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OZET

PAMUK (GOSSYPIUM L.) KROMOZOM SUBSTITUSYON
HATLARININ MiKROSATELLIT MARKIRLARI KULLANILARAK
BELIRLENMESI

Adnan AYDIN

Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah
Damsman: Doc. Dr. Mehmet KARACA
Arahk 2013, 118 Sayfa

Pamuk (Gossypium 1..) dinya genelinde tekstil endiistrisi igin en énemli dogal lif
kayna@ ve aym zamanda énemli bir yag bitkisidir. Pamuk tirleri diinyada Cin, ABD,
Hindistan ve Ozbekistan’n da ilk swalarda vyer aldipn 70°ten fazla tlkede
yetigtirilmektedir. Pamuk lifleri tekstil igin ana kaynak olmakla birlikte lifi, tohumu ve
bitkisi ev izolasyon materyali olarak enerji tasarrufunda, proteince zengin hayvan
yemi, vagi gida olarak insan beslenmesinde, bitkisi ise althk ve biyomateryal olarakta

degisik kullanim alanlarina sahiptir.

Pamukta islah g¢aligmalar genellikle verim ve lif kaliteleri yonlinden segkin
genotipler arasinda vapilan melezlemeler ve daha once gelistirilmis cegitlerden
seleksiyon ¢aligmalarina dayanmaktadir. Ancak pamuk 1slah programlan kiltiir
cesitlerinde dar olan genetik gesitlilikten olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu durum
aragtiricilar tiirler arasi melezleme ile introgresyona tesvik etmigtir. Tirler arasi
melezlemelerde kompleks antogonistik iligkiler, farkli ploidi seviyelerinden dolayi
sitogenetik  farkliliklarla translokasvonlar ve inversiyonlar, kromozom yapisal
farkliliklar1, linkaj etkisi ile arzu edilmeyen tarimsal o6zelliklerin - varligy,
rekombinasyonun azhigi, erken generasyonlarda introgresyonun kaybolmasi, kisirlik,
Muller-Dobzhansky kompleksi nedeni ile dlimciil epistatik interaksiyonlar ve Mendel

agiliminin olugmamast gibi nedenlerden dolayr sorunlar yasanmaktadir. Kromozom
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substitisyon hatlarinin  kullanilmas1 ile yukanda s6zii  edilen tirler arasi

melezlemelerdeki olumsuzluklar ortadan kaldirilabilmektedir.

Guniimuze kadar pamukta 17 set disomik yabaneci kromozom substitiisyon hatti
geligtirilmigtir. Bu hatlarda G. barbadense Pima 3-79 hattinin bir ¢ift kromozomu veya
kromozom kolu hipoaneuploid tabanli geriye melezleme ¢aligmalan ile Texas Marker-
1 (TM-1) hattina yakin bir izogenik hata transfer edilmistir. Ancak CS-B hatlarinimn
teghisinde veya CS-B x CS-B ve CS-B x herhangi bir hat arasindaki melezlemelerde
markir yardimivla seleksiyon (MAS) ¢aligmalarinda kullanilacak molekiiler markirlar

geligtirilmemistir.

Bu galigmada 17 CS-B hattinin teshisinde kullanilabilecek genik mikrosatellit
(EST-SSR), genomik mikrosatellit (SSR) ve CAPS-mikrosatellit markirlarinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Ayricit bu g¢alismada kromozom substitiisyon hatlarinin
kromozom lokasyonlar1 bilinmeyen DNA markirlarinin kromozom lokasyonlarinin

tespitinde kullanim olanaklari aragtirilmagtir.

Caligmada 17 CS-B, TM-1 ve Pima 3-79 hatlarindan 55 DNA 06rmegi elde
edilmis ve bu DNA Omekleri mikrosatellit ve CAPS-mikrosatellit markirlarinin
analizlerinde kullanilmigtir. Toplam 3 set olarak elde edilen DNA dmeklerinde 225'in

tizerinde lokus kullanilarak agagidaki sonuglara ulagilmistir.

Caligmada kullanilan 17 CS-B hattiin CS-B05Sh, CS-B12Sh, CS-B15Sh ve
CS-B25 hatlart digindaki  butin kromozom substitlisyon hatlarinin  teghisinde

kullanilabilecek genik ve genomik molekuler markirlar tespit edilmistir.

G. barbadense Pima 3-79 kromozom ve kromozom kollarinmi tagiyan TM-1
izogenik hattim1i TM-1"den ayiran DNA markirlar1 tespit edilmigtir. Kromozom
substitisyon hatlarmin genetik yonden tasidiklarnn Pima 3-79 kromozom veya

kromozom kollar diginda birbirlerine benzer olduklari tespit edilmigtir.



Caligmada bazi1 CS-B hatlarinin diger CS-B hatlant ile fiziksel olarak karigik
oldugu belirlenmigtir. Fiziksel olarak karigim igeren CS-B hatlarimin birimde bulunan

diger hat bitkiler ile kargilagtirilarak yveniden analiz edilmesi gerektigi saptanmugtir.

Caligmada kullanilan bazi1 CS-B hatlarinda bazi lokuslarda bulunan allellerin
kayboldugu veya translokasyon olayr sonucu diger kromozomlara transfer oldugu
ongoriilmiis ve bu konuda daha detayli ¢aligmalarm yapilmasi gerektigi belirlenmistir.
Caligmada 6ngorilmiiy olan CS-B hatlarindaki translokasyonlarin varliklarinin ve
translokasyon modellerinin yeni molekiiler markirlar kullamilarak ileriki g¢aligmalarda

teyit edilmesi gerekmektedir.

Bu ¢aligmada kromozom substitisyon hatlarinin DNA markirlarmin kromozom
lokasyonlarinin belirlenmesinde etkin bir kaynak oldugu belirlenmigtir. Yapilan

analizlerde 16 MK lokusunun kromozom lokasyonlan tespit edilmistir.

Sonug olarak ¢aligmada CS-B hatlarindan genetik ve fiziksel agidan saf olan
hatlarm vyeni ¢esit gelistirme c¢aligmalarinda  kullamlabilme postansiyellerinin
bulundugu belirlenmigtir. Ayrica bu hatlarin genetik ¢aligmalarda kullamilarak hif
uzunlugu, inceligi ve saglamlig1 yoniinden genetik interaksiyonlan ve gen etkilesimleri

konusunda kullanilabilirlikleri belirlenmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Kromozom substitiisyon hatlari, SSR, EST-SSR, CAPS-
Mikrosatellit
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF COTTON (GOSSYPIUM 1..) CHROMOSOME
SUBSTITUTION LINES USING MICROSATELLITE MARKERS

Adnan AYDIN

M.Se. Thesis in Field Crops
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet KARACA
December 2013, 118 Pages

Cotton (Gossypium L.) is the most important natural fiber source for the textile
industry and also an important oil crops world-wide. Several species of cotton are
mainly grown as an important crop in more than 70 countries including China, USA,
India and Uzbekistan. Although cotton plants are best known as the source of textile
materials for clothing, the fiber, seed and plants have many other uses, including home
insulation to save energy, protein-rich seed-derived feed for animals, cottonseed oil as

a foodstuff for humans, and as a source of mulch and biomass.

Cotton breeding studies rely primarily on crosses among closely related elite
domesticated genotypes with high yield and superior fiber qualities, and on reselection
from existing cultivars. Cotton breeding programs suffer from the narrow genetic base
within the cultivated species. This encouraged the researchers to use of interspecific
introgression lines. However there are several problems in interspecific introgression
studies including complex antagonistic relationships among important traits;
cytogenetic differences among the species due to different ploidy levels and
chromosomal structural differences including translocations and inversions; linkage
drag effects leading to poor agronomic qualities; reduced recombination; loss of alien
genetic materials in early generations; sterility in the hybrids; complex genetic
interactions such as Muller-Dobzhansky complexes and distorted segregation.
However, the use of chromosome substitution lines in cotton breeding programs could

solve several problems of interspecific introgression studies mentioned above.
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To data in cotton, a set of 17 disomic alien chromosome substitution lines,
which consist of chromosome pair or chromosome arm pair of G. barbadense Pima 3-
79 (CS-B) have been developed through hypoaneuploid-based backcrossing in a near-
isogenic genetic background of Texas Marker-1 (TM-1) line. However, there are no
reports on molecular markers developed for marker assisted selection (MAS) studies of

hybrids between CS-B x CS-B and CS-B x any line or identification of CS-B lines.

This study was conducted to identify genic microsatellite (EST-SSR), genomic
microsatellite and CAPS-microsatellite markers to identify and determine each 17 CS-
B of cotton substitution lines. Furthermore this study is also utilized 17 CS-B

substitution line to identify chromosome locations of novel DNA markers.

A total of 55 DNA samples obtained from 17 CS-B lines, TM-1 and Pima 3-79
were used in microsatellite and CAPS-microsatellite studies. Based on a total of 3 set

genomic DNA samples and more than 225 loci the following results were obtained.

In this study genic and genomic molecular markers were determined for the

identification of each chromosome substitution lines (CS-B) with the exception of CS-

BO5Sh, CS-B12Sh, CS-B15Sh and CS-B25.

In this study molecular markers were identified to differentiate TM-1 and its
isogenic line whose chromosomes or chromosome arms were substituted with G.
barbadense. This study clearly showed that all the CS-B lines were genetically
identical with the exception of chromosomes or chromosome arms of (5. barbadense

Pima 3 -79.

In this study results clearly showed that some CS-B lines contained physical
contamination with other CS-B lines. Those CS-B lines containing physical
contamination with other CS-B lines present in the research unit are required further

studies using individual plant from the lines.
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In this study it was found that several CS-B lines have lost several alleles of
loci or translocated within the genome of CS-B lines. Further studies are required to
confirm translocation and the mode of chromosome translocation using new DNA

markers.

In this study it was found that chromosome substitution lines could be
successfully used to locate DNA markers on chromosome or chromosome arm. A total

of 16 MK loci were assigned to chromosome or chromosome arms in this study.

In conclusion, results of this study revealed that those CS-B lines confirmed
using molecular markers could be successfully used in cultivar development studies. In
addition these CS-B lines could be used in genetic and gene interactions studies of

fiber length, liber strength and fineness.

KEYWORDS: Chromosome substitution lines, SSR, EST-SSR, CAPS-Microsatellite
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ONSOZ

Insanoglunun besikten-mezara kadar giyim-kusaminda vazgegilmezi olan
pamuk tlkemizde beyaz altin olarak adlandirilmig olmasina ragmen son on yildir
Torkive’deki tiretim alanlan giderck azalmig ve diga olan bagimlilik artmigtir. Pamuk
bitkisinin tretim girdilerinin fazla olmasi, zararli ve hastaliklarinin ¢ok olmasi ve
pamuk Uretimine alternatif sentetik liflerin artmasi pamuk tretiminin azalmasina neden
olmugtur. UV zararlarina karg1 sentetik liflerden daha koruyucu olan pamugun ve diger
Iif bitkilerinin 6zellikle organik tarimla birlikte 6nemi giderek artmaktadir. Pamuk
islah  caligmalarinda tam anlamiyla istenilen ozellikte bir pamuk ¢esidi
geligtirilememistir. Ozellikle pamuk tretiminde girdileri azaltmaya ve pamuk Iif
kalitesini artirmaya yonelik 1slah caligmalart hala devam etmektedir. Bu tez
caligmasinda da kaliteli 1if tireten bir pamuk tirinden lif verimi yiitksek olan tiire
aktarilan kromozom ve kromozom pargalarmin molekiiler diizeyde teyidi yapilarak

ileriki pamuk 1slah ¢aligmalarina katki saglanmasi amaglanmistir.

Caligmamm her agamasinda bilgi ve becerilerini esirgemeyen, beni hep
ogrenmeye tegfik eden, bilim etigini ve bilim bakig agisini dgreten ve agilayan
Saygideger danisman hocam Do¢. Dr. Mehmet KARACA ya sonsuz ve en igten
tesekkiirlerimi sunarim. Laboratuvar g¢aligmalarinda bilgi ve becerileri ile yardimer
olan ve tez yazim déneminde manevi destegini esirgemeyen Sayin Doc¢. Dr. Ayse Giil
INCE hocama igten tesekkurlerimi sunarm. Bu tez calismasinm bitki materyalini
saglayan Sayin Prof. Dr. Sukumar SAHA’ya (Mississippi Devlet Universitesi)
tesekkiirlerimi sunarim. Yogun isleri arasinda degerli katkilar i¢in Sayin Juri tiyelerim
Prof. Dr. Melahat AVCI BIRSIN (Ankara Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla
Bitkileri Bolimii), Prof. Dr. Sadik CAKMAKCTI’ya (Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakultesi, Tarla Bitkileri Boliimi) tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢aligmalarimin her
agamasinda manevi destegini hi¢ esirgemeyen sevgili arkadagim Ars. Gor. Behcet
INAL’a (Ankara Universitesi, Tarimsal Bivoteknoloji Enstitiisii), Ars. Gor. Begiim
TUTUNCU’ye (Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Bolumi) ve
yiiksek Ogrenime baglamaya karar verdigim andan beri her konuda bana destek veren

AILEME sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

bp “Base pair”

Co Kobalt

ar Gram

Gy “Gray”

HCI Hidroklorik asit

KCI Potasyum klortiir
LiCI Lityum klortir

mM Milimolarite

MgCI Magnezyum kloriir
mL Mililitre

NaAc Sodyum asetat

NaClI Sodyum klortir

nm Nanometre

pH “Potentia hydrogeny”
sn Saniye

Xg “oravity” Dongi glicii
v Gama

%o Yuzde

°C Santigrat derece

nL Mikrolitre
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Kisaltmalar

AFLP “Amplified Fragment Length Polymorphism”

BAC “Bacterial Artificial Chromosome™

BME “B-mercaptoethanol”

BNL “Brookhaven National Laboratory”

CAPS “Cleaved Amplified Polvmorphic Sequence™

CIR “CIRAD-Cooperation Internationale en Recherche Agronomique pour

le Developpement (Agriculture Reseach for Development)”

CIS Kloroform-izoamil alkol

CMD “Cotton Marker Database”

CS-B “Chromosome Substitution lines of G. barbadense in G. hirsutum”™
CS-RIL “Chromosome Substitution-Recombinant Inbred Line™
CTAB “Cetyltrimethylammonium bromide”

DAMD “Directed Amplification of Minisatellite DNA™
dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik Asit

EB “Extraction Buffer” Ekstraksiyon ¢6zeltisi
EDTA “Fthylene di-amin Tetra Acetic Acid”

EST “Expressed Sequence Tag”

FISH Fluoresan in situ hibridizasyon

GDO Genetigi Degistirilmis Organizmalar

ISSR “Inter Simple Sequence Repeat™

LB “Lysis Buffer” Lezyon Cdzeltisi

Lo “Long” Uzun kol

MAS “Marker Assisted selection”

MGAES “Mississippi Gossypium arboreum EST-SSR”
MK Mehmet Karaca

MSU “Mississippi State University”

MUSB “Acala Maxxa BAC-ends primer pairs”

PCR-RFLP  “Polymerase Chain-Reaction Restriction Fragment Length
Polymorphism”
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PPVP
PZ7R
RAPD
RFLP
RNaz
QTL
SCAR
Sh
SLS
SNP
SSCP
SSR
STMS
SUB
TBE
TE
T™M-1
T™B
TRAP
TRIS
USDA
Uv

“Polyvinylpolypyrrolidone, Insoluble™
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

“Random Amplified Polymorphic DNA”
“Restriction Fragment Length Polymorphism™
Riboniikleaz

“Quantitative Trait Locus”

“Sequence Characterized Amplified Region”
“Short” Kisa kol

Sodyum Laruil Sarkosil

“Single Nucleotide Polymorphism™

“Single Strand Conformation Polymorphism”
“Simple Sequence Repeats™
“Sequence-Tagged Microsatellite Site™
Substitiisyon (Ikame)
TRIS-Borik-Asit-EDTA

TRIS-EDTA

“Texas Marker 17

“Texas Marker BAC”

“Target Region Amplification Polymorphism™
“Tris(thydroxymethyl )Jaminomethane™
“United States Department of Agriculture™
“Ultraviolet light™
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1. GIRIS

Tekstil sektdriiniin en dnemli dogal hammaddesi olan pamuk, tican olarak tretimm
dinyanin sicak enlemlerindeki alanlarda yogfunlagmugtir. Pamuk dretimi, Kuzey
yanmkiirede 45°, Giiney yanmkiirede 1se 32° enlemlerine kadar uzanmaktadir (Mert
2007). Ulkemizde bu enlem dereceleri arasinda oldugundan pamuk iiretimi vapan
iillkeler arasinda énemli bir yeri bulunmaktadir. Pamuk yayzin ve zorunlu kullamm
alamyla insanlik agisindan, yarattifi katma deger ve istthdam olanaklanyla da iretici
iilkeler ve liretici aileler agisindan biiyiik ekonomik éneme sahip bir diriindiir. Pamuk
1glenmesi agsindan girgir sanayisinin, lifi ile tekstil sanayisinin, tohumu ile vag ve yem
sanayisimn, linteri ile de kit sanayisinin hammaddesi durumundadir (Sekil 1.1).
Pamugun g¢ekirdeginden elde edilen yag, piderck artan miktarda biyodizel iiretiminde
de hammadde olarak kullamm alanlan aragtinlmaktadir. Bu sebeplerin yamnda niifus
artis1 ve yagam standardimn yiikselmesi, pamuk bitkisine olan talebi de artirmaktadir.
Bu yinleriyle pamuga olan ihtiyag, tiim diinyada ve iilkemizde artiy gdstemmektedir
(Karaca 2001, Mert 2007, Anonim 2011).
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Sekil 1.1. Pamugun baz kullamm alanlanmn gematik gsterimi (Anonim 2011).



USDA (“United States Department of Agriculture™) verilerine goére 2010/2011
yili diinya pamuk tretimi 25.377.000 ton olarak gergeklesmigken Turkiye’de sadece
471.000 ton tretim vapmustir. En fazla tretim vapan tlkelerin baginda Cin 6.641.000
ton tretimle birinci, Hindistan 5.748.000 ton uretimle ikinci, ABD 3.942.000 ton

tiretimle tigtincii ve Pakistan 1.916.000 ton tiretimle dérdinct sirada yer almaktadir.

Pamuk tiiketim miktar1 olarak 10.015.000 ton ile Cin birinci, 4.583.000 ton ile
Hindistan ikinci, 2.177.000 ton ile Pakistan tg¢iinci ve 1.219.000 ton ile Turkiye
dordiinetl sirada yer almaktadir. Bu durumda Turkiye glintimiizde yaklagik 730.000 ton
pamuk ihtivacin ithalatla kargilamaktadir.

Ayrica FAO (“Food and Agriculture Organization of the United Nations™) 2010
verilerinde Turkiye lif Giretimi 471.000 ton, ¢igit tiretimi 750.000 ton olarak verilmigtir.
TUIK (Tirkiye Istatistik Kurumu) 2011 verilerinde pamuk ekim alan1 542.000 hektar,
kutla tiretimi 2.580.000 ton ve lif Gretimi 954.000 ton olarak rapor edilmigtir. USDA
ve FAQO wverileri arasinda paralellik bulunurken TUIK ile USDA ve FAQ verileri

arasinda farkliliklar gostermektedir.

