gbzlenmistir Bantlar polimorfik olup 2 farkli bant profili olugmustur

K10 Primeri: ACAGCCCCCA dizisinden olusan K10 primeri ile yapilan reaksiyonda her

populasyonda 4'er tane monomorfik bant olusumu gergeklesmigtir Bant bilyiikligi 4000 bp-

10000 bp arasinda degismistir. -




1k b DNA Ladder

$ekil 4.6 Susam Populasyonlarinda K8 Pﬁmeri ile Cogaltllﬁn RAPD Bant Profilleri.
Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting" + % 0.3 "low melting” agaroz) 70V'da 1. 45

saat siirede ytriitiilmiistir

K11 Primeri: AGACCCAGAG dizisinden olusan K11 primeri 1-8 arasinda bant
olusturmustur. En Ustteki bant 1000 bp'den biiyik ve digetleri ise bununla 300 bp arasinda yer

almistir. K11 primeri ile genom bazinda 6 farkli bant profili tespit edilmistir

K12 Primeri: CTATGCCGAC dizisinden olusan K12 primeri monomorfik yapida 4'er tane
bant olusturmustur Bant biiyiikliigii 3000 bp-10000 bp arasinda degismistir.

Calismada kullanilan primerler gére elde edilen bant sayisi | ile 16 arasinda saptamirken,
bantlara gore her primerin olusturdugu profil sayist da 2 ila 14 arasinda degismistir.
Amplifikasyonda kullanilan primerlerden polimorfizmi en basanh olarak tespit eden primerlerin
sirastyia K2, K8, K9 ve K4 primerleri oldugunu bant sayilart ve genom bazinda olusturduklar
bant profillerine dayanarak sdyleyebiliriz Gidoni vd (1994), ananasta 4-12, Ko vd (1998) ise

viola'da 2-7 arasinda bant elde etmislerdir
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sre veri seti olusturulmustur. Populasyonlar arasindaki benzerlik, Nei ve Lei'nin (1979)
enzerlik indeksinden yaralanarak bulunmustur. Daha sonra benzerlik indeksi kullanilarak (1-
enzerlik indeksi=Genetik uzaklik) genetik uzaklik hesaplanmistir Kiimeleme analizi icin elde

Hilen genetik benzerlik matrisi, NTSYS paket progranu kullanilarak UPGMA ile dendogram

:l'zusturulmuﬁur.‘

Cizelge 4.8 incelendiginde polimorfik bant olugturan primerler ile tim populasyonlar

arasinda % 0.0-% 21 arasinda polimorfizm bulunmustur.

Tao vd (1993), sorgumda genotipler arasindaki polimorfizmin % 3.9-212 arasinda
degistigini ve bu sonuglara gore, Sorghum bicolor'm farkhi cografik bolgelerden toplanan
populasyonlar arasinda yiiksek polimorfizm gdsterdigini bildirmislerdir. Diger yandan Menkir
vd (1997), killtiirii yapilan sorgum varyeteleri arasindaki genetik farklihgi agiklamak igin
ptiklant galismada, oldukea yitksek (% 77) polimorfizm bulmuslardir. Liu (1997),
tylosanthes scabra tirine ait Brezilya, Kolombiya ve Venezuella'dan toplanan genotipler
arasinda ortalama % 59 polimorfizm bulmugtur. Kazan vd (1993) aym bitkide yaptiklarn
calismada, tirler iginde farklibigin oldukea diisiik oldugunu ve bunu da izozim markerleri ile
desteklediklerini belirtmislerdir. Li ve Midmore (1999} ise, farkli tilkelerden topladiklan Cin su

kestaneleri 6rekleri arasinda % 0.78-4.4 polimorfizm bulmuslardir.

Tim bu sonuclara dayanarak, bu ¢aligmada elde edilen polimorfizm oranmnin iilkemizde
yetisen bazi susam populasyonlart arasinda oldukga yitksek oldugu saptanmistir. Diger yandan

belirlenen polimorfizm oranint belirlemek igin kullandigimiz primer sayist da yeterli olmugtur.