Gossypium cinsinde bulunan sadece dort tiir dinyvanin tekstil lifi, yag ve kiispe
ihtiyacinin gogunlugunu kargilamaktadir. Bu tiirler Asya-Afrika diploidleri (eski diinya
pamuklart) olan G. arberoum ve 3. herbaceum ile yenidiinya tetraploidleri olan G.
hirsutum 1. ve (. barbadense L.’dir (Igbal vd 2001). Dinyada yaygm olarak
yetistirilen iki tetraploid pamuk tirti bulunmaktadir. Bunlar G. hirsutum 1. ve G.
barbadense L. turleridir. Bu iki tir igerisinde tilkemizde tretimi yapilan pamuklar
buytik ¢ogunlukla G. Airsutum 1. pamuk tlirine ait olmakla birlikte ¢ok az sayida G.
barbadense 1. introgresyon cegitlerde bulunmaktadir. G. hirsutum L. verim ve
adaptasyon yontinden G. barbadense’ye gore daha Ustiin olmasi nedeni ile dinya
genelinde ¢ifteiler tarafindan tercih edilmektedir. G. barbadense L. lif kalitesi
yontinden (uzun, saglam ve ince lifler) daha avantajlidir. Ancak bu tartin digtik verimli

ve dar adaptasvon yetenegine sahip olmasi nedeni ile ekim alam smirhidir (Karaca

2001).



Aragtincilar . barbadense 1. cesitleri ile (. hirsutum 1. gesitlerinin
melezlenmesi ile bir taraftan yitksek verimli dier taraftan yiiksek 1if kalitesi
ozelliklerine sahip pamuk gesitlerinin - gelistirilmesine  yonelmistir.  Gossypium
barbadense L. turinde bulunan ustiin lif 6zelliklerin aktarilmasma yonelik yapilan
caligmalarda aralarinda geccilik, dugtk verimlilik, kiicik koza gibi istenilmeyen
ozelliklerde aktarilmaktadir. Bu sorunu ¢bzmek amaciyla aragtiricilar biitiin bir
genomun G. barbadense L.’den aktarilmasi yerine G. barbadense L.’nin kromozom

veya kromozom pargalarinin G. hirsutum L. ¢esgitlerine transferine yonelmistir (Stelly

vd 2005).

Yapilan 1slah ¢aligmalar ile G. Airsutum L. (TM-1)¢ izogenik bir hata G.
barbadense L. (Pima 3-79)’un bir kromozom ¢iftini veya bir ¢ift kromozom kolunu
tagiyan disomik kromozom substitiisyon hatlann (CS-B) geligtirilmistir. CS-B’lerin
geligtirilmesinde kullanilan hat TM-1 hattina 1zogenik bir hattir (Liu vd 2000).

TM-1 ilk olarak Deltapine 14 ¢egidinden segilmis ve sayist 40°mn tizerinde
kendilenerek homozigotlugu artirilmigtir. CS-B’lerin gelistirilmesinde dondr olarak
kullanilan Pima 3-79 (G. barbadense 1..) ise bir double haploit ¢esittir (Stelly vd
2003).

Fenotip tabanli markirlarin (belirteclerin) vetersizligi, ¢evreden ve gelisme
doneminden buylk oranda etkilenmesi ve polimorfizmlerinin (farkliliklarinin) tespiti
icin uzmanhk gerektirmesi gibi dezavantajlart nedeniyle arastiricilart molekiiler

markirlardan olan DNA tabanli markirlarin gelismesine yonlendirmistir (Ince 2010).

Bir molektler markir, genom seviyesindeki farkliligi ortaya koyan ve fiziksel
olarak DNA tizerinde bulunan 6zel bir bolge olarak tanimlanabilir (Karaca 2001, Thiel
vd 2003). DNA markirlarinin tam olarak bir geni gostermesi durumunda ise genik
markir olarak adlandirilmaktadir. Dogrudan bir gen tzerinde bulunmayan DNA
markirlart ise genomik markir olarak adlandirilmaktadir. Molekiiler markirlar dokunun
geligim zamanindan bagimsiz olarak biitiin dokularda belirlenebildigi ve stabil oldugu

ve ¢evre sartlari, gen interaksiyonlari (pleotropi, epistasi vb) gibi durumlardan da



etkilenmedigi i¢in kullanimi giderek artmis ve yayginlagmigtir. Molekiiler markirlar bu
avantajlarinin yani sira kolay ve kesin olarak belirlenebildikleri i¢in glivenirlikleri
fenotip tabanli markirlardan daha fazladir (Agarwal vd 2008, Arif vd 2010, Thiel vd
2003).

Avantajlarindan dolay1 en ¢ok kullanilan markir tekniklerinden bir tanesi de
mikrosatellitlerdir. Mikrosatellit veva SSR (“Simple Sequence Repeats™) DNA dizileri
genelde 1 ile 6 niikleotid uzunlugundaki bazlarin ardigik olarak tekrarlanmasi ve
tekrarlar arasindaki farkliligin ortaya kondugu bir markir sistemidir. Herhangi bir
DNA’nin basit tekrarli olarak isimlendirilebilmesi igin 6nce belirli bir motifin olmasi
ve bu motifin belirli bir sayida (en az 8-10) tekrar bulunmasi gerekir. Bu teknik
glintimtizde oldukg¢a fazla oranda kullanilan bir tekniktir (Ince 2010).

Mikrosatellit tekniginin ¢ok fazla kullamim alani bulmasinin nedenlerinin
baginda polimorfizm oraninin viksek olmasi gelirken tekrarlanabilirliginin oldukga
vilksek olmast da énemli bir avantajidir. Ko-dominant olmasi da énemli avantajlar
arasindadir. Ko-dominant veya diger bir ifadeyle egbaskin bir markir sistemi olmasivla
homozigot ve heterozigot bireyler birbirlerinden kolaylikla ayirt edilebilmektedir.
Avyrica bir PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) metodu olmasi az miktarda DNA’ya
ihtivag duymasi, kolay uygulanabilmesini ve ekonomik bir yontem olmasini da

saglamaktadir (Karaca 2001, Thiel vd 2003, Arif vd 2010).

Mikrosatellit markirlart avantajlarinin yam sira bazi dezavantajlara sahiptir. En
belirgin dezavantaji her bir tir i¢in primer giftlerinin geligtirilmesinin zorlugudur.
Ancak gintimiizde 6zellikle in silico yontemler ve veri tabanlarmin kullammiyla elde
edilen mikrosatellit primer ¢iftleri yakin tiirler arasinda, hatta yakin cinsler arasinda da

caligabilmektedir (Ince 2010, Karaca vd 2012).

In silico yontemlerle elde edilen mikrosatellit markirlarinin en belirgin
dezavantajn ise digtik polimorfizm icerigidir. Mikrosatellitlerin in  silico veri
tabanlarindan elde edilenlerde ve ozellikle monomorfik markirlarin etkin olarak

polimorfizme  dontgtirilmesinde kullanilan yontem ise CAPS-mikrosatellit



yontemidir. CAPS-mikrosatellit yonteminde 6zellikle EST tabanlhi mikrosatellitlerde
siplisin, alternatif siplisin olaylarindan dolay1 ¢ok buyik ve monomorfik mikrosatellit
lokuslarinin degigik restriksiyon enzimleri kullanilarak olugturdugu polimorfizme
dayanan bir yontemdir. Bu sistem genellikle ko-dominant markir tiretmektedir. Bu
yontem agaroz jel elektroforez aynigtirma teknigine uygundur. Ayrica PZR
amplikonlarin birlestirilerek analizi (“multimix™) veva cok sayida primer setinin aym
PZR’de amplikasvonun (“multiplex’) vapilabilirligi bu yontemin avantajlarindandir

(Ince vd 2009, Ince 2010).

Bu ¢aligmada genik mikrosatellit, genomik mikrosatellit ve CAPS-mikrosatellit
DNA markirlart kullanilarak pamuk substitiisyon hatlarinin molekiler dizevde
belirlenmesi ve teghisinin  yapilabilirligi amaglanmigtir. Kromozom substitiisyon
hatlarinda fiziksel veya genetik bir kanigikligin olup olmadigina vonelik caligmalar
yvapilmigtir. Ayrica bu tez kapsaminda substitiisyon hatlarinin kullanimi ile kromozom
lokasyonlar1 belirlenmemiy mikrosatellit markirlarmin kromozom konumlarmimn

tespitine yonelik ¢aligmalarda gergeklestirilmigtir.

Caligmada kullanilan mikrosatellit markirlarinin se¢giminde Pima 3-79 ve TM-1
cesitlerinde PZR’de amplikon olusturmalari, polimorfik sonu¢ vermeleri ve
polimorfizm durumunda en az 10 baz ¢ifti boy farklilig1 olugturan primer g¢iftlerinin
kullammmina o6zen gosterilmistir.  Mikrosatellit markirlarmin  amplifikasyonlan
kullanilan PZR profili, kimyasallarin konsantrasyonu ve diger parametreler Karaca
(2001) ve Ince (2010)a gore gergeklestirilmistir. Kromozom spesifik mikrosatellit
markirlarina ait primer ciftleri pamuk mikrosatellit veritabamindan alinmig olup
(Blenda vd 2006) bu primerler ticari olarak sentezletilerek ¢aligmada kullanilmastir.
Ayrica Buyyarapu vd (2011) geligtirmis olduklar genik MGAES, Karaca ve Ince
(2011) geligtirmig olduklar: genik MK primer ¢iftleri de ¢aligmada kullanilmigtir. Fang
vd (2012) ile Gutierrez vd (2009) rapor ettikleri BNL, TMB, CIR ve MUSB primerleri
de ticari olarak sentezletilerek c¢aligmada kullamilmigtir. Calismada ayrica CAPS-
mikrosatellit yontemi Ince vd (2010)’a gére gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Genetik stoklardan olan monosomik hatlar bitki 1slahi ve genetik ¢aligmalarda
kullanilabilecek onemli bir kaynaktir, Monosomik hatlar ticari gesitlerin geligtirilmesi,
genlerin - kromozom  lokasvonlarinin  belirlenmesi, kromozom  haritalarmnmn
olusturulmasi, linkage g¢aligmalan ve genetik varyasyonun orjinini daha i1y1 ortaya
koymak ve anlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Arbuzova vd 1996). Ayrica
monosomik hatlar substitiisvon (ikame) hatlarinin olugturulmasi ve bu substitiisyon
hatlarmm kullamimi  ile gen aksiyonlarinm ornegin  dominant, ¢klemeli wve

interaksiyonlarin belirlenmesinde de kullanilmaktadir (Anonim 1968-1980).

Dogada az dizeyde de olsa mayoz diizensizligi ile de bu tiir ancuploid hatlar
olugabilmektedir. Monosomik bir hat bir kromozomu c¢ksik gametin normal gametle
birlegmesi sonucunda olusurken ayn1 gamet populasyonunda trisomik hat da (adisyon)
olusabilmektedir. Literatiir taramalarinda bugday, arpa, Ingiliz ¢imi, pamuk, patates,
domates ve kolza (Brassica napus L) bitkilerinde monosomik ve nullisomik hatlar
geligtirilerek  substitisyon ve adisyon hatlar1 olusturuldugu rapor edilmektedir

(Arbuzova vd 1996).

Farkli lokasyonlarda yetigtirilen tam set substitiisyon hatlar yetistirildigi
bolgede adaptasyon saglayan substitiisyon hattinin yabanci kromozomun Uzerinde
bulunan genler hakkinda da bilgi verebilmektedir. Tam set substitiisyon hatti biitiin
kromozomlar agisindan substitiisyon hatlarinin  bulunmasidir. Howell vd (1996)
tarafindan kolza bitkisinde substitiisyon hatlar olugturularak, bir tam set substitiisyon
hattinin  farkli gevrelerin kolza tzerinde kantitatif Gretim ozelliklerinin genetik

kontrolunii agiklamasida kullanacagini belirtmiglerdir.

Ji ve Chetelat (2003) monosomik domates (Solanum [ycopersicon) hatlar
geligtirerek altingilek (Solanum lycopersicoides) bitkisinden kromozom ve kromozom
pargalar1 aktarmig ve rekombinasyon diizeyi viikksek domates substitiisyon hatlarin

olusturmuglardir.



Monosomik, nullisomik, monotelosomik hatlar kullanilarak substitiisyon hatlari
geligtirilmektedir. Ornegin substitiisyon hatlar1 hastaliklara dayamiksiz bir kiiltir
¢esidine, orijinal genomundan ¢ikarilmig bir ¢ift kromozomun yerine, yabani tirlerden
tizerinde dayamklilik gen va da genleri bulunan bir ¢ift kromozom ya da kromozom

pargasi aktarilmasiyla dayaniklhilik 6zelligi kazandirilabilmektedir (Saha vd 2012a).

Dong vd (2003) vetigtiriciligi yapilan kiltiir patatesin bazi hastaliklara kargi
dayanikliligimi saglamak igin yabani patates tiirii olan Solamim brevidens bitkisinden
bazi kromozomlart Solanum tuberosum bitkisine aktararak substitiisyon hatlar

olusturmuglardir.

Monosomik hatlar ve substitiisyon hatlar1 genlerin kromozom lokasyonlarmimn
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilabilmektedir (Arbuzova vd 1996, Sanamyan
2000, Saha vd 2012a). Hussein vd (2005) disomik substitiisyon hatlarimi kullanarak
tetraploid bugdayda olgun bitki yaprak pas hastalifina davaniklilik geninin kromozom

lokasyonunun belirlenmesini saglamiglardir.

Wang ve Chen (2008) ¢avdar-bugdayda (7Triticale) doku bozukluguna dayanikh
hatlar elde etmek icin polenlere X 151n1 uygulayarak ditelosomik hatlar geligtirmigler ve
mayoz siiresi boyunca yabanci telosentrik kromozomlarin sitolojik davraniglarmi

gozlemlemiglerdir.

Harper vd (2011) tarafindan yumak (Festuca pratensis) bitkisinden Ingiliz
cimine (Lolium perenne) kromozom ve kromozom kollar1 aktarilarak akraba tiirler
arasindaki gen introgresyonu ve hedefledikleri 6zelliklerin genetik kontrollerini

belirlemek i¢in monosomik hatlar olugturmuslardir.

Introgresyonda tiirlere ve kullanilan bireylere bagl olarak sitolojik kararsizlik
ve zaylf agronomik performansindan dolayr yabanci adisyon ve substitiisyon hatlarn
tiim yabanci kromozomlar1 her zaman kabul edilmedigi degigik arastiricilar tarafindan

tespit edilmigtir (Sarr vd 2012, Rooney ve Stelly 1991).



Yapilan g¢aligmalarda tirler arast melezlemede veya tiirler i¢i melezlemelerde
butiin genomun introgresyonundan daha ¢ok tiim bir kromozom veya bir kromozom
par¢asini tagiyan genler ¢ok daha faydali oldugu belirlenmistir (Zhang vd 2005).
Zhang vd (20035) vaptigi ¢alismalarda bugday 18 ¢izgi mozaik virtisine (“Wheat
spindle streak mosaic virus, WSSMV™) karsi dayanikli hatlar elde etmek icin
bugdaygiller familyasina ait olan Haynaldia villosa bitkisinden adisyon hatlan elde
ederek bazi kromozomlari monosomik bugday bitkisine aktarmiglar ve bu gekilde
bugday substitiisyon hatlarimi elde etmiglerdir. Substitiisyon hatlarinda kromozom
introgresyonunun ger¢eklestigi bitkilerde WSSMYV virlistine kargt olan direncin arttig
tespit edilmigtir.

Pamuk bitkisi diinyada tekstil ve yag tiretimi agisindan ¢ok dnemli bir bitkidir.
Diinya genelinde yetistiriciligi yapilan pamuk tirleri 2’si diploid, 2’si tetraploid olmak
tizere toplam 4’dir (Karaca 2001).

Lifi i¢in daha ¢ok yetigtiriciligi yapilan pamuk tirti allotetraploid pamuk tirti
olan Gossypium hirsutum L. ve Gossypium barbadense L.”dir. Bunlardan bir tanesi lif
verimi agisindan yiiksek ama lif kalitesi agisindan orta derecede olan ve diinya
genelinde yaygin olarak vetistiriciligi vapilan (Upland) Gossypium hirsutum’dur.
Digeri ise lif verimi agisindan diigiik ama lif kalitesi ¢ok yiiksek olan (uzun, saglam ve
ince lifli) ve diinya genelinde sicak iklimlere daha fazla adapte olmug olan Gossypium

barbadense turadur (Karaca 2001).

Aragtiricilar  Gossypium  barbadense’deki  ustlin  1if  Kalitesi  dzelliklerini
Gossypium hirsutum tartine aktarmak igin bir¢ok 1slah ¢aligmalart yapmiglardir. Ancak
vapilan 1slah ¢alismalarinda Gossypium barbadense’de bulunan gecgilik, diisiik verim
ve digik adaptasyon vetenegi gibi istenmeyen ozelliklerde aktarilmigtir. Bu durum
ozellikle genom introgresvonunda ortaya ¢ikmaktadir, Biitiin bir genomun aktarilmasi
yerine kromozom ve kromozom kollarinin aktarilmasmma yobnelik c¢aligmalar
yapilmaktadir. Omegin pamuk kromozom substitiisyon hatlariyla ilgili daha 6nce
vapilmig ¢aligmalarda, Stelly vd (2005) Gossypium hirsutum tirine Gossypium

barbadense’den kromozom ve kromozom kollan aktararak Gossypium barbadense nin



kromozomlarin1 tagiyan substitisyon hatlarn olusturmuglardir. Giintimtizde farkh
pamuk tiirlerinin kromozomlarini tagiyan farkli substitiisyon hatlar tizerine ¢aligmalar

bulunmaktadir (S. Saha, kigisel gértigmeler).

Pamuk substitisyon hatlarmin (ikame hatlariin) gelistirilmesinin  temel
prensibi olarak pamukta sitolojik davramiglar, aktarimlar ve kaliim esas alinmigtir
(Endrizzi vd 1985). Monosomik stoklar kromozom spesifik markirlar geligtirmek ve
kromozom lokasyonlarini belirlemek ve kromozom translokasyonlarini belirlemek igin
kullanilmaktadir (Endrizzi vd 1985, Karaca 2001, Sanamyan 2000, Saha vd 2012b).
Ornegin monotelodisomik bitkiler bir kromozom kolunun iizerindeki spesifik
markirlarin  belirlenmesinde ve sentromer ile markir lokusu arasindaki uzakligin

belirlemesinde de kullanilmaktadir (Saha vd 2012a).

Sanamyan vd (2011) tohumlara termal nétron 1sinlamasi ile 15, 25, 27 ve 35
Gy dozlarmi ve polene Co® elementinden wisinlamasi ile 10, 15, 20 ve 25 Gy
dozlarini kullanarak standart ¢egit olan L-458 Gossypium hirsutum pamuk hattindan 92

adet monosomik populasyon olugturmuglardir.

Saha vd (2012a) Gossypium’un diger tetraploid turleri olan Gossypium
tomentosum ve Gossypium mustelinum turlerine ait kromozom ve kromozom
pargalarini monosomik TM-1"e izogenik olan hatlara aktararak bunlarin substitiisyon
hatlarmi olusturmus ve bu substitiisyon hatlarinda Iif kalitesi Gizerinde aragtirmalar

yapacaklarmi rapor etmiglerdir.