Cizelge 4 8'deki genetik uzaklik ve Sekil 4.7'de gruplamanin yapildig1 dendogram verilerine
gore, susam populasyonlari, RAPD markerlerine dayanarak iki ana grup altinda incelenmustir.
Bu gruplardan bazilan coprafik orijinlerine gére bazilari da farkli cografik orijinden toplanan
populasyoniarla birlikte kiimelenmislerdir. John vd (1997), 68 yerel fasulye gesidinde yaptiklan

calismada, 47 vyerel gesidi Andean grubu, 18 yerel gesidi, Mezoamerikan grubu, ve 3
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38 populasyonda, her primerden olugan DNA fragmentlerinin varli1 (1) veya YOkluéﬁna ( 0) -




mflandirifamayan yerel gesit olmak iizere gruplara ayumislardir. Arastirmadﬁ Andzean.".‘}g ";:1'_":.

erel ve 16 yabani lima fasulyest cesitlerini RAPD markerlerine gére Mezoamerikan ve Andean
gruplarmna ayirmuslardir, Mezoamerikan ve Andean gruplar arasinda, hem yerel hem de yabani
esitler bakimindan yiiksek polimorfizm belirlenirken, mezoamerikan grubunun igindeki yerel
esitler arasinda diisiik polimorfizm bulunmustur. Gorildiigd izere tiirler arasinda bulunan
yuksek polimorfizm, tiirler icinde daha diigik olmaktadir. Nitekim, Thormann ve Osbom
(1992), Brassica tiirleri arasindaki genetik iligkinin karsilastirilmasinda RAPD ve RFLP
.' markerlerini  kullanmalan sonucu tiifler iginde higbir farkhliin ortaya ¢ikmadigin
belirlemislerdir. Kazan vd (1993), Stylosanthes cinsine ait agronomik dnemi olan 4 tirii ve 20
esidi RAPD markerleri ile degerlendirmiglerdir Polimorfizm, her tiir icinde diigiik diizeyde (0-

9 16) bulunurken tiirler arasinda ise daha yiiksek (% 46) bulunmugtur.

Ashburner vd (1997), Giiney Pasifik bdlgesinde yetigen hindistan cevizinin 17 farkl
_ populasyonunu RAPD analizi ile degerlendimmislerdir. Caligmada, cok az RAPD markerleri
:j.-” kullanmalarina ragmen tek bir tiir olan populasyon icinde genetik farklilifin dilgiik oldugunu
bildirmislerdir Belirlenen varyasyon diizeyi populasyonlar arasinda degigmigtir Bu sonug,
. populasyonlar arasinda bulunan diigiik varyasyona yol agan bir gen gociiniin  oldugunu
| gostermigtir, Ttim bu bilgiler isiginda gahismamzda elde ettifimiz polimorfizm orani oldukga
yiiksek olarak degerlendirilebilir, Ciinki Sesamum indicum tiirline ait populasyonlann analizi
'- yapllmlstll_t: Diger aragtiricilann calismalarinda, tiirler igindeki varyasyonun diisiik oldugunu

belirtmeleri bizim sonuglarimizi desteklemektedir
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ezoamerikan gruplan cografik orijinlerine gore dagilim gBstermigtir. Fofana vd (1997) ise, 30" e
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Caligmamizda genetik benzerlik matrisine dayanarak elde ettigimiz dendogramda,
populasyonlar iki farkli ana grup altinda toplanmstir [ Ana grupda tek bagmna Edirne-
Uzunkdprii Maksutlu kyii (1) ve II. Ana Grupta ise kalan 37 populasyon yer almaktadit

1 Ana Grup: Bu grupta Edirne-Uzunképrii Maksutlu koyiinden (1) toplanan populasyon yer
almaktadir, Bu populasyonun en fazla gemetik benzerlie sahip oldugu
Manisa-Turgutiu Merkez (16) populasyonlan ile bile arasinda % 7.7 gibi
yiiksek bir polimorfizm vardir. Diger yandan, Canakkale-Lapseki Cavuskdy
(9)'den toplanan populasyonlarla cografik olarak yakin olmalarmna ragmen

aralarinda gok yiiksek bir polimorfizm (% 23.7) bulunmustur. Yine Edirne-

Meri¢ Kavakli kéyiinden (7) toplanan populasyoniar ile arasinda % 123

polimorfizm bulunmustur Edirne-Uzunkdprii populasyonu fenotipik olarak

kisa boylu ve erkenci 6zellik tagimast yaninda, Merig ligesinden toplanan

populasyona gore daha koyu tohum kabugu rengine sahiptir.

I1. Ana Grup: Bu ana grupta 8 tane ait grup vardir;

I Alt Grup: Edimne Meri¢ (7) ve Canakkale-Lapseki Tastepe (11) Koylerinden toplanan
populasyonlar bu grubu olusturmuslardir. ki populasyon arasinda % 46

polimorfizm bulunmustur.

1. Alt Grup: Bursa-Orhangazi (13), Manisa-Turgutlu (14-16), Manisa-Alasehir Hacialiler
koyii (18), Izmir-Menemen'den toplanan ti¢ populasyon (21-22-23), Aydmn-
Incirliova'dan (24), Aydin-Bozdogan Haydere (26), Denizli-Giney (27),
Denizli-Acipayam Gilmiig (29) ve Kumavsart kdyleri (28) ve Adana-Osmaniye
(50)'den toplanan populasyonlar bu grupta yer almaktadirlar. I alt grupta genel
olarak Ege bolgesinden toplanan populasyonlar yer almakta ise de cografik
orijini bakimindan farklilik gésteren Osmaniye populasyonunda bu gruba dahil
olmustur Osmaniye populasyonunun gruptaki diger populasyonlarla arasinda

% 1-2.4 genetik farkhilik tespit edilmistir Bu alt grup iginde % 0-9.4
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polimorfizm bulunmustur. Grup iginde yer alan {zmir-Menemen (21), Denizli-
Acipayam Giimils (29) ve Kumavsan kdylerinden (28) toplanan populasyonlar

arasinda % 100 benzerlik vardir.

[IL. Alt Grup: Adana-Ceyhan Yesildam (39), Giindogan (40), Kadirli-Kizildere (42),
Kadirli-Bozkuyu (43), Topraktepe (44), Cigcik (45) kéylerinden toplanan
populasyonlart bu grup icinde yer almaktadirlar. Bu grup icindeki varyasyon,
o, 07-7 1 arasinda belirlenmistir, Topraktepe (44) ve Cigcik (45) koylerinden
toplanan populasyonlar % 100 benzer olarak bulunmuslardir. IIL alt grupta,
Adana'dan toplanan populasyonlarmn yer almasi1, populasyonlarin, cografik

orijinlerine gore gruplandigini gostermektedir.

IV Alt Grup: Mugla-Ortaca (33) ve Fethive (35), Igel (38) ve Burdur-Kegiborlu'dan (36)
toplanan populasyonlarin olusturdugu bu gruptaki polimorfizm % 2.6-17
arasinda belirlenmistir Grup icindeki % 17 olan yiiksek farklilik, Jcel (38) ve
Burdur-Kegiborlu (36) populasyonlari arasindaki farkliliktan ileri gelmektedir.

V. Alt Grup: Adana-Kozan (46}, S Urfa-Hilvan Ozbas (54) ve Kongik koyleri (55), Sunak-
Cizre (59) populasyonlar: ayni grupta yer almaktadirlar. Sanliurfa'dan toplanan
Ozbas ve Kongik koylerine ait populasyonlar birbirinin aymdir (% 100). V. alt
gruptaki populasyonlar arasinda % 2.4-11.4 genetik farklilik belirlenmigtir.

V1 Alt Grup: Mugla-Dalaman Akcatag'tan (32), Adana-Kozan Poskabasakal (47), Urfa-
Hilvan Merkez (56) ve Faik (53) kdylerinden toplanan populasyonlarin
olusturdugu bu grupta, Mugla-Dalaman populasyonu Urfa merkezden (56) %
15 farkl, Adana-Kozan (47) ve Urfa-Hilvan (56)' dan toplanan
populasyonlardan 1se o, 12-12.7 farklihik gostermistir.

VII Alt Grup: Manisa-Alagehir Tepekdy (19) ve Burdur Urkiitli'den (37) toplanan

Populasyonlarin olusturdugu bu grupta populasyonlar arasinda % 24 genetik




farklilik bulunmustur, Burdur'dan toplanan IV. alt grupta yer alan populas;y(;ﬁ': | i BCIEEONN

(36) ile bu grupta yer alan populasyonlar arasinda morfolojik olarak da farkliik SEEL

vardir. IV, alt gruptaki Burdur populasyonu morfolojik olarak sik ve uzun.'.

kapsiil tilyliliigiine sahiptir.