Kromozom substitiisyon hatlarinin kullanimi ile genetik calismalar daha etkin
bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Ornegin Wu vd (2005) veni bir genetik model ve
vazilim programi geligtirerck bir kromozom substitiisyon hattindaki yabanci

substitisyon kromozomun genetik etkilerini ¢aligmiglardir.

McCarty vd (2006) 13 pamuk kromozom substitiisyon hattini, TM-1 ve Pima 3-
79°u degerlendirerek bunlarin ¢igeklenmenin basladig ilk dort haftadaki toplam ¢igek

sayilarini toplayarak verim tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir.



Saha vd (2008) pamuk kromozom substitiisyon hatlarindan (5. barbadense’nin
1 nolu kromozomunu, 11 nolu kromozomun kisa kolunu, 12 nolu kromozomun kisa
kolunu ve 26 nolu kromozomun uzun kolunu bulunduran kromozom substitiisyon
hatlarmm TM-1 ile melezleyerek G. barbadense’deki kromozom ve kromozom

pargalarinin agronomik ve lif 6zelliklerinin genetik etkilerini aragtirmiglardir.

Wu vd (2008) pamuk kromozom substitiisyon hatlarindaki kromozom ve
kromozom kollarmm 1if verimi tizerine olan etkilerini aragtirarak hangi kromozom
veya kromozom kolunun lif verimi tizerine olan etkisinin dogrudan, hangisinin dolayli

ve hangisinin negatif etkisi oldugunu aragtirmiglardir.

Wu vd (2009) 14 kromozom substitiisyon hattinin bogum sayilarmi ve bitki
boylarini goézlemleyerek eklemeli dominant genetik etkilerinin ¢igek, koza tutumu ve
verim tizerine olan etkilerini aragtirmiglardir. Wu vd (2010) 13 kromozom substitiisyon
hattinin eklemeli dominant genetik etkilerinin 8 agronomik 6zellik ve lif 6zellikleri

tizerine olan etkilerini incelemiglerdir.

Saha vd (2012a) substitisyon hatlan1 ile TM-1 hattim1 melezleyerek CS-RIL
populasyonunu olusturmuglardir. CS-RIL. populasyonunu olugturmalarinin nedeni
yabanct kromozomlarin diger kromozomlarla olan interaksiyonlarini ve epistasiyi
aragtirmak oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica iki farkh substitiisyon hatti arasindaki

melezlemeler de bu tiirtin genetik olaylar 6§renmeyi amaglamiglardir.

Molekiiler markirlar kaynagini canlinin tagidigi genetik materyalden aldigindan
dolaytr morfolojik, biyokimyasal, enzim tabanlh ayrim markirlart gibi ¢evresel
faktorlerden etkilenmezler. DNA markirlan basitligi, ekonomik olmasi ve dogrulugu
(gtivenilirligi) nedeni ile fenotip tabanli markir tekniklerine oranla daha fazla avantaja

sahiptir (Agarwal vd. 2008, Ince vd 2011).
Guntmizde oldukga farkli DNA markir teknikleri gelistirilmis olup bu

markirlar degisik amaglarla kullamilmaktadir. DNA markirlant  bakteri, fungus,

nematod, viriis, bitki ve hayvan cins, tir veya gesitleri arasindaki farklilifin tespit
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edilmesinde, cesitlerle ebeveynleri arasindaki benzerliklerin belirlenmesinde, énemli
hastalik ve zararlilarin kromozom tizerindeki konumlarmin belirlenmesinde, cinsiyet
tayininde, gida maddelerinin igeriklerinin belirlenmesinde, gida maddelerinde
kullanilan tiir ve cinslerin ayirt edilmesinde, genomda bulunan gen veva genlerin
fiziksel olarak karakterize edilmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir (Ince
vd. 2010, Karaca vd 2012).

Guntmuzde degisik amaglarla kullanilan ve sayisi 50°nin tzerinde DNA
markir teknigi gelistirilmistir. Bu tekniklerinden tiniversal primer kullamilan tekniklere
ormek olarak RAPD, DAMD verilebilir. Restriksiyon enzim kesimine dayali tekniklere
omek ise AFLP, CAPS, PCR-RFLP, SCAR teknikleridir. Spesifik primer ¢iftleri
kullanilan tekniklerden bazilart ise SSR (“Microsatellite”), ISSR, CAPS-mikrosatellit,
TRAP, SSCP, SNP gibi tekniklerdir (Ince vd 2011).

Li vd (2012) Gossypium barbadense tiurtine ait “Emian22” ve Pima 3-79
arasinda monomorfik amplikon olugturan 4194 SSR primerlerini SSCP markir teknigi
kullanarak bunlardan 158 lokusun polimorfik oldugunu saptamiglardir. Rana vd (2007)
ticari olarak vetistiriciligi yapilan 8 tane pamuk cesidi arasinda genetik farklilig
belirlemek igin RAPD, ISSR ve STMS markir tekniklerini kullanmiglardir. Zang vd
(2012) sitoplazmik er kisirligr belirlemek igin RFLP, SCAR wve SSR markir

tekniklerini kullannmglardar.

SSR markirlann bitki genetiginde ve 1slahinda en ¢ok kullanilan markir
tekniklerinden bir tanesidir. Pamukta bazi c¢esitlerde kromozom spesifik DNA
markirlart  gelistirilmis  olup bu markirlar linkaj gruplarinin, monosomik ve
monotelodisomik hatlarin belirlenmesinde ve genetik analizlerde kullanilmaktadir (TLiu

vd 2000, Karaca vd 2002, Guo vd 2008).

Karaca ve Ince (2011) pamuk bitkisi i¢in genik o6zellikte 173 SSR primeri
olusturmuglar ve bu primerlerin G. hirsutum L. ve (7. barbadense 1.. arasinda agaroz
jel elektroforez yontemini kullanarak polimorfik amplikonlar olusturan lokuslari

saptamiglardir.
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DNA markirlarinin pamuk bitkisinde molektler filogeni, markir destekli
seleksiyon, kantitatif 6zellik lokuslanin (“QTL”) tespiti, er kisirhigin tespiti, genetigi
degistirilmis (GDO) pamuk g¢esitlerinin tespiti, monosomik hatlarin tespiti, geriye
melezleme sayisinin tespiti gibi degigik amaglarla kullanimi vaygin olmasina ragmen
kromozom substitiisyon hatlarinin tespitinde vaygin kullanimi bulunmamaktadir (Liu

vd 2000, Karaca 2001, Karaca vd 2002, Guo vd 2008, Karaca ve Ince 2011).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyali

Bu ¢aligmada Prof. Dr. Sukumar Saha (USDA/MSU, USA) tarafindan saglanan ve ilk
olarak Stelly vd (2005) tarafindan geligtirilmig olan 17 adet disomik bagka “allien”
kromozom substitlisyon (CS-B) hatt1 kullamilmigtir. Bu genetik stoklar G. barbadense
Pima 3-79’a (double haploid) ait 17 kromozom veya kromozom kolu, TM-1"e (G.
hirsutum 1.. Texas Marker 1) yaklagik izogenik hat olan bir hatta aktarilmasiyla elde
edilmigtir (Stelly vd 2005).

Her bir CS-B hatti . barbadense Pima 3-79°dan bir ¢ift kromozom,
kromozom kisa kolu (Sh) veya kromozom uzun kolu (Lo) tagimaktadir. CS-B hatlan
Pima 3-79 kromozom ve kromozom kolu disindaki diger genetik unsurlar agisindan
birbirlerine ve TM-1 standardma yakin izogenik genetik temele sahiptir (Stelly vd
2005). Diger bir ifadeyle genetik agidan her bir CS-B hatti kendi aralarinda ve TM-1
arasinda yaklagik %96°lik bir oranda benzerdir. Her bir hattin 1000 ila 3000 Pima 3-
79’a ait geni tasidigi tahmin edilmektedir (Stelly vd 2005).

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Deneme Alanlarinda 2007
yetigtirme doneminde vetigtirilen hatlardan yaprak ormekleri alinmig ve ayrica 2011
yetistirme doneminde elde edilmis tohumlarin 2012 wvilindaki ekimlerinden toplanan

vaprak ornekleri de ¢aligmada kullanilmagtir.

2007 yilinda 5-6 bitkiden toplu (bulk) olarak alinan 6rnekler Set-1 érnekleri ve
2012 yilinda ise teksel olarak toplanan érnekler Set-2 ve Set-3 olarak adlandirilmig ve
toplanmaigtir. Substitiisyon hatlan i¢in 17, Gossypium barbadense L.’yi temsilen Pima
3-79 ve Gossypium hirsutum’u temsilen de TM-1 hatti olmak tizere bu c¢aligmada
toplam 19 hat kullamlnustir. Caligmada kullamilan substitiisyon hatlarmin

kromozomsal farkliliklart gorsel olarak Sekil 3.1°de sunulmustur.
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3.2. DNA Ekstraksivonu

Caligmada bulk ve teksel olarak alinmis 17 kromozom substitisyon, Pima 3-79 ve

TM-1 hatlarma ait yapraklardan DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Ekstraksiyon igin 1 gr

doku 6megi kullanilmig ve ekstraksiyon iglemleri agagida ozetlendigi sekilde bazi

modifikasyonlar yapilarak Karaca vd (2005)’e gore gergeklestirilmigtir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

1 gr ezilmig doku tzerine 6 ml. ekstraksiyon buffer1 [EB; 0.35 M sorbitol, 100
mM TRIS-HCI (pH: 7.5), 5 mM EDTA (pH: 7.5), %2 Tween, %]l Triton-X,
%1 BME] cklenip iyice karigtirldiktan sonra 10000 xg’de 10 dk santrifiy

edilmigtir.

Santrifiijden sonra tst faz1 doktilmiis olan tiiplerdeki pellet tizerine 2 mL lezyon
buffer: [LB; 200 mM TRIS-HCI (pH: 8.0), 50 mM EDTA (pH: 8.0), 2 M NaCl,
%2 PPVP, %2 CTAB, %2 Triton-X, %2 BME] eklenerek pelletin ¢oziilmesi

saglanmigtir.

LB ile ¢ozilmiis olan pellet tizerine 2 mL 8 M’lik LiCI [Lityum klortr]

cklenerek kartgimin saglanmasi igin tiipler glighi bir gekilde vortekslenmigtir.

Vortekslenmig tiplerin Gizerine 1 mL % 5 SLS (Sodyum laruil sarkosil)
cklenerek karisim vorteks yardimiyla saglandiktan sonra 65 °C su banyosunda

40 dk bekletilmigtir (her 10 dk’da bir 30 sn vortekslenmigtir).

Su banyosundan alinan 6rnekler buz tizerinde sogutulmus ve her bir tiipe 5 ml.
Kloroform/izoamil alkol [CIS; 24/1 oraninda] eklenip tipler ters-diuz edilerck
kangtirilmig ve 10000 xg’de 10 dk santrifiij edilmigtir.

Santrifiijden sonra 3 faz olugmustur. En st faz (stipernatant) yaklagik 4.5 ml.
kadar almarak steril bir tipe almmisg ve alinan hacim kadar tizerine CIS
cklenerek tipler ters-diiz edilerek ivice karigtirilmig ve 10000 xg’de 5 dk

santrifiij edilmistir.
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7)

8)

2

10)

11)

12)

Santrifiyj edilen tiiplerden tekrar stipernatant dikkatlice steril bir tiipe alinmigtir.
Alinan stipernatantin hacmi kadar izoproponal ve final hacmin 1/20 si kadar 5

M NaCl eklenip tiipler ters-diiz edilerek karigtirilmagtir.

Kangtinlan tipler 18-20 saat -20 °C’de bekletilmistir. -20 °C’de 18-20 saat
bekletilen tiipler 10000 xg’de 5 dk santrifiij edilmigtir.

Santrifiyj edilen tiiplerdeki tist faz dikkatli bir gekilde dokiilmiis ve kalan pellet
tizerine daha 6nce 65 °C su banyosunda bekletilen TE’den (pH: 7.5) 490 ul
cklenerek pellet ¢ozildiikten sonra 10 puL (10 ug) RNaz eklenip 37 °C’de 30 dk
bekletilmigtir. Bu agama ile niikleik asitlerden RNA pargalanarak DNA ile

birlikte izole edilmesi énlenmistir.

37 °C’de 30 dk bekletilen tiiplerin her birine 50 ul. 3 M’lik NaOAc [Sodyum
asetat, pH: 5.2] eklenip bunun tizerine 3 kat1 kadar % 100 ethanol eklenmistir
ve tiipler 10000 xg’de 5 dk santrifiyj edilmigtir.

Santrifiyj edilen tiiplerdeki tist faz dikkatlice dokiilerek kalan pellet tizerine 65
°C su banyosunda bekletilen TE’den (pH: 8.0) 400 ul. eklenerek pellet
¢Ozulmiig ve tapler spinlenerek pipet yardimi ile niikleik asit ¢ozeltisi 2 mL lik

tliplere aktarilmistir.

2 mL’lik her bir tiipiin Gizerine 40 pL 2 M’lik KOAc [Potasyum asetat; pH: 5.5]
eklenip bunun tizerine 1320 pl. % 100 ethanol eklenmistir ve 10000 xg’de 5 dk
santriftyy edilmigtir. Santrifiiyj edilen tiiplerdeki ethanol iyice uzaklagtirilarak
pellet 200 uL. TE’de (pH: 8.0) ¢ozilmugtiir. Ekstraksiyonu tamamlanmig ve
saflagtirtlirmig olan DNA’nm miktar ve kalitesi yaygmn olarak kullamilan iki
yontem olan spektrofotometrik ve elektroforetik yontemler ile belirlenmistir.

DNA’nin uzun stireli muhafazasi igin -20 °C’de saklanmistir.
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3.3. DNA Kalitesi ve Miktarmm Belirlenmesi
3.3.1. Spektrofotometre yontemi

Ekstraksivonu tamamlanmig olan DNA’min kalite ve miktarinin belirlenmesi igin
spektrofotometrik yontemde 25 kat seyreltilmis olan DNA’nin analizinde absorbans
200 nm ile 300 nm arasinda tarama yapilmis ve Azzg Aze ve Aago degerleri Gzerinde
DNA konsantrasyonu, protein ve polisakkaritlerin varligi, kimyasal kalinti olup

olmadi§ belirlenmeye galisilmistir (Ince 2010).
3.3.2. Agaroz jel elektroforez yontemi

Agaroz jel elektroforez yontemiyle RNA kontaminasyonu, polisakkarit varligi ve
vilkksek molekiiler agirliktaki DNA’mn varlign  arastirilmigtir.  Ekstraksiyvonu
tamamlanmig olan DNA’min kalitesini TRIS-Borik asit EDTA (TBE) agaroz jel
elektroforesiz yontemi ile belirlenmesi i¢in %1°lik agaroz jel, 1X TBE c¢ozeltisi

kullanilarak hazirlanmgtir.

Jel igerisinde 0,5 pg/mL konsantrasyonda olacak sekilde 10 mg/mL stoktan
ctidium bromit ilave edilmigtir. DNA 6rnekleri 700 ng hazirlanmig ve 1/6 6rmek hacmi
olacak sekilde 6X DNA vyiikleme ¢ozeltisi ile kangtinlnigtir. DNA 6mekleri jel
kuyucuklarma yiiklenmis ve 1X TBE ¢ozeltisi kullanilarak 5V/cm uygulanmig ve 120
dakika stre ile yurttilmugstir. Elektroforez igleminden sonra DNA-ctidium bromit
ultra viole (UV) aracilifiyla gérintilenmis ve jel gorintisti UVpro programi ile

bilgisayar ortaminda kaydedilmistir (Ince 2010).
3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonlan (PZR)
3.4.1. PZR bilesenleri

Polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilan enzim ve kimyasallar molekiiler biyoloji
grade olup Vivantis firmasindan temin edilmistir. PZR iglemlerinde GeneAmp System
9700 marka Termal Dongii Cihazindan yararlanilmigtir. Termal dongli cihazi “RAMP”
% 100 olarak kullanilmistir.
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PZR iglemleri hacmi 25 ul.’ye ayarlannig ve igerisinde 85 nanogram toplam
genomik DNA, 0,5 uM kullanilan primer ¢ifti, 12 mM Tris-HCI (pH: 9.1), 60 mM
KCIL, %0.012 Triton X-100, 0.28 mM her bir ANTP, 3 mM MgCl, ve 1 tinite Tag DNA
polimeraz (Vivantis) igeren soliisyonda ger¢eklestirilmistir.

PZR iglemlerinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar Cizelge 3.1°de
verilmigtir. PZR iglemlerinde hatayr ve pipet sayisim azaltmak amaciyla mastir
karigimlar hazirlannug ve bu karisimlar ¢oklu pipet vardimiyla sekizli 0,2 mL PZR

tiiplerine transfer edilmigtir.

Cizelge 3.1. PZR’de kullanilan kimyasallar ve miktarlart

Kullamlan Kimyasallar Stok Miktar Final
Genomik DNA 8.5 ul 85ng
Steril-H,0 5.25ul
Ileri Primer ("Forward") 20 uM 0.625 ul 0.5 uM
Geri Primer ("Reverse") 20 uM 0.625 ul 0.5 uM
Steril-H,O 4.6 pl
10X Reaksiyon | TRIS-HCI(pH 9.1) | 100 mM 3ul 12 mM
Cozeltisi KCI 500 mM 60 mM
Triton X-100 %0.1 %0.012
MgClI, 50 mM 1.5u 3 mM
dNTP 10 mM 0.7 ul 0.28 mM
Tag DNA Polimeraz 5inite/ pl - 0.2 pl 1 iinite
Toplam Hacim 25 ul

3.4.2. PZR profilleri

Mikrosatellit (SSR) ve CAPS-mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltiminda 2 farkli PZR
profili kullanilmigtir. Bu PZR profilleri Profil A (Cizelge 3.2) ve Profil B (Cizelge 3.3)

olarak isimlendirilmigtir.