VIIT Alt Grup: Son olarak Canakkale-Lapseki'den (9) toplanan populasyonlar bir grup
olusturmustur. Bu grup ile kendine en fazla genetik benzerlige sahip VIL alt
grup ile arasinda % 13.4-15.8 polimorfizm vardir Bu populasyondaki fakliligin
fenotipinin incelenmesinde ok belirgin olarak bir farklihfin ortaya

cikmamasindan dolayr genotipik farklihiktan bahsedilebilir.

Yapilan bu gruplamada, genel olarak populasyonlar toplandiklart bolgelere gore bir
dagilis gdstermektedirler. Ancak I ve V1 alt grupda yer alan Osmaniye ve Mugla-
Dalaman populasyonlan kendi cografik orijinlerinden olduke¢a farkli bir grup icinde ver
almslardir. Susam, % 00-5.10 arasinda yabanct déllenmektedir. Ozellikle boceklerin ve
arilarin aktif olduklar sabah saatlerinde yabanct déllenme oldukea yiiksek bulunmustur
(Pathirana, 1994). Osmaniye ve Mugla'dan toplanan iki populasyonun coprafik
orijinlerinden farkli bir grupta yer almasi, tarla denemeleri sirasinda, bulunduklart grup
icindeki populasyonlardan toz almug olabilecekleri ihtimalini kuvvetlendirmektedir.
Nitekim Ashburner vd (1997), hindistan cevizi agaglarnda da tozlanmadan dolay1 bir gen
gdgiiniin olduunu, Hawaii, Marquesas ve Rennell adalarimin diger adalardan izole olarak
bulunmasindan dolayt, buralarda vyetisen populasyonlann da diger populasyonlardan

oldukea farklibk gosterdigini belirtmisterdir

Calismada morfolojik olarak degerlendirilen populasyonlara ait dendogram ile
RAPD markerlerine gore elde edilen dendogram karsilastirildign zaman morfolojik olarak
populasyonlar birbirine oldukea yakin genetik benzerlik gdstermesine ragmen RAPD
markerleri iledaha az benzer bulunmugtur. Ornegin morfolojik ve RAPD markerlerine gore
degerlendirilen Mugla-Fethiye (35) ve Burdur-Bucak (37) populasyonlart arasindaki
genetik benzerlik sirasiyla % 95 83 ve % 84.9, Edirne-Uzunképrii (1} ve Edirne-Merig (7)
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populasyonlan arasinda ise % 90 19, % 87.7 olarak bulunmustur. Morfolojik markér'lefin' SR

cevresel sartlardan etkilendikleri g0z Online alinusa bu sonuglar RAPD markerlerinin daha |

giivenilir oldugunu gdstermektedir.

Tiirkiye'de genis bir yayilis alani gdsteren susamda, tohum verimi, yag kalitesi
yiiksek olan, kapali kapsiilli, hastaliklara dayanikli susam gesitlerinin gelistirilmesi bitki
islah¢ist ve diretici agisindan biiylik énem tasimaktadir. Ancak tilkemizde tretimi yapilan
susam populasyonlarinim genetik Szellikleri ile ilgili bagvuru kaynaginin olmamasi isiahgt
icin zaman ve para kaybidu. Her gecen giin genetik kaynagin daralmas: 1slah¢iyt yeni
genetik kaynaklarin olusturulmas: arayist igine itmektedir. Oysa ilkemiz farkh susam
populasyonlart bakimindan olduk¢a zengindir. Genetik olarak farkhh ebeveynlerin
melezlemede kullanilmas: gerektii diisiinilliirse, bugiine kadar islahgimin genetik farklibiga
sahip ebeveynleri tespit edebilecedi bilgiler yokm. Yaptiimz bu calisma ile lilkemizde
yetisen susam populasyonlarinin genetik farklilift RAPD markerleri ile tespit edilmigtir.
Arastirmada, gevresel sartlardan etkilenmeden kisa stirede populasyonlar arasindaki genetik
farklilik belirlenmistir. Yaptlan literatiir taramasinda, Tiirkiye susam popuiasyonlarinin
genetik farkhliginm belirlenmesi yoniinde bir calismaya rastlanmamakla birlikte, Parani vd
(1997), susamda melezleme sonucu elde ettikleti hibritlerin tanimlanmasinda izozim
markerlerini kullanmuslardir. Yazarlar bu analizin, érnek toplanmasindan jelin boyanmasina
kadar cok dikkat gerektirdigini, ¢iinkii hem berrakhg hem de tekrarlanabilirligi olumsuz
etkileyen enzim degredasyonunun olabildigini bildirmis, bunun sonucu olarak RAPD
markerlerini de kullanmislard RAPD markerleri ile izozim analizinde goriilen
olumsuzluklarin giderildigi, kontrolli ve deneysel sartlar altinda oldukea stabil ve

tekrarfanabilirfiginin oldugu bulunmusgtur.

Morfolojik markerler aracilify ile Once fenotipik olarak tamamen ayni olan
populasyonlar tespit edilmis, daha sonra kalan populasyonlar arasindaki genetik farklilik
RAPD marketleri araciligs ile belirlenmistir. RAPD markerlerinin susam genetik farkhihgmi
belirlemede etkili oldugu ve bu calismanin susam ile ilgili islah caligmalarinda bilgi

kaynag olarak yararh olabilecegi diisintilmektedir
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5. SONUC

Bati Trakya'dan Giineydogu Anadolu Bolgesinde, Ege, 1'(;' Ege .3 ve " Akdeniz

Bolgelerinde yer alan yeriesim alanlarindan toplanan 52 yerel susam popuiésyonllanmﬁ:.'- T

genetik farkliligim belirlemek amaciyla yapilan bu galismada morfolojik ve molekiiler

markerler kullaniimigtir
Arastirma sonunda, asagidaki sonuglar elde editmistir;

52 susam populasyonundan Smeklenen onar bitkiden morfolojik gozlemler alinnugtir.
Morfolojik gozlemler kantitatif ve kalitatif olmak iizere toplam on ii¢ tanedir. Incelenen
kalitatif dzellikler; ¢igeklenme zamant, dallanma durumu, yaprak koltugunda kapsiil sayisi,
kapsiilde karpel sayisi, tohum kabugu rengi, kapsiil tilyliligi ve kapsiil diziligi, kantitatif
5zellikler ise bitki boyu, ilk kapsil yitksekligi, ana sapta kapsiil sayisi, tum bitkide kapsiil

sayisi, kapsiilde tohum sayisl, 1000 tane agirligt olarak alinmigr

Elde edilen veriler, dediskenler {izerinde yapilan Olglimlerin degisik olgii biriminde
olmalarindan dolayi, degiskenler aralanindaki korelasyon ve kiimeleme analizleri igin girdi
olarak kullamimadan once standartlastinlmugtir Inceledigimiz ana sapta kapsiil sayisi, tim
bitkide kapsiil saysi, kapsiilde tohum saysina ait veriler adet olarak degerlendirildigi igin

bu dzelliklerin karekokleri alinarak normal dagihm gdstermesi saglanmigtir

Gozlem aldifimiz 13 defiskenin birbiri ile iliskisinin incelendigi korelasyon
matrisinde, bitki boyu ile kapsiil yiiksekliginin arasinda, ciceklenme zamani ve bitki boyu
arasinda pozitif ve dnemli (p<0 01) bir korelasyon bulunmustur Degiskenter arasindaki
iliskinin desteklenmesi acisindan temel bilesenler analizi de kullanilmugtir. Temel bilesenler
analizinde de bitki boyu en yiksek etkiye sahipken bunu g¢igeklenme zaman: ve ilk kapsi.‘il’

yiiksekligi izlemistir.
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incelenen kantitatif degiskenlere dayanarak kimeleme analizi yapimustir. Kiimeleme
analizinde kantitatif degiskenlerle birlikte kalitatif degiskenlerinde birlikte kullanilmasi
durumunda aymi kiimeleme sonuglan ortaya ¢ikmustir Populasyonlarin genetik uzaklifinin
belirlenmesinde oklit uzakhgt kullandmustir. Yapilan analiz sonunda populasyonlar

arasindaki genetik uzaklik, % 1.09-24 arasinda degismistir Bu uzakliga dayanarak

populasyonlar 7 farkli grup iginde toplanmustir.

Populasyonlardan genetik farkliligi yiiksek olanlar alinarak RAPD analizi i¢in
kullanilmistir. Morfolojik dzelliklere gore yapilan kiimeleme analizinde populasyonlar
orijinlerine gore bir farklilik gostermemislerdir. Ayni grupta farkli bolgelerden toplanan

populasyonlar da yer almugtir.