Cizelge 3.2. Amplifikasyon Profili A

PZR Profili Zaman Dingii Sayis1 Asama

Hot Start 94°C 4 dakika 1 déngii On-denatiirasyon

On PZR 94°C 30 saniye 10 déngit Denatiirasyon
60°C—55°C 30 samiye Renatiirasyon
Tl 1 dakika Sentez

PZR 94°C 30 saniye 30 déngii Denatirasyon
55°C 30 saniye Renatitrasyon
2 1 dakika Sentez

Final 7250 10 dakika 1 déngii Final Sentez
4C 1 saat
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Cizelge 3.3. Amplifikasyon Profili B

PZR Profili Zaman Dongii Sayist Asama

Hot Start 94°C 4 dakika 1 dongii On-denatiirasyon

On PZR 94°C 20 saniye 10 déngii Denatirasyon
066°C—01°C 30 saniye Renatiirasyon
2R 1 dakika Sentez

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

Final 7200 10 dakika 1 dongii Final Sentez
4°C 1 saat

Profil A ve B igin sicaklip 60 °C ve 66 °C olmak tzere 2 farkli renatiirasyon
sicaklig1 uygulanarak her primer seti i¢in renatiirasyon sicakliklart optimize edilmistir.
Mikrosatellit lokuslarinin ¢ogaltimi i¢in butin PZR profillerinde spesifik olmayan
amplifikasyonlarin olusumunu o6nlemek amaci ile indirgemeli PZR (“touch-down
PCR”) profili kullanilmigtir. Bu yontemle baslangigtaki 10 donglide asil reaksiyvonun
devam ettigi renatiirasyon sicakligindan en az 5 °C vuksek sicaklikla primer ¢iftinin
c¢ogaltilan DNA sarmallarina baglanmasi1 saglandiktan sonra her dongli bagina
renattirasyon sicakligs 0,5 °C dugtirtilmistiir. Indirgemeli PZR profilleri uygulamalar
ile PZR caligmalarinda spesifik olmayan bélgelerin amplifikasyonlart énlenmeye

galisilmugtir (Ince 2010).
3.4.3. CAPS-mikrosatellit analizi

CAPS-mikrosatellit DNA markir tekmigi konvansiyonel mikrosatellit teknigine
benzemekle birlikte polimorfizmin ortaya ¢ikarmasi yoninden RFLP ve SNP
tekniklerinin bilegimine sahiptir. CAPS-mikrosatellit yontemi EST tabanli markirlarin
elde edilmesinde kullanilabildigi gibi genomik markirlarinda elde edilmesinde de

kullanilabilme 6zelligine sahiptir.

CAPS-mikrosatellit ¢caligmalarinda B profilinde (Cizelge 3.3) amplifikasyon
sonucu TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda yitksek molekiler agirhigina sahip ancak
monomorfik markir tireten primer ¢iftleri kullanilmigtir. Monomorfik PZR trtinleri
(amplifikasyonlar) Cizelge 3.4’te adlar1 verilen restriksiyon endontikleaz enzimleri ile

spesifik olarak kesilmigtir.
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Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin segilirken bagta tamima bolgeleri,
caligma sicakliklart ve reaksiyonlarda kullanilan soliisyonlar yaninda daha onceki
caligmalarda pamuk genomik DNA bolgelerini tamma ve kesmig olmalaria

bakilmagtir.

Cizelge 3.4’te goruldugi tizere toplam 16 restriksiyon enzimi kullanilmig ve
bunlardan dort adedi kit ug kesimi, geri kalan 12 adedi ise yapiskan ug kesimi

yapmaktadir. Tanima bolgeleri dortli, altili ve sekizli nitkleotid uzunluktadir.

Cizelge 3.4. CAPS-mikrosatellit analizlerinde kullanilan restriksivon enzimlerin
tanima bolgeleri ve caligma sicakliklar

Enzim adi Tamma Bolgesi Cahsma sicakh@ | Ticari Kaynag
1 Hinf1 ; g,;ﬁ}i;rgg ATE Bioron
2 Clal ;: ?Xé(éi}?i g: 3720 Fermentas
3 Rsal g: 8};::?(0}22 37°C Fermentas
4 EeoR'V ;: 8%1:%10(} 35’ . 3700 Fermentas
3 Hae 111 ;: gg:(c}g g: 37°C Fermentas
6 Hind 111 5. "AGCIT..3’ A7 Fermentas

3 LICGA A 5

5. VCCWGG.. 3 .
7 Ecorl 3 _GGWCC, .5 37°C Fermentas

5°...CACGTYC..3° .
8 Aar1l 3" C,TGCAG.5’ 2HE! Fermentas

5. ATYTAAT..%

9 Vsp 1 3 TAAT,TA..S 3TC Fermentas
10 | Hpall ; g;g(ig g 37°C Fermentas
11 BamH | ;: g;?ﬁgfgg: 3720 Fermentas
12 Hinol ;: gg}gi}g g: 37°C Fermentas
13 Tagl ;: i;%(i{?gz 65 °C Fermentas
14  Dral 5.TIT AAA..3 Sl Fermentas

LAAALTTT.S

5°..6CYGGCCGe.. 3 ’
15 Not 1 3. CGCCGG,CG.. 5 37°C Fermentas

5. .CTCATGG..3

s}
16  Neol 3 GGTACLC..5’ 37°C Fermentas
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3.4.4. Primer ciftleri

Polimeraz zincir reaksiyvonunda kullanilan primer ¢iftlerinin isimleri, sekans bilgileri
ve mikrosatellit motifleri Cizelge 3.5, 3.6 ve 3.7 de verilmistir. Caligmada kullanilmig
olan primer ciftlerinin DNA dizi bilgilerinin bir kismi pamuk mikrosatellit veri

tabanmdan ve bir kismu da ilgili literatiir kaynaklarindan temin edilmistir.

Buyyarapu vd (2011)’nin geligtirmis olduklarn MGAES primer ciftleri ve
Karaca ve Ince (2011) tarafindan geligtirilen MK primer giftleri EST tabanl
mikrosatellit primer ¢iftleri olup genomun ifade edilen kisimlarina 6zgii markirlar

uretmektedir (Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6).

Fang vd (2012) ve Gutierrez vd (2009) tarafindan rapor edilen BNL, TMB, CIR
ve MUSB primer ¢iftleri ise genomun ifade edilen ve ifade edilmeven kisimlarini
temsil etmektedir (Cizelge 3.7). bu primer ¢iftleri genomik lokuslar olarak

adlandirilmistir.

Caligmada kullanilan toplam primer ¢ifti sayisi 225 olup bu primer ¢iftlerinden
11 adedi farkli restriksiyon enzimleri ile de denenmistir. Bu durum g¢aligmada
kullanilan markir sayisinin en az 300 oldugunu gostermektedir. Caligmada kullanilan

allel sayis1 ise 600 civarindadir.

Cizelge 3.5. Genik MGAES mikrosatellit primer g¢iftlerinin sekans dizilimleri ve

motifleri
MARKIR PRIMER SEKANS DIZisi (53" MOTIF
MGARS.10 | ['CTGGTGATGAGGGGAGTA (GTAAT],

R:GCAAAGCAAAGCAAACTTGA
F:CAGTTCTTGGGGAAGAAGGA
MGAES-106 | p.cGAAACCGACATACTCAACAA [GTT];

F:CATCCATTTGGTCTATCAAACA

MGAES-153 | o -4 GCGTTTGAAGTCACAT [CT]e
F-CCGATTCCCAAACCTTCTT

MGAES-64 | p A AGCCCTGAAACCATTCT [l
F-GTTTGACCGCAAACTGACA

MGAES-78 | § GCGGATAATTIGGTGCTTAAT [

MeAEs.gs | FTOACGATCGAGAACACCTT —

R:CGTCGTCATCACTGTCGTCT
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Cizelge 3.6. Genik MK mikrosatellit primer c¢iftlerinin sekans dizilimleri ve motifleri

MARKIR
MEKO001

MK002

MK003

MKO004

MK005

MKO006

MEK007

MK008

MK009

MK010

MKO011

MK012

MKO013

MKoO14

MKO015

MKoO16

MKO017

MKO018

MK019

MKO020

MKo021

MK022

MK023

MKO024

MKO025

MKO026

MK027

MK028

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"
F:AGAGGGGGCACAGAGAAAAC
R:.CCGAGTGAACAGGCAAATCT
F:CCTCTCGCTTCCCTTATCTG
R.GTTGCGGCTATCTCCATCTC
F:ATCTCTTCCACCCCTTCCAC
R:ATCCACCCCCATTGTTCTTT
F.TCACCGCAGAAAACCACTC
RTGTGTCAAGTCATAGCCGTTG
F.GCTCACACAGATGGAGTTTGTT
R:AGCCACCAGGGGTATGTTT
F.CAGAGGCAGAAAAGCAAACC
R AGGGAGTAGGCAAAGAAATCG
F.TTCTCCCTTTCAGCGTTTAGG
R:AAGCAACACCAACACACCAA
F:AAGTGGTGGAGGAGGAGGAG
R:.CCTTGGCTGGTGGTTTTG
F:.GTGGAGAAGTGCGATGAGG
R.CTCGGTTTGGGAGTGGTAAC
F:.CGTCCTGTGCTCCATTAGG
R:CCCTTTCTCCCGTGGTTTA
F:.CCTCCTCGTTTCTTCACTGC
R.CTTGTTCCATTTCACCCAAAG
F:ACCCTTTCGTTCCCTTCATC

R TGTTATGGGCGTTTGAGGTT
F:ACGCTGAAATCCAAAACGAC
R:AAGGCAGAACGAAGGTTGC
F:ACAGTCAAGGGGGATGTCAA
R:GCTCATAGGTGGGTTTTTGC
F.TTTGTTTCCCTTTGCTTGGA
R:GGTGCCTGGTTCTTGTGTCT
F:.CCGCACACACTTCTCTCTCTC
R:CTACGACTTGCTCCGTGGTT
F.GCCCTTCAATCCATCATTCA
R:.CCTTTCTCCGCCTCAACAG
F:CCACTACCAAAGGGACAAGG
R:CAAACCAACACCAATACACCA
F:CACCTCTCCACCCATCTCC
R:CCTCCCCATTCGTTTTCTTT
F:ACCAGTTTCCCAGTTGTTGTTT
R:TGTCTCCCCTGCTCTGTTTT
F:.CCATTTTTCTGCCACTACCC
R:TGCCAATCCCCTATTTCTTG
F:GCTGGTTGAAGGAAATGCTG
R.GACTTGCTCTGGTCTGCTTTG
FECTTCCCATITETCTITE T
R:GCCTTTTGTCCCTGGTTTTA
F.TTCCACAGGCATCAAATCAA
RTTTTCCAGCAATCCGAGAAC
F.TCCGCATTTCTTTCTCTTTCTC
R:GGAGGCAATCTAAGCACACC
F.-TTACAAACACATCCATCACACG
R.TGCGTCTCCCTTCCATTT
F:.TCCATCTCATCCTGCTCTCC
R:GTTCACGCTCCCACTTTCAG
F:GAACATACGAACGAACGAAACA
R:GCAGGTGGAGAACTGGGTTA

23

MOTIF
[TClys

[GALi
[TClzs
[ATG]:2
[AAT],
[TGALo
[ATT];s
[GGT]s
[CACC],
[ATAC],
[TCT];»
[CAL;s
[TATG]:s
[AT]ie
[AT];s
[AC]15
[ATC]ss
[ATT]s
[AAAG],
[AT]0
[AAG] 12
[GAGCGG];
[AGAGA],
[ATGTAT];,
[TTCTTG]s
[TA]
[CTCATT],

[AT]:s



Cizelge 3.6’nin Devami

MARKIR
MK029

MK030

MKO031

MK032

MK033

MKO034

MK035

MK036

MK037

MK038

MK039

MKO040

MKO041

MK042

MK043

MEKO044

MKO045

MK46

MEK047

MKO048

MK049

MK050

MKO051

MKO052

MKO053

MKO054

MKO055

MK056

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"
F:GATGGAAAGGGCAGTGTCAT
R.GGGTTTTACGGTGGCATTAG
F:GCAGGAGAACTGATGGAAAAA
R.GATGGTGAAAGGATGGAAGC
F:AAAACCCCCTTGTCAGTGG
R.GGCGATGATGGAAGAAGAAG
F:CAAACCAACACCAATACACCA
R:CCACTACCAAAGGGACAAGG
F:CCACCCTGATTACTGAACAATG
R:GCAAGAGATGAAAATGCCAAC
F:ATCCTCGGCATCTTCTCAAG
RTGCTGTCTTTTCCCTTATCACA
F:GGCGACCTACCTTCCACTC
R:GCTTGATTTATTGGGGGATG
F.CTCTTTGGGCTAACGGACAT
RTTTCAACCCCTGGAAGGAC
F.CTTGGAAAAAGGAAGAGCAGAA
RTTGGCTGGAAGTGATGAAGA
F:AGAAGAAAGAAAGGAAACCCTACG
R:GGCTTGGAGCAAACACAGAC
F.TTGGGGTGTTGACTTTGGTT
R:.GAGGGCAAGCGTTCTCATC
F.-TACGCAAAACCACTCCAACA
R:CCAGAAAAGTAGCGGGATGA
F.TTCGCATTTCTATTCTCCTCCT
R:CCCCTCTCTCTCTCCCTCTC
F.TAAGACGATGCGAGGGTCA
R.GCTTGGGAGAGTCAGAAGGAG
F:AACAGGGTTTGGAGCAGTGA
R.GTTGACCGCAAGATGGAGAT
F:.CACTTGGGGATTGGTTCAA
R:CTGCTGTTGTTGGGTCTGAG
F:ATCAGCGAAGGTAGCCAATG
R:CAGCCACACCGTATTCTGG
F:.GTGTTCCATTTCTCCCAAGG

R AGGGCAGTCATAAGTTGAGGTC
F:GGTGTCATCGTCTCCATTTTG
R:AGCAGCGGTTCCTTCTTTCT
F.TTTGGGCTTTCTTTTCTCTCTC
R:AGACTTTGTGTCCCGCTCA
F.GTGTGTGTGCCCTGTGAGAT
R:CACTGCCCCTAAGAAGTTGC
F:CGTCCGCTTCAATCTGTTTT
R.GGTTCCTGGCTGGTCTTCTT
F:.CCTGATACACCCCGCAATAG
R:.CGTCAAAAAGGAAGGAGCAA
F:ACTAAAAGGTTCTCCCACGGTA
R TGATGTTGGCTTCAGAGGTG
F:CTCACCGTTACTCGCCTTG
R:CGGATTTTCCAACCCTGTT
F:GCTGACACGAAAGCACTCC
R:CGCCTTGGAAACTCTACCC
F:CGACCACACCCCTAAAGTAACA
R.TCTTCCTCAGCACTCCAAGG
F:GGGAAGAAGAGGAAGCAAGG
R.TAAGTTCGGGGTTCGGTTG

24

MOTIF
[TA]s

[TCA]y
[TeT::
[AAT];s
[AT]:5
[AT]s
[CAC]
[AT];s
[ATAC],,
[CATAL;
[ATGCCC],
[TAG],
[
[ATGTGA],
[TGGTGA],
[GAA]
[TATAT],
[TCA],;
[GAA],
[CT]s
[AG]x
[CCAAC],
[TGCTCC]s
[ATA] 4
[CAT]:s
[GAT],;
[AG]s

[ATGio



Cizelge 3.6’nin Devami

MARKIR
MKO057

MK058

MK059

MKoO60

MK061

MK062

MKO063

MKO64

MKO65

MK066

MKO067

MK068

MK069

MKO070

MK071

MK072

MK073

MKO074

MK075

MKO076

MKO77

MKO078

MK079

MKO080

MKO081

MKO082

MKO083

MKO084

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"
F.-TAAGTTCGGGTTCGGTTGG
R:.CACTGGGAGAAGAGGAAGCA
F:CCCCCTCAACCAAATGTAAA
RTCCTACTGTTTTTCCCCATAGC
FTGATGATGTTGGGTCTTITGG
R.GAAGGAGATGGGGAAGTGGT
F.GGGTGAGGGGGTAAGACAAT
RAGAAGAAAGAAGCACAGATGACG
F.CTCCATCTCTCTGCCCTCAA
R:CGAACTCAGGCTCAAACCAG
F:GGCTTCTTTCTTGCTGCTGT
R.GTTTCATCCCAGACCCAATC
F.TCGCTAACTCCATTTCTACTTTCC
R:CTCTCAAAACCACCCCAAGA
F.TCAGACCAAACCCTTCCTTTC
R:GCCAGTTGATTCCCTCTTGA
F:.CCCCACTCACTCCCTCTTC
R:GCAGGTCCGTAGCAGTTGA
F:GCAGTAGCCGATGGTGATG
R:CGATGCTTTCTTCCTTTGTCTC
F:AGAAAAACAGCGGCAACAAC
R:.CTTCGTCGTCCTCGTCATCT
F.-TAGATTTGTTGCGGGTGCT
R.TCTTCCTCTTCGCCTCCAT
F.GATTGGGGCATTCAAGGAG
R:CGCTGGAGGAGGGTGTAAC
F.GAGACGGTGGTGATGATGG
R:CCTTGTCAGTGTCCGAGTTG
F.CTGGAAGGAGCAGACACAGAG
RTGAATCCCAAAGCACGGTAT
F:CCTTCAAATCCCTTCGTCCT
R:GCCGACATTGCCTTCTTTT
F.GAGAGCAAAAGCACGAGACC
R:.CAGGGGTGACATAGGGTTCA
F:CCTTCCACTACTCCTCCCCTTA
R:GATTGAACCTGCGGCTGA
F:CCCCTTTTGCCTTTATTGCT
R:CACACACCACCTCCTTCCTT
F:CAAGCACCAACAGCACCA
R:AGAAGGAGATGGGGAAGTGG
F.TCAACACCCCATCCACTATG
R:.TCACACACGAAGTAAATCTCAGC
F:GGAGAGTGGGAAAAGAGCAG
R:AGAGAAAGGAGCGGACCAG
F:CCTGAAACCCAAAATGGTTATG
R:CAGGGGTGACATAGGGTTCA
F:CCTATAACAGCATCCCCGAAT
R:AGTATCGCTCATGCCTTGCT
F:CAGGTCTAAGATGTACCACAAGC
R:GAAAACAACTCTCTTCCCCATA
F:GAGACCTTCGTTCCCCAGAC

R TTCGGGGATGCTGTTATAGG
F.GTCCACTAAGCAGCAAAACTTG
R:.TCCATTCTCCAAGTACCTAGTATCG
F.TTGCAGCCCTTCTAGTCCTC
R:GGGTCAAAGGAAGTGAAACC

25

MOTIF
[TCA]o

[ACATAG],
[ACCCCA],
[CTG]ie
[ECILTT]s
[TET]:5
[CTly7
[CAGCAC];
[CCACCG],
[CAGCAA],
[GAG]y,
[GA]4
[ACCCCA],
[AAG]
[GAL
[CCGCCA]:
[TCAGGC]:
[CAACGC];
[TCLis
[CCCCAA],
[Tk
[GAT];;
[TCAGGC]:
[CAT]s
[CAG]q
[CAT];5
[TCAGGC],

[CCA]



Cizelge 3.6’nin Devami

MARKIR
MKO085

MK086

MKO087

MKO088

MKO089

MKO090

MKo091

MK092

MK093

MK094

MK095

MK096

MK097

MK098

MK099

MK100

MK101

MK102

MK103

MK104

MK105

MK106

MK107

MK108

MK109

MK110

MK111

MK112

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"
F:CAAACTCCCATCATCAGCAA
R.TCTTCTGCTGGTGCAATGAC
F:CCACCAGTTTGGTAGGTATGAAC
RTCAACAGTGCAAGGACTTCATC
F.-TGAAATCCCAGAGCTTTTTCTC
R.TGTTCTCATCGACCAATCCA
F.TTTCTTTGGTGGTGAAACTGG
RAGACCTTCGTTCCCCAGAC
F.CAATGTCCATCGCCACCT
R:GGGCGGAGAAGGTTAAAAAC
F:.CCTCCGAGGATTATGTTGGA
R:CGAATTCACAAATCCTTCACC
F:AGTCAGGCTCAGGCTCAGG
R:GCCTTGCTTCTCGCCATT
F:GCAATCACATTGATGCCAAC
R.CTCACTCGGTTAAGCTTCCAG
F:.CCCCCACATAAACCCTCCTA
RTTGAGGGATGAAGGAGTTGC
F:.GGGATTGGACACACAGCATC
R.TTCTGCTCTTCCTTTTTCCAA
F:AAACTGCAAACCCCACACTC
R.GGAGAGGCTATTCAGGGAGA
F.CAGCTGGCCTTCTCCGTA
R:AGGAGAAAGGGTCTCCGATG
F.TCGTGGGGAAGTACAGTGTG
R:GGAGGCGTTTCAAATGAGAG
F.TCACAAGAGGCTTTCAATGCT
RTTACACCTCCAGGCATCAAA
F:AGATTTGGGAATTAGCCAATTAGA
R.GCTTCCAAAATTGAGAAAGCTC
F:GACTCTTGGACTGAATATTGACAT
R.GAGTCACAAAAGCCCAAATT
F.TCATCATCATCCTCGTCTTGA
R.TTATGGCCCAATCCTCTCAC
F:CATCCCCACCCACATCTC

R TCCACTTGATGGGGTAGGAC
F.TGGGGAAGGACAAGCATAAG
R:ACCAGGATAGCCAGATGGTG
F.GTTTTGGATTGGGAAGGTCA
R:.TCACACTCTGTCTCTGGCTCTT
F:CAAAGATGCCGAAAGAGAGG
R:GTAAGATCGGCGGGTCATC
F:CACAAACGCTGTCACTACGAA
R.CGGGCAAGTTTAGGTCAAAG
F:AAGAAAGGCAAGCGTTCAAA
R:.CGATGGTCATCGTTTCCAC
F:GGCCGAGTTCAGATACAACAA
R.GCTGTTGGGAAGGATATACAGG
F:-TCCGATTCCCCCTTTCTAAC
R:CTGGAACTCGCCACCATAAT
F:ATGGGGGAGGAAGAGAAAAA
R:CGACGAACTTTACGAGCACA
F:ACGTGGACGAAGAACAGCA
R:GTGATTCTCGACCGCTTTTT
F-TGGAAGCTTCTCTTCTCTTTTGA
R:GCTTACTCAATCAAACAAATCCAA

26

MOTIF
[CAG]:,

[CAT]q
[CT]is
[CT]a
[CCA],
[GTTT],
[TCAGGC]5
[ACAT];,
[AC]
[ATAC],
[CTT]s
[CATA],
[GAAGGALL
[ATTT]s
[AC];
[TAAA]s
[EAT]s
[ACCCCA],
[GT]:s
[AGCG],
[Eea]
[CAC]y,
[CTTCCG]
[CAG]s
[EFT
[CAA]L
[AGG]10

[ATTTT],



Cizelge 3.6’nin Devami

MARKIR
MK113

MK114

MK115

MK116

MK117

MK118

MK119

MK120

MK121

MK122

MK123

MK124

MK125

MK126

MK127

MK128

MK129

MK130

MK131

MK132

MK133

MK134

MK135

MK136

MK137

MK138

MK139

MK140

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"
F:ACGGATTTTCCAACCCTGTT
R:CCTGACCTTGAATGGTGGTT
F:ATGGTCATTCCGATGCTGTT
R:CCAATGGTCCCTACATGACC
F:CCCGAGTTTCTCTATTTCTCAGG
R.TCCGCGAAGCTTCAACTAAC
F.CTCGGGAAATCAATTCGTTG
R:ACAAATTCCCATTAAGCAAACC
F:ACTCCAAAAACCCCCTCAAC
R:GGCGACTGCAAAGGAAATAC
F.TGGTAGGTAGAGCTTGTGGTTG
R.GGTTCAAGGTTTTGGATTCTTG
F:CCCCGACTCGCTATTACTCA
R:GGCGGCACCATATACATCTC
F:GGCCGTTCAAGCTCAGTATC
RTTGCGTTTGCAAAGAAAATG
F:-TATCCACCACCCAAGTCACC
R:GGCTCCTTTGTGGTTTAGGA
F:GCTTTGCCTCCTCATTACCA
RTTGGGTGGTGGATAAACTGG
F.TCTTCCTTCCCAACACAACA
RTTGGATGAACAAAACAGAGAGAA
F:AAAAACCCTTAAATCTCGTAAACA
R:CGATGTCGAGCTACCTTTCT
F:CCAACCCCTTCCCCTACTAA
R:ACTTGGGTGGAGGAGCGTA
F:ACCGTACCCGTGGCTCTTAT
R.TGTTGITGTGGGAGGCTTCT
F.GTTTAGATTATGGCATTACATAT
R:AAGGCTATATCTGACTTTGG
F.TCAAGGACTACCAGCAGCAG
R:CATTTGCACGCTGTTGATTC
F:GCTGATGCTGATTCCTCCAT
R.TGCCCTTCATCTCGTTTCTT
F:CTCACGGCTATCCACCATCT
R:ACCATGAGCACCGTGAGAC
F:CCATGCAAATCCATGCTAGA
RTTTCTTTGGTGGTGAAACTGG
F:AGCAAGGCATGAGCGATACT
R:GGTGGTACCTTCCCATGTTG
F:GGCCGTTCAAGCTCAGTATC
R:.TATAAACCCCTCCCCCTTGT
F:AAGCTAAGCCAAGAGCACCA
RTTCCGAGAAGGAATCCTCAA
F:CAACCAGACTTGCAGAGCAG
R:.GATTCTTGCTTCCGTCCAAA
F:AACATGTTTTCTCCGATCT
R:.CCGGGATACTCCTATATCTT
F:AAAATTGCCAAACAAAAGCTATG
R:CAATCGAACCACACCAAAAA
F.GGGTTAGCAGAAAAGGAGGAA
R-TGAAACTCCCACAAGGAAGC
F:GACCAAACCCTTCCTTTCAA
R:AGATTGTGGTAGCCCCAGTG
F:.CTGGCCGTCGTCCTTATTTA
R:TCTGACTGCTGCTCTCGATG

27

MOTIF
[ATC];,

[CTG]s
[CAT]4
[CAA]y
[CAA]
[CT]14[GT];
[CAT],
[TCT]5
[CCGCAT],
[CCGCATI;
[GGCl o
[TAls
[GAALL
[CAT].
[TA]is
[CAG]s
[CAA],
[TGlia
[TCAGGC],
[TCAGCC],
[TCT]s
[GAA],
[GAT]s
[TCli»
[CTT],
[TCAGCC];
[CAGCAC),

[GAGTTG],



Cizelge 3.6’nin Devami

MARKIR
MK141

MK142

MK143

MK144

MK145

MK146

MK147

MK148

MK149

MK150

MK151

MK152

MK153

MK154

MK155

MK156

MK157

MK158

MK159

MK160

MK161

MK162

MK163

MK164

MK165

MK166

MK167

MK168

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"

F.CCATTTCTACTTTCCATCAGATCC

R TCCTCTCCATTTTCGTTTGG
F:ACGACATGAGGGAAAGCAAT
R:TCACCTCAGCATCACTCGAC
F:CACAAAACCAATCACCACCA
R:CAAGGGAGAACTCGGAGAAA
FTCTTTGGCAATGGAAAACAA
R:CATGAAGCGAGACAAGACCA
FTTAGCTCACCGGCCTGAG
RITCAGGATCACCCTTTTCACC
F:ATGGAGGCTGCAAAGACTGT
R:CCACTCCGACTAAAAGATCAGC
FTCGTCTTCTTCTTCGTCTTCG
R:TCAGCCGCACATTAGGTAAA
F:CAGGAGGTGGTTACGGAGTC
RTTTTTCTCTTCAACAGCAGCA
F.CAAACCACCGGTTGTGAAG
R:GGTGGCTTGGGTGTATATGG
F:TACTATCCAATACCGCCGG
RTTGGTGGACTGGGGTAGACT
F.CCATATCACCCTAAACCACCA
R:GTATATGGCGGAGGCTTCAC
F:GAAGCCTCCGCCATATACAC
R:CCGGCGGTATTGGATAGTAA
F.GAGCACCATGATGAAGACCA
R:CGGAACTTCTCCATGAACC
F-TGTGGATATGGAGGACTTTG
R:GCTCTTCCATCTCACCATC
F.GAAATTGAAGGAAGCTCGTGA

RTTCAATCTCCTCTCATTCTCTTCTC
F:CACTCATTCTTTGTATCCATGTATTG

RIACATGTTTCTGAGGCCAACC
F:AACCCAAGGAATCGGAGAAG
RTTCGCCACCTCTCTAGGTACA
F:CTTCCAGTTCCACCATAGCC
RIACCAAATCCAGGTTCCACAG
FTTTGGGCTTTCTTTTCTCTCTC
RAGACTTTGTGTCCCGCTCA
F.GGGGTCTCGCTTCCCTTAT
R:GCACCAGCCTTTGACATTTT
FATCTCTTCCACCCCTTCCAC
RATCCACCCCCATTGTTCTTT
F:CAGGTCGGCTTCGTTCAG
R:GAGTGGTTCTCTGGGTTCTTTTT
F:GTTGAAAATGGCGTGCTTG
R:GACTCGTGCGGTGAAAATG
FTTTCCTCTCGCTTCCCTTATC
R:GGCAGACCCAGACAAAGTTC
FTCTCGTCTCTCCGATTTTGC
RAAGGGTTTTTCATCAGGGTTG
FAAAAACGAAGTTGGGAACAG
RIATGACAAAGAAGAGAGCGAAG
F.GCTATGGAGATGCGAAGCA
RTTGATGAGGGTCTGGGATTG
F:CTGTGTGGACTCTGGGGATAA
RTGCGAAGATTGGGAACAAG

28

MOTIF
[TClys

[GAA],

[GA]e

[TTCl;
[GTAGTGAGA],
[GTAGTGAGA],
[GA],

[TAC],

[CAC].

[CAC].

[CAC]4

[TCA];

[ACC];s

[TGALo

[AG];
[TTA],4[TAG]
[CTT]s

[ACT4

[T [TETeTT,
[GA]x

[TClas

[TG].s

[AT]s

[GAs

[AAG]y,

[ATAL;

[ATG];,

[CTT]:5



Cizelge 3.6’nin Devami

MARKIR
MK169

MK170

MK171

MK172

MK173

PRIMER SEKANS DIZisI (5'—3"
F:GCCGCCAGTGTTGTATGC
R.CGAGGAATGAAAGCGAGAAAG
F:ATCCGCCCACAAATAAAGC
R:.CATCGTGAGAGAAAGTGAAGGA
F:ATTACAGTGGATGTTCCTTG
R:.CTGCTTATGGGATGATGA
F:ATAGGGAAAAGGTAGGGATT
R:ACAAATGAACCAAGACGAG
F.GGGGTCCACAGATACAGG
R:GTCCAAAACTTGTCCCATTAG

MOTIF
[TCT];5

[TTC] .4
[ATGT]s
[CATAJs

[TATG],

Cizelge 3.7. Genomik Mikrosatellit primer ¢iftlerinin sekans dizilimleri ve motifleri

MARKIR
BNL341

BNL448

BNL542

BNL673

BNL1034

BNL1061

BNL1079

BNL1227

BNL1421

BNL1434

BNL1597

BNL1606

BNL1679

BNL1721

BNL2496

BNL2544

BNL2571

BNL2572

BNL3008

BNL3065

BNL3103

PRIMER SEKANS DIZISI (5'—3"
F:ACCTGGGGTACTTGTCCACA
R:CCATCCCATTTGTGATACCC
F:GCAGCTTGCTTTTCTGCTTC
R:ACGCAAGCTTGGTCAATACC
F.-TCGATCACATTTATAAGAACTATTGG
R TTCATTTTGAACATTCGCCA
F:ATAAGGGAGGTTGCAAGGGT

R: CTATTTATATGATTTTTATTTGTTTCATCC
F.TTGCTTTCAATGGAAAACCC
R:CGTCGCAAAGTTGAGAATCA
F:GCTTGTCATCTCCATTGCTG
R.TAGCCCGGTTCATGTTCTTC
F:.TCATACTCTTTCATCTAGCGCG
R:AAAGGAATCCAGGTGAGCCT
F:CATCAAGATCTATCTCTCTCTATACCG
R.TTTACCCTCCGATCTCAACG

F TGAAGATTTGGAGGCAATTG
R:GAAATCAAGCCTCAATTCGG
FAAATTCAAGAATCAAAAAACAACA
R.TTATGCCAAAGTATATGGAGTAACG
F:GGGCTTTCCGATACTGAACA
R:CCTGCAATAAGGCGTTCAAT
F:.CATGTAGGATGAGAGAGAGAGAGAGA
R:GGGGCTTTACGACATACCTG
F:AATTGAGTGATACTAGCATTTCAGC
R:AAAGGGATTTGCTGGCAGTA
F.TGTCGGAATCTTAAGACCGG
R:GCGCAGATCCTCTTACCAAA
FTCGAAATGAATTTAGATGACCA
R.TCCTTTTTTTTGTACTTCTCTTGC
F.GCCGAAACTAAAACGTCCAA
R.TCCTTACTCACTAAGCAGCCG
F.-TCGCTATCGCTCTGAAATCA
R:ATGCCACGGAATTAGCAAAC
F.GTCCTATTACTAAAATTGTTAATTTAGCC
R:CGATGTTAAATCAATCAGGTCA
F:ATCTCAGATTTAAACATATAATAGAGGG
R TAAAATGAAGGCCATCAGGC
F:CAAACGGGAGACCAAAAAAA
R:CGAACTGGCGAGTTAGTGCT
F:ACTTTGAGATATTGTTATTCTACCCG
R TCGAACAATTACGAATCAAATG

29

MOTIF
[GAl4

[CT]is

[TAL, [AGl:s
[AG]:s

[CTTis

[CALy,, [GT]y
[CA]y, [GT]yy
[AG] s
[AG]0, [AG]14
[AG]

[GA]:3

[AG]:s

[AG];
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Cizelge 3.7 nin Devami

MARKIR
BNL.3255

BNL.3408

BNL3411

BNL3415

BNL3442

BNL 3443

BNL3463

BNL3792

BNL3806

BNL3873

BNL3888

BNL3955

BNL3971

BNL.3988

BNL3995

BNL4030

BNL4041

BNL4082

CIR141

CMe3

CM66

MUSB0078

MUSB0312

TMB0154

TMB1277

PRIMER SEKANS DIZiSI (5'—3"
F:GACAGTCAAACAGAACAGATATGC
R TTACACGACTTGTTCCCACG
F:ATCCAAACCATTGCACCACT
R:GTGTACGTTGAGAAGTCATCTGC
F.TTTTACACTCTCTCTCCTGTCTCC
R:GTTTCCATTTGCGATGAGCT
F:GGCTTAATGACAATTATAGAACTTCC

RTAAATTGAAGTGTAGGAGTAAAGTAAATG

F:CATTAGCGGATTTGTCGTGA
R:AACGAACAAAGCAAAGCGAT
F:CTGTGGCTACTATAGCTTGATGC
R-TCAGACCCCACTCTCATTCC
F.GCACTCATTCAGTCAAGGCA
RTGCCAATGTGGCATCAAC
FTTCGAGATCCCCTGTTCTGA
R:CATATTCCAGTCAAACCAAACG
F.:GACAGGCCAGACCAGAACAT
RTCAAACAAAGCACATATATAATACACA
F:.CATGCCACGCTTTTGTITATG
RACAGAATGCGCCTAGTCACC
F.GCCCACTTTGCCTCTTACAG
RAGCTTTTCCCCTTTCACCAT
F-AGAGATGCAATGGGATCGAC
RATGTGATAATGCGGGGAATG
F:CACATATTTTTGCCTCACGC
RTGTGGACCCAAAAAGGAAGA
FAAAAAATTGGAATCTAATCGACA
R:GTGTTGATCTTTATATCTCTCTCTATTCG

FATATTTTATTCTTTTAATAGCTTTATTCCC

RITTGGAAAAACCCATGGTGAT
F.CCTCCCTCACTTAAGGTGCA
RATGTTGTAAGGGTGCAAGGC
FETTTTACGATGTTTCCTCGGG
RATAGCATACACAACAACATCAACC

F.GTAAAATGAAATAAAATAAAAGGAGAGA

RTTCAACACCGCCAAACATAA
F.CGCACAAGGAATAGAAG
R:ACCCAACATAAGGACTAAA
F:GTCTGCACTGCTCGGTTATGTGAG
R:GCAGAAAAGTGTTTAACTTGCGA
F:GGATACGTAGGCCTCCACATATTC
R:GCTGCCTGCTGTTGAATGCTG
F.CCCTCGAGACACCTAAGACC
R:GTGATGGTGGTAGTCATTTGG
F.CCTCCATTATCTTCTCCTTTTCC
RTCTTTCTTTTGTGCGTGTGG
FTGTCAAGTTCAAGGGCACAA
RTCCAAGTCCCACCATGAGTT
F:GCGAGAGGGAAGTTGTAATGTC
R:CCAACACACCAACACTCCAC
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3.5. Mikrosatellit ve CAPS-mikrosatellit markirlarmm belirlenmesi

Caligmada kromozom substitiisyon hatlarinda kullanilan olan mikrosatellit ve CAPS
markirlarin belirlenmesinde 4 kriter gdz ontinde bulundurulmugtur. Bu kriterler: 1)
hem TM-1 ve hem de Pima 3-79 DNA’larinda amplikon tiretmesi, 2) TM-1 ve Pima 3-
79 genomik DNA’larini en az 10 baz ¢ifti yoniinden ayirt etmesi (polimorfik olmasi),
3) tekrarlanabilir markir Oretmesi ve 4) kolay ve kesin olarak agaroz jelde

polimorfizmi ortaya koymasidir.

3.6. MK lokuslarmin kromozom lokasyonlarmin belirlenmesi

Caligmada kromozom lokasyonlar1 daha oOnceki c¢aligmalarla tespit edilmig
mikrosatellit markirlarindan yararlanilarak kromozom lokasyonlar1 bilinmeyen MK
primer ¢iftlerinin olugturduklart markirlarin kromozom lokasyonlart gu gekilde tespit
edilmigtir: TM-1 ve Pima 3-79 arasinda polimorfik sonu¢ veren MK lokusu ile
kromozom lokasyonu bilinen DNA markinnin aym amplifikasyon profiline sahip
olmast bu markirlarm ayni kromozom {izerinde olmasi prensibine dayandirilmigtir

(Karaca 2001).

3.7. CS-B hatlarmin degerlendirilmesi

Caligmada kullanilan kromozom substitiisyon hatlar1 (CS-B) tagidiklart Pima 3-79
yoninden aragtirilmig ve transfer edilen Pima 3-79 kromozomunu veya kollarim
tagityanlar markir destekli seleksiyon prensibi ile degerlendirilmistir. Ayn1 CS-B
hatlarmm  farkli  bireyleri  incelenmis ve fiziksel kanigimlar  yoniinden

degerlendirilmistir.