Secilen 38 populasyonun genetik farklilifi molekiler marker sisteminden faydalanarak i
tespit edilmistir. Molekiiler analiz i¢in 6nce uygun DNA izolasyon metodunun belirlenmesi
icin cahismalar yapilmstir. Bitki yapraklarindaki musilajdan dolayi ge¢ alman yapraklarda
Kaliteli ve saf DNA izolasyonu gergeklestirilememistir. Bu nedenle 10-12 giinlik fidelerden l
alinan yapraklar izolasyonda kullanilmistir. DNA izolasyonu i¢in Dellaporta vd 'nin (1985)
gelistirdigi metot modifiye edilerek kullanifmistir.  Susamda, DNA  izolasyonunun \ ;
Dellaporta yontemine kloroform-oktanol eklenip santriifiij siirelerini uzatmak suretiyle §
basartlmistir. DNA  izolasyonunun  bagari ile tamamlanmasindan sonra RAPD | I
parametrelerinin optimizasyonu yapilmi§tir. Optimizasyon sonunda 25 ul'lik reaksiyon ]

karisiminda, 7 ng genomik DNA, 3 mM MgCly, 25 pmol primer, 2.5 pl 10X buffer (50 mM |
Tris-HCI (pH 8.0}, 100mM KCL, 0.1 mM EDTA, 1 mM DIT, % 50 glycerol ve % 1
TritonX-100), 0.2 mM dNTP, 1.3 unit Taq polimeraz ve steril su bulunmaktadir. Optimize
edilen reaksiyon karigimi ile 95 OC'de 5 dk 1 déngit ilk “denatiirasyon” bunu takiben 35
dongii 94 0C'de 1 dk “denatiirasyon”, 36 °C'de 1.30 dk primer yapismast “annealing”, 72
0c'de 2 dk primer uzamasi "extension" olmak tzere PCR yapilmistir. 35 déngiiniin”
bitiminde 72 "C'de 10 dk primer uzamas: "extension" yapilmis ve amplifikasyon tiriinleri %
1.5 high melting agaroz ve % 0.3 low melting agaroz igeren jelde 70 V, 250 amperde 1 45
dk. yiriitillmiistiir Ethidium bromid ile boyanan DNA fragmentleri transliiminatdrde UV

%1




15181 altinda incelenip video kamera ile gbrimtiist alnmustir. Garﬁﬁtﬁ'da{h.a; 's&ﬁéz fotograf
filmine aktarilip fotograf kartlarina bastlmustr Calismada 10 bazlk 12 pruner

kullanilmistir. 12 primerden 9 tanesi polimorfik bant olugumuna neden olmustur.

iki populasyon arasindaki genetik uzakligin belirlenmesi i¢in bantlarin varhigi (1) veya
yokluguna (0) gore bir veri seti olusturulmustur. Uzakhk matrisi Nei ve Li (1979)
tarafindan onerilen benzerlik indeksine dayanarak hesaplanmistir Iki populasyon
arasindaki genetik uzaklik 1-benzerlik indeksi ile bulunmustur ve 0-1 arasinda degigmistir.
Genetik benzerlik matrisi veri olarak kullanilarak UPGMA analizi ile dendogram

olusturulmustur.

RAPD markerlerine gore susam populasyonlarn arasinda % 0.0-21 polimorfizm
belirlenmistir. Elde edilen polimorfizme dayanarak, populasyonlar iki ana grup altinda
incelenmislerdir. I. ana grupta, tek basina Edirne-Uzunkoprii Maksutlu koyil (1) ve 1T Ana
Grupta ise kalan 37 populasyon yer almistir Populasyonlann olusturdugu gruplar,
toplandiklar1 cografik orijinlerine gdre olmasna ragmen, Osmaniye (50) ve Mugla-
Dalaman (32) populasyonlar farklt bolgelerden toplanan populasyonlarn yer aldify grup

icinde kiimelenmislerdir.
Tirkiye'de yetigen Susam populasyonlarinin genetik uzakligimn molekiiler dizeyde

belirlenebitmesi igin yapilan bu calismada, RAPD markerlerinin genetik olarak farkli

populasyonlarin tespit edilmesinde giivenle kullanilabilecegi bulunmustur.
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