Fiziksel karigim olarak CS-B hatlarinda tohum karigikligi, tohumlarin yanlig
etiketlenmesi, yaprak oOmekleri toplamirken karigimin olabilmesi veva laboratuvar
ortaminda genomik DNA kanigimlan olarak belirtilmigtir. Genetik kanigiklik olarakta
CS-B hatlar1 olusturulurken sitogenetik analizlerde vanliy kromozom kolunun

belirlenmesi ya da translokasyonlarin olma ihtimalleri belirtilmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Substitiisyon Hatlarimin Y etistirilmesi ve Yaprak Ornek Setleri

Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Deneme Alanlarinda hatlar en az 10 bitki olacak
sekilde siralar halinde yetistinlmistir.  Bitkilerin  yetistinilmesinde  kiiltiirel
yontemlerden ¢apalama, sulama ve gibreleme islemleri yapiltmg, hastalik ve
zararhilara karst kimyasal miicadele edilmis ve saglikli bitkiler yetistirilmesine &zen

gosterilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. 2011 déneminde yetigtirilen substitiisyon, TM-1 ve Pima 3-79 hatlanmn
arazi kosullarinda gériiniisii

(alismada her bir hat i¢in 3 farkli 6rnek seti kullamlmstir. Bu érnek setlert
bulk ve teksel bitki érneklerinden olugmaktadir. Ilk 6rnek seti kromozom substitiisyon
hatlarimin 2007 yilinda tohum ¢ogaltmak amaci ile yapilan ¢alismalarda her bir hat i¢in
5-6 bitkinin yapraklarimin toplanmasi ile elde edilen bulk érnek setidir. Caligmada Set
1 olarak adlandinlmistir. Tkinei ve tigiineii drnek setleri ise 2011 yetistirme déneminde
elde edilmig tohumlarnn 2012 yilinda ekimlerinden elde edilen ve her bir hattin tek bir
bitkisinden toplanms olan Set 2 ve Set 3 yaprak érneklerinden olusturulmustur.

Deneme alamnda her bir hatth temsil edecek seckilde en az 10 bitk

yetigtirilmigtir. Her bir hat i¢in Set 1, Set 2 ve Set 3 olmak iizere saglikli olan bitkiden

steril kosullarda geng¢ yapraklar toplanmmsg, buz {izerinde laboratuvara transfer edilmig
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ve -20 °C de saklanmustir. 2011 yilinda arazi sartlarinda yetistirilen bitkilerden ileriki
denemelerde kullamlmak iizere ¢igek agmadan &nce ¢igekler kapatilarak olusan
kozalardan kendilenmis tohumlar elde edilmistir. Sekil 4.1°de 2012 déneminde Set 2
ve Set 3 drneklerinin toplandif bitkiler goriilmektedir.

Yoo 4, ¥ e

Sekil 4.2. 2012 déneminde yetigtirilen substitiisyon, TM-1 ve Pima 3-79 hatlanmn
arazi kosullarinda yetistirilmesi

4.2. DNA Ekstraksiyonu

(alismada kullamlan her bir érnek seti saglikli ve geng¢ yapraklardan olusturulmustur.
Pamuk bitkisinde yapilan DNA ekstraksiyonu ¢alismalarinda, yapraklarin alim
zamanmmn ve yaslanmn bilyilk énem tasidign stres kosullaninda olan yapraklarda
fenolik ve polisakkaritlerin fazlaliZimn arttifi bilinmekte ve bu nedenle ¢alismada
yapraklar sabah saatlerinde bitkilerin sicaklik stresinde olmadigi zamanlarda ve
sulamamn yapildi 2-3 giinlilk zaman déneminde toplanmustir (Karaca 2001).

Chaudhry vd (1999) pamuk gibi bitki tilrlerinde fotosentetik aktif dokularin
polisakkarit ve fenolik bilegikler tagidigim, bu bilesikler ekstraksiyon sirasinda okside
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oldugunu ve ekstraksiyonu engelledigini rapor etmigtir. Bu yilzden de bitki yapraklari
toplamrken &zellikle sabah giines hemen dogmadan énce ya da aksam giines battiktan

sonra toplanmustir.

Bitki yaprak dokulan laboratuvarda -196 °C sivi azot ile havan igerisinde toz
haline getirilene kadar ezilmistir (Sekil 4.3). Ezme isleminin ardindan dokulann
oksidasyona ugramamasi ve dokunun taze kalmasi i¢in érnekler DNA ekstraksiyon

islemlerine kadar -20 °C’lik derin dondurucuda saklanmstir.

DNA ekstraksiyonu i¢in 1 g doku &érnegi kullamlarak ekstraksiyon iglemleri
bazi modifikasyonlar yapilarak Karaca vd (2005)e gore gergeklestirilmistir. DNA
1zolasyon iglemlerinde kullamlan solilsyonlar yeni ve steril olarak hazirlanmms ve

kullamlmgtir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Yaprak dokularimin ezilmesi ve ekstraksiyon ¢dzeltilerinin hazirlanmasi

(Calismada her bir érnek seti i¢in (Set 1, Set 2 ve Set 3) farkli zamanlarda DNA
ekstraksiyon islemleri gerg¢eklestirilmigtir. Calismada toplam 55 adet &rnekten DNA
1zolasyonlan ger¢eklestirilmistir. Her bir substitilsyon hattindan 3 set DNA izolasyonu
yapilmis ancak TM-1 ve Pima 3-79 hatlanindan bulk (Set 1) ve teksel (Set 2) olmak
tizere 2 farkli DNA ormegi izole edilmistir. Izole edilen ve saflagtmlan DNA

drneklerinin kalite ve miktarlan belirlenmigtir.
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4.3. DNA Kalitesinin ve Miktarimin Belirlenmesi

Karaca vd (2005)’e¢ gére ekstraksiyonu tamamlanmus olan DNA’mn nuktar ve
kalitesim belirlemek i¢in yaygin olarak bilinen i1ki yoéntem kullamlmgtir. Bu
yontemlere ek olarak her bir dérnek seti (Set 1, Set 2 ve Set 3) PZR ¢aligmalarina
alinarak spektrofotometrik ve elektroforetik yontemleriyle teyit edilmigtir.

4.3.1. Spektrofotometre analizleri

Ekstraksiyonu tamamlanms olan DNA’mn miktar ve kalitesimin belirlenmesi igin
spektrofotometrik yéntemde 25 kat seyreltilmis olan toplam DNA’mn (niiklear,
mitokondri ve kloroplast DNA’s1) analizinde 200 nm ile 300 nm dalga boylarinda
tarama yapilmis ve Ajsq Age Ve Aggy degerlen tespit edilmistir. Ayrica her bir setten
secilen DNA &rnekleri 190-1100 nm dalga boylannda da taranmig ve 200-300 nm
disindaki dalga boylarinda tespit edilebilecek fitokimyasal wveya ekstraksiyon
¢Ozeltilerinin kalintilart olup olmadig arastirlmgtir (Sekil 4.4).

Spectrum Abs

300.0 nm 0.010
0.300 \
0.225 ,‘\ /_\
0.150
A N
0.075 3
0.000 \

200 220 240 260 280 300

Sekil 4.4. Ekstraksiyonu yapilan hatlanin 200-300 nm taramasi. Sekildeki Y eksemni
gbreceli absorban miktarimi X eksem ise dalga boylarim gdstermektedir

DNA miktarn ve konsantrasyonu, protein kalintisi, polisakkarit wvarhigi,
kimyasal kalinti olup olmadifi, DNA’ya bagl protein ve polisakkarit varligi Ince
(2010)’a goére degerlendirilmistir. Sekil 4.4’te ¢alismada kullamlan hatlardan birine ait
spektrofotometre taramasi gosterilmektedir. Kaliteli bir DNA’da 300 nm dalga
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boyunda dugtk absorbans goriiltirken 260 nm dalga boyunda yiiksek bir absorbans
degeri beklenmektedir.

DNA ile birlikte izole edilmig ve DNA’va baglh olan protein ve polisakkaritler
Polimeraz Zincir Reaksiyonlarmm (PZR) ve diger enzimsel reaksiyonlu caligmalan
olumsuz yonde etkiledigi i¢in kaliteli DNA min elde edilmesi bagarili bir ¢aligmanin 6n

kosullarindan biridir (Karaca vd 20035).

DNA miktarinin - bilinmesi aym zamanda PZR ¢aligmasmin  saglikl
yapilabilmesi ve dogru sonuglar alimabilmesi icinde son derece énemlidir. Bu nedenle
DNA ekstraksiyonu yapilan tim orneklerin DNA konsantrasyonlarim belirlemek igin
farkli dalga bovlarinda okumalar yapilmigtir. Kalintilarin varligi, oran hesaplamasiyla
ayirt edilebilir. Proteinler 280 nm’de absorblandi1 igin Ajgp/Ajge orani niikleik asitin

safligimi hesaplamak i¢in kullanilir.

Saf DNA vaklagik 1,8 degerini vermelidir. 230 nm’de gortlen absorbsivon,
ormegin karbonhidratlar, peptitler, fenoller veya aromatik bilegenler gibi maddelerle
kontaminasyonu gosterir. Saf drmeklerde Azgo/ Azzo orami yaklagik 2.2 olmalidir (Karaca

vd 2005).

Cizelge-4.1°de spektrofotometrik okumalarda Asgp/Asge okumalarinin her Gg
ornek seti igin ve ortalama degerleri de hesaplanarak gosterilmigtir. Asg0/Azso oraninin
1.8-1.91 arasinda oldugu ve ekstraksiyvonu vyapilmig olan genomik DNA’larmn
proteinlerden armdirildigini gostermigtir. Ayrica Asgo/Azzo okumalarinin da yaklagik
olarak 2 degerinde bulundugu ve bu da genomik DNA’nin polisakkarit, fenolik

bilesikler ve diger kalintilardan arindirilmig oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.1. Ekstraksiyonu yapilmig olan DNA nin Aase, Azeo Ve Aago absorbans okuma
degerleri ve ortalamalar

MATERYAL Axg Argo Ay Aseofam Assolag ng/ml.
TM-1 (Set 1) 0,084 0,160 0,090 1,78 1,90 400,0
TM-1 (Set 2) 0,164 0,321 0,173 1,86 1,96 802,5
TM-1 (Ortalama) 0,124 0,241 0,132 1,82 1,93 601,3
Pimna 3-79 (Set 1) 0,163 0,371 0,198 1,87 2,28 927.5
Pima 3-79 (Set 2) 0,134 0,270 0,148 1,82 2,01 675,0
Pima 3-79 (Ortalama) 0,149 0,321 0,173 1,85 2,15 801,3
BO1 (Set 1) 0,106 0,191 0,108 17 1,80 4775
BO1 (Set 2) 0,248 0,580 0,304 1,01 2,34 1450,0
BO1 (Set 3) 0,120 0,214 0,116 1,84 1,78 267,5
B01 (Ortalama) 0,158 0,328 0,176 1,84 1,97 731,7
B02 (Set 1) 0,169 0,351 0,193 1,82 2,08 877.5
B02 (Set 2) 0,261 0,625 0,331 1,89 2,30 1562,5
BO2 (Set 3) 0,125 0,224 0,120 1,87 1,79 280.0
B02 (Ortalama) 0,185 0,400 0,215 1,86 2,09 906,7
B04 (Set 1) 0,092 0,159 0,089 1,79 1,73 397.5
B04 (Set 2) 0,317 0,760 0,403 1,89 2,40 1900,0
B04 (Set 3) 0,096 0,172 0,002 1,87 1,79 215.0
B04 (Ortalama) 0,168 0,364 0,195 1,85 1,97 837,5
B05 Sh (Set 1) 0,110 0,203 0,116 1,75 1,85 507,5
BOS Sh (Set 2) 0,259 0,596 0,314 1,90 2,30 1490,0
BO5 Sh (Set 3) 0,096 0,173 0,093 1.86 1,80 216.3
B0S Sh (Ortalama) 0,155 0,324 0,174 1,84 1,98 737,9
B06 (Set 1) 0,068 0,121 0,065 1,86 1,78 302,5
BO6 (Set 2) 0,203 0,466 0,246 1.89 2,30 1165,0
BO6 (Set 3) 0,149 0,269 0,144 1,87 1,81 336.3
B06 (Ortalama) 0,140 0,285 0,152 1,87 1,9 601,3
BO7 (Set 1) 0,080 0,132 0,076 1,74 1,65 330,0
B07 (Set 2) 0,261 0,619 0,326 1,90 237 15475
BO7 (Set 3) 0,130 0,223 0,124 1.80 1,72 278 8
B07 (Ortalama) 0,157 0,325 0,175 1,81 1,91 718,8
B11 Sh(Set 1) 0,101 0,187 0,103 1,82 1,85 467,5
B11 Sh (Set 2) 0,187 0,445 0,236 1.89 2,38 11125
B11 Sh(Set 3) 0,148 0,268 0,143 1,87 1,81 335,0
B11 Sh (Ortalama) 0,145 0,300 0,161 1,86 2,01 638,3
B12 Sh(Set 1) 0,099 0,172 0,008 1,76 1,74 430,0
B12 Sh(Set 2) 0,288 0,697 0,368 1,89 2,42 17425
B12 Sh (Set 3) 0,142 0,257 0,138 1.86 1,81 30
B12 Sh (Ortalama) 0,176 0,375 0,201 1,84 1,99 831,3
B14Sh (Set 1) 0,063 0,120 0,064 1,88 1,90 300,0
B14 Sh(Set 2) 0,176 0,406 0,219 1,85 2,31 1015,0
B14 Sh (Set 3) 0,147 0,270 0,144 1,88 1,84 3375
B14 Sh (Ortalama) 0,129 0,265 0,142 1,87 2,02 550,8
B15 Sh (Set 1) 0,104 0,183 0,103 1,78 1,76 4575
B15 Sh(Set 2) 0,130 0,282 0,151 1,87 217 705,0
B15 Sh(Set 3) 0,095 0,160 0,086 1,86 1,68 200,0
B15 Sh (Ortalama) 0,110 0,208 0,113 1,83 1,87 454,2
B16 (Set 1) 0,068 0,112 0,060 1,87 1,65 280.0
B16 (Set 2) 0,168 0,368 0,196 1,88 2,19 920,0
B16 (Set 3) 0,132 0,242 0,129 1,88 1,83 302,5
B16 (Ortalama) 0,123 0,241 0,128 1,87 1,89 500,8
B17 (Set 1) 0,110 0213 0,115 1.85 1,04 532.5
B17 (Set 2) 0,142 0,288 0,154 1,87 2,03 720,0
B17 (Set 3) 0,130 0,251 0,134 1,87 1,03 3138
B17 (Ortalama) 0,127 0,251 0,134 1,87 1,97 522,1
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Cizelge 4.1. (Devam)

MATERYAL A ow A win Asps pg/mL
B18 (Set 1) 0,151 0,297 0,170 1,75 1,97 742,5
B18 (Set 2) 0,158 0,327 0,175 1,87 2,07 817.5
B1g (Set 3) 0,131 0,253 0,135 1,87 1,93 3163
B18 (Ortalama) 0,147 0,292 0,160 1,83 1,99 625,4
B22 Sh(Set 1) 0,082 0,145 0,084 1,73 i 362,5
B22 Sh (Set 2) 0,196 0,455 0,242 1.88 2,32 11375
B22 Sh (Set 3) 0,108 0,187 0,099 1.89 iz 2338
B22 Sh (Ortalama) 0,129 0,262 0,142 1,83 1,94 577,9
B22Lo (Set 1) 0,102 0,185 0,103 1.80 1,81 462,5
B22 Lo (Set 2) 0,208 0,457 0,243 1.88 2,20 1142,5
B22 Lo (Set 3) 0,095 0,168 0,090 1.87 I 210.0
B22 Lo (Ortalama) 0,135 0,270 0,145 1,85 1,93 605,0
B25 (Set 1) 0,103 0,172 0,004 1.83 1,67 430,0
B25 (Set 2) 0,167 0,328 0,176 1.86 1,96 820,0
B25 (Set 3) 0,159 0,310 0,166 1,87 1,95 3875
B25 (Ortalama) 0,143 0,270 0,145 1,85 1,86 5458
B26 Lo (Set 1) 0,107 0,203 0,108 1,88 1,90 507,5
B26 Lo (Set 2) 0,130 0,263 0,140 1.88 2,02 657,5
B26 Lo (Set 3) 0,131 0,243 0,130 1,87 1.85 3038

Caligmada kullanilan DNA o6rneklerinin spektrofotometrik analizlerde protein
ve polisakkaritlerden ari oldugu ve elde edilen DNA miktarinin ¢aligmanin
virtutilebilmesi igin yeterli oldugu tespit edilmigtir. Ancak spektrofotometrik yontem
elde edilen DNA molekalinin  kinlmis veya pargalanmig olmasmi  ortaya
koyamamakta ve aym zamanda RNA kalintisinin olup olmadigimi da tespit
edememektedir. Bu durumda elektroforetik yontemler devreye sokulmaktadir (Ince

2010).
4.3.2. Agaroz jel elektroforez analizleri

Elektroforetik yontem genomik DNA &rneklerinin molekiiler agirliklarini, biitiin veya
par¢alanmig olmalart ve¢ RNA kalintisinin olup olmadigini ortaya koymada kullanilan
vaygin bir yontemdir. Bu ¢aligmada substitiisyon hatlarina ait genomik DNA 6rnekleri
700 ng hazirlannis ve 1/6 drnek hacmi olacak gekilde 6X DNA yukleme ¢ozeltisi ile
kangtinlmigtir. DNA’nin kantite ve kalitesinin TRIS-Borik asit EDTA (TBE) agaroz
jel elektroforesiz yontemi ile belirlenmesi igin %]1°lik agaroz jel, 1X TBE ¢ozeltisi
kullanilarak hazirlanmigtir. Jel igerisinde 0,5 pg/mL konsantrasyonda olacak gekilde
etidium bromit ilave edilerek genomik DNA’min kalitesi tespit edilmigtir. Bazi

substitiisyon hatlarina ait genomik DNA agaroz jel elektroforez goérintiiler: sekil 4.5°te
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verilmistir. Sekilde goriildigii gibi substitiisyon hatlanna ait genomik DNA’min
RNA’dan, proteinlerden, polisakkaritlerden arindinlmistir ve hatlar yitkksek molekiiler
agirhiga sahiptir.

Sekil 4.5. Ekstraksiyonu tamamlanmmsg genomik DNA mn Agaroz jel elektroforez (AJE)
yontemiyle gériintilenmesi

PZR ¢aligsmalart DNA muktan yéniinden ¢ok az diizeyde DNA gerektirmesine
karsin kalite yoniinden daha hassastir (Karaca vd 2005). Bu nedenle PZR
¢alismalarinda kullanilan DNA’min saflifi ne kadar yiiksek ise yapilan ¢alismalann

dogru somuglara ulasilmasinda o kadar etkilidir.

PZR’de RNA’mn varlig1 genomik DNA miktannmn belirlenmesinde olumsuz
sonuglar dogurabilmekte, enzim aktivitesim etkileyebilmekte, kullamlacak primerlerin
veya primer ¢iftlerine baglanarak primerlerin baglanmasim engelleyebilmekte,
denatiirasyon ve renatilrasyonu da olumsuz etkileyebilmektedir. Aym sekilde protein
ve polisakkaritlerin de varligi primerlerin baglanmasim ve Tag DNA Polimeraz
enziminin aktivitesini engelleyebilmektedir (Ince 2010). Calismada kullamlan DNA
orneklen gerek spektrofotometrik dl¢tim degerlert (Azzg Aseg ve Asgy okuma degerler)
ve gerekse de agaroz jel elektroforez analizlen ile ortaya konuldugu iizere ve PZR ve
enzimsel bulgularla da desteklendigi {izere yitksek molekiller afrlikta, yeterli saflikta
ve miktarda oldugu enzimatik reaksiyonlarla da tespit ve teyit edilmistir.
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4.4. PZR Profillerinin Tespiti

Caligmada 225 primer ¢ifti iki farkli PZR profilinde (Profil A ve Profil B)’'de TM-1
hattinin genomik DNA’sindan 8,5 ul. kullanmilarak (10 ng/plL stoktan) hacmi 25 pl. ye
ayarlanmig reaksiyvonlarda 0,5 uM bir primer cifti, 12 mM Tris-HCI (pH 9.1), 60 mM
KCI, %0.012 Triton X-100, 0.28 mM her bir ANTP, 3 mM MgCl; ve 1 tinite Tag DNA

Polimeraz (Vivantis) enzimi kullanilarak PZR ¢aligmalar1 ger¢eklestirilmigtir.

PZR iglemlerinin ardindan DNA viikleme tamponu eklenen érekler %02 veya
%3 agaroz jele yuklenmis ve 1X TBE c¢ozeltisi kullanilarak 5V/em uygulanarak 5-9
saat stire ile elektroforez edilmigtir. Elektroforez islemi sonucunda ¢aligmada
kullanilan 11 primer ¢iftinin (MK primer giftleri) PZR B profili, geri kalan primer
ciftlerinin ise PZR A profilinde kullanilmasi gerektigi saptanmigtir. Caligmada PZR
profili A’da ¢oklu amplikon veren 11 primer ¢ifti PZR profili B’de kullanilmasgtir.

4.5. Polimorfik Mikrosatellit ve CAPS-mikrosatellit L.okuslarin Tespiti

Caligmada kullanilan primer ¢iftlerinin PZR profilleri ve amplifikasyon yeteneklerinin
saptanmasinin ardindan primer ¢iftleri tespit edilen uygun PZR profilinde TM-1 ve
Pima 3-79 hatlarina ait genomik DNA kaliplar1 kullanilarak polimorfizm yoniinden
caligilmigtir. Tarama ¢aligmalarinda TM-1 ve Pima 3-79°a ait Set 1 (bulk) ve Set 2
(teksel) ommekler birlikte kullanilarak genomik DNA  o6rnekleri lokus igerikleri
yontinden kargilagtinldiginda TM-1 hattinin bulk ve teksel ornekleri arasinda bir kag
lokuslar da bulunan bazi alleller arasinda farkliligin oldugu tespit edilmigtir. TM-1
hatt1 kirkin tizerinde kendileme yapilmasina ragmen Sekil 4.6°da gosterildigi tizere
BNL1721 primer ¢ifti ile TM-1 hattinin bulk ve teksel olarak toplanmis 6rneklerinde
DNA’da farklihik saptanmugtir. Caligmada sayisi fazla olmamakla birlikte TM-1
hattindan ¢lde edilen DNA 6rnekleri arasindaki farkliligin ortava konulmasi nedeniyle
bulk orneklerinden c¢lde edilen TM-1 lokuslar1 kromozom substitiisyon hatlarinin
teyidinde kullanilmigtir. Kromozom substitisyon hatlarinin tespitinde ve teyidinde
TM-1 lokuslart onemlilik goéstermemektedir. Ayrica caligmanin diger kisimlarinda
kromozom substitiisyon hatlarinin Pima 3-79 kromozomu diginda bazi lokuslar

acisindan TM-1 hattindan farkli olduklar da tespit edilmistir.
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BNL1434 BNL2544 CM63 BNL673 BNL1721 BNL2496

Sekil 4.6. Baz1 primer ¢iftlerinin TM-1 ve Pima 3-79 hatlaninda hem bulk (Set 1) hem
de teksel (Set 2) genomik DNA Orneklerin BNL1434, BNL2544, CM63,
BNL0673, BNL1721 ve BNL2496 primer ¢iftleri ile taranmast. Ik kuyucuk
DNA bilyiiklitk markirlarim géstermektedir

(Calismada kullamlan &zellikle EST tabanli MK lokuslarinda bir kisim
substitiisyon hatlan ile TM-1 arasinda farkli amplikon tiretmiglerdir (Sekil 4.7). Stelly
vd (2005) daha onceki g¢alismalaninda substitisyon hatlanmn TM-1 ile genetik
benzerlik gésteren bir hattan olusturuldugunu rapor etmistir. Bu ¢alismada kullanilan
MK lokuslarimn bir kismi TM-1 hatti ile bu hatta izogenik hat olan ve kromozom
substitiisyon hatlarinda alic1 genom olarak kullamlan hatti ayirt edebilmektedir. Bu tiir
farkliilk MK079, MK088, MK 130 ve MK131 (Sekil Ek-72, Sekil Ek-73, Sekil Ek-77)
primer ¢iftler1 ile elde edilen lokuslarla ortaya konulabilmigtir.

16 17 18 19

Sekil 4.7. MK082 lokusu ile érneklerin taranmasi. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-B01, 4:
CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8 CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10:
CS-B12Sh, 11: CS-B148h, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-
B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo hatlarina ait
genomik DNA &rneklerinin amplifikasyonu

Yapilan ¢alismada Pima 3-79 hattinin farkli bireylerinden elde edilen DNA
Ornekleri arasinda hi¢ bir farklihk tespit edilememistir. Bu durum kromozom

substitiisyon hatlarimn teyidinde Pima 3-79 lokuslarimin ve bu lokuslarda bulunan
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allellerin kullanilabilirligini ortaya koymasi bakimindan énemlidir. Caligmada ayrica
CS-B hatlan arasinda Pima 3-79 genomik farkliligi disinda hi¢ bir farklilik tespit
edilememigtir. Bu durum CS-B hatlarinin birbirleri arasinda genetiksel olarak homojen
oldugu ve farkliliklarmin ise Pima 3-79 genom etkisinden kaynaklandigim teyit
etmigtir (Stelly vd 2005). Ancak bu bilgiler kromozom substitiisyon hatlarinin
birbirleri ile karigmig veya ilgili Pima 3-79 kromozomunun varlig1 veya translokasyon
sonucu diger kromozomlarla rekombinasyona ugrayip ugramadigi konusunda bilgi

vermemektedir.

4.5.1. Mikrosatellit lokuslarmm analizleri

Caligmada 39 BNL, 1 CIR, 2 CM, 6 MGAES, 173 MK, 2 MUSB ve 2 TMB olmak
tizere toplamda 225 primer ¢ifti TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda mikrosatellit markirlar
igin taranmugtir. Mikrosatellit teknigi kullanilarak 225 primer ¢ifti ile yapilan taramalar
sonucunda 25 lokus nul, 78 lokus monomorfik ve 122 lokus ise polimorfik amplikon
olugturdugu tespit edilmigtir. TM-1 ve Pima 3-79 arasinda polimorfik sonug¢ veren 122
lokustan 84 lokus galigmada kullanilan 4 kriteri gdstermesi nedeni ile segilmistir. Bu
kriterler lokuslarin TM-1 ve Pima 3-79 genomik DNA’larimi gogaltabilme, TM-1 ve
Pima 3-79 genomik DNA’larmi en az 10 baz c¢ifti yoniinden ayirt etme,
tekrarlanabilirlik ve kolay-kesin olarak polimorfizm ortaya koymalandir. Sekil 4.8°de
TM-1 ve Pima 3-79%a ait genomik ornekleri toplam 12 lokus yoniinden taranmasi
gosterilmektedir. 1 ve 2 nolu kuyucuklarda bulunan MKO049 ve 19 ile 20 nolu
kuyucuklarda bulunan MKO058 lokuslart nul, 3 ve 4 nolu kuyucuklardaki MKO050
lokusunun etkin sonu¢ vermedigi 20 ve 21 nolu kuyucuklarda MKO059 lokusunun
monomorfik sonug verdigi ve ayrica 13 - 18 kuyucuklarda bulanan MK035, MK056 ve
MEKO057 lokuslarinin polimorfik sonug¢ vermelerine ragmen ¢aligmada kullanilan
polimorfizm kriterlerinden bir veya birkagina uymamig olmasi nedeni ile kromozom
substitisyon hatlarmin teyit calismalarinda kullamilmamigtir. Caligmada Sekil 4.8°de

gosterildigi tizere bu gekilde 225 primer ¢ifti degerlendirilmigtir.
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MK49 MK50 MK51 MK52 MKS3 MK54 MKSS MKS56 MKS57 MK58 MKS9 MK60
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Sekil 4.8. TM-1 ve Pima 3-79 hatlarimn farkli MK lokuslar ile taranmasi

o oD g W0 200 bp

4.5.2. CAPS-mikrosatellit lokuslarimin analizleri

CAPS-mikrosatellit analizleri i¢in MK primer ¢iftleri ile taranan TM-1 ve Pima 3-79
hatlart arasinda monomorfik amplikon olusturan, 500 baz ¢iftinden bilyilk amplikon
olusturan MKO011, MK048, MK070, MK095, MK098, MKI101, MK105, MK114,
MKI158, MKI159 ve MKI173 lokuslan kullamlmistir. PZR firlinleri 16 farkli

restriksiyon endoniikleaz enzimi ile taranmustir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. MK lokuslanimin farkli restriksiyvon enzimleri ile kesilmesi sonucu
monomorfik ve polimorfik amplikonlarin olusmasinin tablo olarak
gdsterimi

MK PRIMER CIFTLERI
Fnzim/ MK MK MK MK MK MK MK MK MK MK MK
Primer 011 048 070 095 098 101 105 114 158 159 173

P P

o

HinfI M P M P
Clal
Rsal P P
EcoRV _
HaelllT - P
Hind I |
Ecorl = | - - _ - | - | M -
Adt 1T . - - . . - - - - - M
Vspl
HpaIl
BamH 1 _ _
mmer | - | - | M | - | - | - [ - M
. Tagl P
Dral | P M M
NotT P
Neol

M
M

P P P

222 &

M
M

EEE
9
o

=
2lzi=i=l=]

g &

22

=S

2 E &8
229

o=

(-1 kesim bélgesinin olmadif1, IM: kesim bélgesinin oldugu ama monomorfik bant verdigi, P: kesim bélgesinin
oldugu ve polimorfik bant ol dugunu gosterir)
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CAPS-mikrosatellit analizleri i¢in kullamlan restriksiyon enzimleri ve MK
lokuslanindan polimorfik ve monomorfik amplikon olusturanlar Cizelge 4.2°de
gosterilmistir. CAPS-mikrosatellit analizleri i¢in kullamilan her bir primer ¢ifti Cizelge
4.2°de verilen enzimlerle énce TM-1 ve Pima 3-79 arasinda taranmistir. Tarama
¢alismalarinda 11 primer ¢iftinin dokuzunun polimorfik sonug¢ verdigi belirlenmig ve

polimorfik olarak bulunan amplikonlar substitiisyon hatlarinda kullamlmustir.

Haelll
MKIlI MK43 MK70 MK95 MK98 MKI0Ol MKI105 MK114 MKI58 MKI159 MKI173

'”ﬂi -

Sekil 4.9. Hae 111 restriksiyon enziminin CAPS-mikrosatellit analizi i¢in se¢ilen
lokuslann taranmasi

TM-1 ve Pima 3-79°a ait genomik DNA Omekleri gemik ve genomik
mikrosatellit markirlart ve CAPS-mukrosatellit markirlan ile tarandifinda Cizelge
4.3’1in incelenmesi ile gorillecedi lizere 39 adet genomik, 44 adet genik ve 9 adet

polimorfik CAPS-mikrosatellit lokusu segilmigtir.

(Calismada kullamlan lokuslanin biiyilk ¢ogunlu gemik lokus olmalart CS-B
hatlarnmin  fonksiyonel genom bdlgeleri yoniinden tarandigi ve karsilastinldig

anlammna gelmektedir.
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Cizelge 4.3. Kromozom substitiisyon hatlariin teyidinde kullanilan lokuslar

PZR PROFIL A PZR PROFIL B
Genomik mikrosatellit lokuslarn Genik mikrosatellit lokuslarn CAPS-mikrosatellit lokuslar:

BNL0341 BNL3442 MGAES-106 MEKO065 MEKO11
BNL0448 BNL3443 MKO007 MKO068 MK048
BNL0542 BNL3463 MKO017 MK072 MEKO070
BNL0O673 BNL3792 MKO019 MKO073 MKO095
BNL1061 BNL3806 MKO027 MKO079 MK101
BNL1079 BNL3873 MEKO033 MKO082 MKI105
BNL1434 BNL3888 MKO035 MKO88 MK158
BNL1597 BNL3955 MEKO037 MKO093 MK159
BNL1606 BNL3971 MEKO039 MKI107 MK173
BNL1679 BNL3995 MK040 MK108
BNL1721 BNL4030 MKO041 MK130
BNL2496 BNL4041 MKO043 MK131
BNL2544 BNL4082 MKO044 MKI138
BNL2571 CIR141 MEKO046 MK139
BNL2572 CM63 MKO051 MK143
BNL3065 CM66 MKO052 MK147
BNL3103 MUSB0312 MKO053 MK 56
BNL3255 TMBO154 MKO054 MK157
BNL3408 TMB1277 MEKO060 MKI160
BNL3415 MKO61 MK168

MKO062 MK169

MEKO064 MKI170

4.6. Kromozom Substitiisyon Hatlarimin Tespiti ve Teyit Edilmesi

Mikrosatellit analizleri i¢in taramasit yapilan primer c¢iftinden 39 genomik ve 44 genik
lokusun TM-1 ve Pima 3-79 hatlar1 arasmnda polimorfik oldugu ve 9 CAPS-
mikrosatellit lokusunun substitiisyon hatlarinin  tespiti ve teyidi ¢aligmalarinda
kullanilabilecegi belirlenmistir. Ancak 44 genik lokusun ikisi diginda geri kalanlarinin
kromozom lokasyonu énceki galigmalarla ortaya konmamistir. Bu durum caligmada
toplam 41 lokusun substitiisyon hatlarmin tespiti ve teyidi i¢in kullanilabilecegini
gostermektedir. Caligmada kromozom substitlisyon hatlarmin teghisinde kullanilan

lokuslar ve ait olduklar1 A/D alt genomlan Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelgenin (Cizelge 4.4) incelenmesi ile anlagilacagl tizere toplam 41 lokustan
16 adedi pamuk genomunun A alt genomunda olup 1 - 13 kromozomlar Gizerinde ver
alirken geri kalan 25 lokus D alt genomunda ver alarak 14 - 26 kromozomlar
tizerindedir. Allotetraploid pamuk tiirlerinde haploid kromozom sayist 26 olup
caligmada kullanilan CS-B hatlarindan CS-B03, CS-B08, CS-B09, CS-B10, CS-B13,
CS-B19, CS-B20, CS-B21, CS-B23 ve CS-B24 bulunmamaktadir.
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Cizelge 4. 4. Caligmada kullanilan kromozom spesifik lokuslar

Lokus CS-B Adi Alt Genomu | Lokus CS-B Adi Alt Genomu
BNL1061 C8-B-17 D BNL3806 C8-B-25 D
BNL1079 CS-B-18 D BNL3873 CS-B-22Lo D
BNL1434 CS-B-02 A BNL3888 CS-B-01 A
BNL1597 CS8-B-07 A BNL3955 CS8-B-17 D
BNL1606 C8-B-17 D BNL3971 CS8-B-02 D
BNL1679 CS-B-128h A BNL3995 CS8-B-055h A
BNL1721 CS-B-18 D BNL4030 CS-B-22Sh D
BNL2496 CS-B-17 D BNL4041 CS-B-12Sh A
BNL2544 CS8-B-18 D BNL4082 CS8-B-158H D
BNL2571 CS-B-18 D BNL448 C8-B-225h D
BNL2572 CS-B-04 A BNL542 CS-B-05Sh A
BNL3065 CS-B-16 D CIR141 C8-B-07 A
BNIL3103 CS8-B-25 D CMo63 CS-B-18 D
BNL3255 CS8-B-04 A CMo66 C8-B-16 D
BNL3408 CS-B-17 D MGAES-10 CS-B-155h D
BNL341 CS-B-26Lo D MGAES-106 CS-B-26Lo D
BNL3415 CS8-B-07 A BNL673 CS-B-228h D
BNL3442 CS-B11Sh A

BNL3443 CS-B-14Sh D MUSB312 CS-B-05Sh A
BNL3463 CS8-B-225h D TMBI1277 CS-B-06 A
BNL3792 CS8-B-02 A TMB154 CS8-B-06 A

Caligmada Cizelge 4.4’te gosterilen lokuslarin her biri 17 CS-B hatt1, TM-1 ve
Pima 3-79 genomik DNA o6rnekleri tizerinde taranmigtir. Tarama iglemlerinde Set 1
omekleri Cizelge 4.4°te verilen 6rneklerde kullanilmigken, Set 2 ve Set 3 6rnekleri
seg¢ilen bazi lokuslarda kullanilmigtir. Teyit islemlerinde ise teyit edilecek hattin Set 1,
Set 2 ve Set 3 drnekleri ile TM-1 ve Pima 3-79 genomik DNA ornekler kullanilmagtar.
Bu yaklagimla bir taraftan kullanilacak olan kimyasal ve emek etkin kullanilmig diger
taraftan da setler arasinda var olabilecek genomik farklilik daha kolay ortaya

konulabilmigtir.

4.6.1. SUB01’in belirlenmesi

SUBO1’in (CS-B01) belirlenmesi i¢in daha énceki literattr taramalarinda elde edilen
bilgiler dogrultusunda Gutierrez vd (2009) gére BNL.3888 ve BNIL.1421 primer ¢ifti ile
olusan lokuslarin allotetraploid pamuklarda birinci kromozom tizerinde oldugu ve bu
lokuslardaki allellerin G. Airsutum L. ile G. barbadense L. arasmda polimorfik oldugu
bilinmektedir. Bu ¢aligma da bu lokuslarda bulunan allellerin G. Airsutum L. ile G.

barbadense 1.."nin teghisinde kullanilabilecegi teyit edilmistir.
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Yapilan analiz sonuglarinda Sekil 4.10°da verilmistir. Sekilde gériildiigii gibi
CS-B01 hatti ile Pima 3-79 aym profile sahip iken diger biitiin hatlann farkh profillere
sahip oldugu ve BNL3888 lokusunun 1 nolu kromozom iizerinde oldugu tespit
edilmistir. Sekilde 1 nolu kuyucukta TM-1, 2 nolu kuyucukta Pima 3-79, 3 nolu
kuyucukta CS-BO1, 4 nolu kuyucukta CS-B02, 5 nolu kuyucukta CS-B04, 6 nolu
kuyucukta CS-B05Sh, 7 nolu kuyucukta CS-B06, 8 nolu kuyucukta CS-B07, 9 nolu
kuyucukta CS-B11Sh, 10 nolu kuyucukta CS-B128h, 11 nolu kuyucukta CS-B148h,
12 nolu kuyucukta CS-B15Sh, 13 nolu kuyucukta CS-B16, 14 nolu kuyucukta CS-
B17, 15 nolu kuyucukta CS-B18, 16 nolu kuyucukta CS-B228Sh, 17 nolu kuyucukta
CS-B22Lo, 18 nolu kuyucukta CS-B25, 19 nolu kuyucukta CS-B26Lo ve son
kuyucukta DNA biyiiklitk markar1 gésterilmektedir. Calismada BNL3888 lokusunu bir
nolu kromozom fizerinde teyit edilmesi {izerine CS-B01 hatttmn daha fazla lokus
kullamlarak teyit edilmesinin gereksiz oldugu kabul edilmistir.

6 17 18 19

Sekil 4.10. BNL3888 lokusu ile CS-B01 hattimn tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3. CS-
BO1, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-
B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14:
CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS8-
B26Lo hatlarina ait genomk DNA &rneklerinin amplifikasyon tiriinleni ile
son olarak DNA bilyiikliik markin bulunmaktadir

4.6.2. SUB02’nin belirlenmesi

SUB02’in (CS-B02) belirlenmesi i¢in daha énceki literatiir taramalanndan Gutierrez
vd (2009) ve CMD kaynaklarina gére BNL1434 ve BNL3971 lokuslarimn 2 nolu
kromozom fizerinde bulundugu ve bu lokuslardaki allellerin G. Airsutum L. ile G.
barbadense L. arasinda polimorfik oldugu bilinmektedir. Caligsmada bu durum teyit
edilmis ve BNL1434 lokusunun iki nolu kromozom tarafindan tagindign saptanmustir
(Sekil 4.11).

A7



Sekil 4.11. BNL1434 lokusu ile CS-B02 hattimn tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-
BOI1, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-
B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14:
CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: C8-
B26Lo. Ik kuyucuk DNA bityiiklitk markirim gostermektedir

4.6.3. SUB04'iin belirlenmesi

Buyyarapu vd (2011) gére BNL3255, BNL2572, MGAES-83 ve BNL3988
lokuslanindaki allellerin G. Airsutum L. ve G. barbadense 1.. arasinda polimorfik
oldugu bildirilmektedir. Yapilan analiz sonuglaninda Sekil 4.12°de BNL2572
lokusunun 4 nolu kromozom tizerinde bulundugu ve CS-B04 hathmn teshisinde
kullamlabilecedi tespit edilmistir. BNL2572 lokusunu dért nolu kromozom iizerinde
gézlemlendidi i¢in ve daha 6nceki haritalama ¢alismalarinda bu lokusun dért nolu

kromozom fizerinde oldugu rapor edildiginden dolayr diger lokuslar substitiisyon
hatlarinda kullamlmammusgtir.

Sekil 4.12. BNL2572 lokusu ile CS-B04 hattimn tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-
BO1, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-
B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14:
CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: C8-
B26Lo. Son kuyucuk DNA bityiiklitkk markirim géstermektedir
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4.6.4. SUB05Sh’nin belirlenmesi

Gutierrez vd (2009) BNL3995, BNL0542 ve MUSB0312 nolu lokuslarin allotetraploid
pamuklarin 5 nolu kromozomu iizerinde bulundugunu rapor etmislerdir. Bu bilgiler
1s181inda SUBOSSh’nin (CS-B05Sh) tespit edilebilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada
SUB0S5Sh’nin tespiti igin yapilan analizlerde basan saglanamamistr. Omegin Sekil
4.13’te MUSB0312 lokusunun 5 nolu kromozomda varligina rastlanmamustir. Ayrica
yapilan ¢alismalarda BNL0542 ve BNL3995 lokuslan da kullamlarak SUBQ5Sh hatt
teyit edilememistir. Ancak Saha vd (2012a) yaptiklan analizler sonucu SUB0OS5SSh nin
varligina rastlanmadigim rapor etmislerdir, bu bulgu bizim sonuglarimmzla uyumludur.
Bu durum CS8-B hatlarindan CS-B05Sh’nin yeniden olugturulmas:1 gerektigini
gostermektedir. Daha 6nce birimimizde yapilan ¢alismalarda CS-B05Sh hattimin diger
hatlardan farkli olarak daha o6nce ¢igeklendigi tespit edilmistir (M. Karaca, kisisel
goriismeler). Bu durum birimde bulunan CS-B05Sh tohumlarimn yetigtirilerek elde
edilen bireylerin analiz edilerek CS-B0O5Sh hattmin  belirlenmesi  gerektigini

goOstermektedir.

Sekil 4.13. MUSB0312 lokusu ile CS-B05Sh hattimin tespit edilememesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8:
CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B128Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B158h, 13:
CS-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: C8-B228h, 17: CS-B22Lo, 18: CS-
B25, 19: CS-B26Lo. 11k kuyucuk DNA bityiiklitk markirim géstermektedir

4.6.5. SUB06’nin belirlenmesi

SUB06 nmin (CS-B06) belirlenmesinde CMD verilerine gére MUSB0O078, TMB1277 ve
TMBO0154 lokuslan rapor edilmistir. Ancak bu ¢alismada MUSBO0078 lokusu allelleri
G. hirsutum L. ve G. barbadense L. ayirt edememustir. Yapilan analizlerde TMB1277
(Sekil 4.14) ve TMB154 lokuslarn ile de SUBQ6 teyit edilememisgtir.
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Sekil 4.14. TMB1277 lokusu 1le CS-B06 hattinin tespit edilememesi. 1: TM-1, 2: Pima
3-79, 3: CS-BO1, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-
B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13:
CS-Ble, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA bilyilkklik markirim
gostermektedir

4.6.6. SUB07’nin belirlenmesi

SUB07'nin (CS-B07) belirlenmesinde Gutierrez (2009) ve CMD verilerine gére
BNL3415, BNL1597 ve CIR141 Ilokuslanimin allotetraploid pamugun vyedinci
kromozomu iizerinde bulundugu rapor edilmistir. Ancak yapilan analiz sonuglarinda
CIR141 ve BNL3415 lokuslan ¢aligmada kullamlan SUBO7 nin {izerinde bulunmadigi
tespit edilmistir. Ancak Sekil 4.15°te gosterildigi tizere BNL1597 lokusu SUB158h’de
(CS-B158h) tizerinde bulundugu saptanmstir.

Sekil 4.15. BNL1597 lokusu ile CS-B07 hatti yerine CS-B15Sh hattimin tespiti. 1:
TM-1, 2: Pima 3-79, 3. CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B0O5Sh, 7:
CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12:
CS-B158h, 13: CS-Ble, 14: CS-B17, 15 CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17:
CS-B22Lo, 18 CS-B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA biyiiklik
markinm géstermektedir

4.6.7. SUB11Sh’nin belirlenmesi

SUBI11Sh’mn (CSB-11Sh) teyit edilmesi i¢in Gutierrez vd (2009) ve Buyyarapu vd
(2011) BNL3411, BNL3442, BNL1034, MGAES-64 ve MGAES-78 lokuslanimn

pamugun 11 nolu kromozom {izerinde oldugu bilgisinden vararlamlmistir. Sekil
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4.16’da BNL3442 lokusu kullamlarak SUBI11Sh teyit edilebildigi gd&sterilmistir.
SUBI11Sh’nin teyidi yapildig i¢in BNL3411, BNL1034, MGAES-64 ve MGAES-78
lokuslan ¢aligmada kullamlmanustir.

Sekil 4.16. BNL3442 lokusu ile CS-B11Sh hattimin tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3:
CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9:
CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14:
CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-
B26Lo. Ik kuyucuk DNA biiyiiklitkk markirim gdstermektedir

4.6.8. SUB12Sh’nin belirlenmesi

SUB12Sh’mn (CS-B128Sh) teyit edilmesi i¢in yapilan kaynak taramalarinda polimorfik
ve TM-1 ve Pima 3-79 hatlan arasinda en az 10 baz ¢ifi fark olan lokus BNL4041
oldugunu Gutierrez vd (2009) raporunda tespit etmistir. Yapilan analiz sonuglarinda
Sekil 4.17°de SUB12S8h’nin teyit edilemedii gézlemlenmistir.

Sekil 4.17. BNL4041 lokusu ile CS-B12Sh hattimin tespit edilememesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: C8-B04, 6: CS-B05Sh, 7. CS-B06,
8: C8-B07, 9: CS-B118Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS8-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA bilyilkklik markirim
gostermektedir
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4.6.9. SUB14Sh’nin belirlenmesi

SUBI14Sh’nmn (CS-B14Sh) teyit edilmesinde literatiir taramalarinda Gutierrez vd
(2009) tarafindan rapor edilen BNL3443 lokusundan vyararlamlmistir. Yapilan
calismalarda Sekil 4.18°de gosterildigi tizere BNL3443 lokusu ile SUBI14Sh hatti
tespit edilebilmistir.

el L L. " T T L

Sekil 4.18. BNL3443 lokusu ile CS-B14Sh hattimin tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3:
CS-BO1, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9
CS-B118h, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B148Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-B16,
14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19:
CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA bityiikliik markirim gostermektedir

4.6.10. SUB15Sh’nin belirlenmesi

SUB15Sh’nin (CS-B15Sh) tespiti i¢gin Gutierrez vd (2009) ve Buyyarapu vd (2011)
tarafindan pamukta 15 nolu kromozom {izerinde oldugu belirtilen BNL4082 ve
MGAES-10 lokuslar1 kullamlmmstir. Calismada Sekil 4.19°da gosterildigi tizere
BNL4082 lokusunun SUB15Sh hattimn tespitinde kullamlabilecedi belirlenmistir.
MAGES-10 lokusunun CS-B158h izerinde olup olmadigimn saptanmasi i¢in yapilan
¢alismada 1lging olarak bu lokusun ¢alismada kullamlan CS-B25 hattinda bulundugu
ortaya konulmustur. Sekil Ek-33’te gdsterildigi {izere MGAES-10 lokusunun CS-B
hatlanmn teshisinde etkin olarak kullamlamayacag bu galismada tespit edilmigstir.
MAGES-10 lokusuna ait G. Airsusion L. allelleri Pima 3-79 allellerinden daha zawf
amplikon olusturmakta ve bu durum da MAGES-10 lokusunun CS-B hatlarimn
teshisinde kullammim simrlandirmaktadar.

52



12 13 4 15 16 17 18 19

Sekil 4.19. BNL4082 lokusu ile CS-B15Sh hattimn tespit edilememesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3. CS-B0O1, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06,
8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B228Sh, 17: C8-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: (CS8-B26Lo. Son kuyucuk DNA biyilkklik markirim
goOstermektedir

4.6.11. SUB16’nmn belirlenmesi

Yapilan literatir ve CMD kaynak taramalarinda BNL3008 ve CM66 lokuslarimn
pamuk kromozomlarindan 16 nolu kromozomun iizerinde bulunduklan tespit
edilmistir. Calismada Sekil 4.20°de gosterildigi tizere CM66 lokusun SUB16 (CS-B16)
hattimn tespitinde kullamlabilecegi tespit edilmistir. Ilgili sekilde gériilecegi iizere
CM66 lokusunda Pima 3-79 genomunda 1ki farkli allelin bulundugu gérillmekte olup
bu allellerden biiyilk olamin CS-B16 hattimn teshisinde kullamilabilecegi belirlenmustir.
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Sekil 4.20. CM66 lokusu ile CS-B16 hattimin tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-
BO1, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-
B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14:
CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS8-
B26Lo. Ik kuyucuk DNA bityiiklitk markirim gostermektedir

4.6.12. SUB17'nin belirlenmesi

SUB17'nin (CS-B17) belirlenmesinde yapilan literatiir taramalannda CMD ve
Gutierrez vd (2009) tarafindan BNL1606, BNL1061, BNL3955, BNL3408 ve
BNL2496 lokuslanmin allotetraploid pamuklarda 17 nolu kromozom iizerinde
bulundugu rapor edilmigtir. Sekil 4.21°de BNL3955 lokusunun CS-B17 nin tespitinde
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kullamlabilecedi gdésterilmektedir. Sekilde Set 1 drnekleri kullamlarak olusturulmus
alleller gosterilmektedir. Kuyucuk 2 ve 4 de gériilen ancak 14 nolu kuyucukta
bulunmayan allel ¢alismada spesifik olmayan allel olarak tamnmmg ve analize dahil

edilmemisgtir.
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Sekil 4.21. BNL3955 lokusu ile CS-B17 hattimn tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-
BO1, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-
B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-Bl6, 14:
CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: C8-
B26Lo. Ik kuyucuk DNA bityiiklilk markirim gostermektedir

4.6.13. SUB18’in belirlenmesi

SUB18’in (CS-B18) tevit edilmesinde yapilan literatiir ve CMD kaynak taramalarinda
ve Gutierrez vd (2009) verilerinde BNL2571, BNL1079, BNL2544, CM63 ve
BNL1721 lokuslarimn Gossypium barbadense’nin 18 nolu kromozomu iizerinde
oldugu rapor edilmistir. CM63 lokusunun substitiisyon hatlannmn bulk ile Sekil 4.22°de
gosterildigi tizere hem kromozom 18 iizerinde (CS-B18) hem de kromozom 2 (CS-
B02) f{izerinde oldugu saptanmustic. CS-B hatlan BNL2544 lokusu yoniinden
tarandiginda bu lokusun da 1ki farkli kromozom iizerinde bulundugu saptanmistir. Bu
kromozomlar CM63 lokusunun bulundugu kromozomlar olan 18 wve 2 nolu

kromozomlardir (Sekil 4.22).

(alismada elde edilen verilere gére CM63 ve BNL2544 (Sekil 4.23) lokuslan
pamuk genomunda iki farklh kromozom iizerinde oldugu saptanmustir. Ancak bu
lokuslann Set 1, Set 2 ve Set 3 genomuik DNA &rnekleri fizerinde tarandiginda CS-B02
tizerinde bulundugu biitiin taramalarda teyit edilememistir. Bu durum CS-B02 bitki
hatlart arasinda CS-B18 genomik DNA karisimu veya bitki karnsimm olabilecegim

goOstermektedir.
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Sekil 4.22. CM63 lokusu ile CS-B02 ve CS-BI18 hattimin tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-
79, 3: CS-B01, 4. CS-B02, 5. CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-
B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS8-
Bl16, 14. CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: C8-B22Lo, 18: CS8-
B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA bityiiklitk markinm géstermektedir
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Sekil 4.23. BNL2544 lokusu ile CS-B02 ve CS-B18 hattimin tespiti. 1: TM-1, 2: Pima
3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-
B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13:
CS-Ble6, 14: CS-B17, 15 CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA bilyilklik markirim
gostermektedir

4.6.14. SUB22Sh’nin belirlenmesi

SUB22Sh’mn (CS-B22Sh) tespitinde kullamilacak lokuslarin belirlenmesi 1¢in yapilan
literatiir taramalarinda ve CMD kaynak arastirmalarinda BNL0448, BNL0673,
BNL3463, BNL4030 lokuslarimin allotetraploid pamuklarin 22 nolu kromozomu
iizerinde bulundugu belirlenmustir (Karaca 2001). Calismada BNL0448, BNL0673 ve
BNL4030 lokuslarimn CS-B228h olarak etiketlenmis olan hattinda bulunmadig1 ancak
CS-B25 olarak adlandirilan hatti iizerinde bulundugu tespit edilmigtir. Sekil 4.24°de
BNL0448 ve Sekil 4.25°de BNL4030 lokuslarinin ilging bir gekilde CS-B25 hatlarinda
bulundugu gosterilmektedir.
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Sekil 4.24. BNL0448 lokusunun CS-B22Sh yerine CS-B25 hattinda bulunmasi. 1:
TM-1, 2: Pima 3-79, 3. CS-B01, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6. CS-B05Sh, 7:
CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12:
CS-B158Sh, 13: CS-Ble, 14: CS-B17, 15 CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17:
CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA biyiiklik
markinm géstermektedir
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Sekil 4.25. BNL4030 lokusunun CS-B22Sh yerine CS-B25 hattinda bulunmasi. 1:
TM-1, 2: Pima 3-79, 3. CS-B01, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7:
CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12:
CS-B158Sh, 13: CS-Ble, 14: CS-B17, 15 CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17:
CS-B22Lo, 18 CS-B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA biiyiiklik
markinm géstermektedir

4.6.15. SUB22Lo’nun belirlenmesi

SUB22Lo’nun (CS-B22Lo) teyit ve tespit edilmesi i¢in yapilan literatir ve CMD
kaynak taramalarinda BNL3873 lokusunun kullamlabilecegi belirlenmistir. Yapilan
¢alismada BNL3873 lokusunun substitiisyon hatlar tizerinde Sekil 4.26°da gdsterildigi
gibi bu lokusun allotetraploid pamuklarin 22 nolu kromozomu iizerinde oldugu ancak
kromozom kollan ag¢isindan hem CS-B22Sh hem de CS-B22Lo iizerinde aym
amplikonlan olusturdugu gézlemlenmistir.

Bu durum ¢alismada kullamlan CS-B22S8h ve CS-B22Lo hatlaninda veya DNA
drneklerinde kangim olabilecegi dilsiincesine neden olmaktadir. Bu durumu test etmek
amaci ile ¢alismamn ilerleyen dénemlerinde baz1 ek ¢alismalar gergeklestirilmis olup

bu duruma daha ileriki béliimlerde degimlmistir.
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Sekil 4.26. BNL3873 lokusunun CS-B228h ve CS-B22Lo tizerinde tespiti. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3. CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06,
8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B128h, 11: CS-B148Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. 1k kuyucuk DNA biyiklik markirim
gostermektedir

4.6.16. SUB25’in belirlenmesi

SUB25’in (CS-B25) teyit edilmesi i¢in yapilan literatiir taramalannda ve CMD kaynak
arastirmasinda BNL3806 ve BNL3103 lokuslarimin 25 nolu kromozom iizerinde
oldugu belirlenmistir. Calismada BNL3103 ve BNL3806 lokuslarimin CS-B25 hattimn
teshisinde kullamilamayacag bu lokuslarin pamuk kromozomlarindan 25 nolu
kromozom {izerinde bulunmadig veya ¢alismada kullamlan CS-B22 hattinda genetik
veya fiziksel bir kansim durumunun séz komusu olabilecedi Sngdrillmiistiir. Sekil
4.27de substitiisyon hatlan iizerinde yapilan taramada BNL3806 lokusunun amplikon
profili gosterilmistir. Ilgili sekilde gériilecedi tizere BNL3806 lokusu Pima 3-79 hatti
kesin olarak tespit ederken her hangi bir CS-B hattimi teshis edememektedir.
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Sekil 4.27. BNL3806 lokusu ile CS-B25 hattimin tespit edilememesi. 1: TM-1, 2: Pima
3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-
B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-
B16, 14. CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: C8-B22Lo, 18: CS8-
B25, 19 (C8-B26Lo. Son kuyucuk DNA biyiklik markirim
gostermektedir
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4.6.17. SUB26L.o’nun belirlenmesi

SUB26Lo nun (CS-B26Lo) teyit edilmesi i¢in yapilan literatiir taramalarinda ve CMD
kaynak arastirmalannda BNL0341, BNLI277 ve MGAES-106 lokuslarinin
allotetraploid pamuk genomlarimn 26 nolu kromozomu {izerinde oldugu belirlenmistir.
Bu c¢alismada Sekil 4.28de gésterildigi iizere BNL0341 lokusumun kromozom
substitisyon hatlanindan hem CS-B07 hem de CS-B26Lo {izerinde amplikon
olusturdugu gozlemlenmistir.

(alismada ayrica MAGES-106 lokusunun literatiir ve CMD kaynaklarinda
belirtildigi gibi allotetraploid pamuk genomunda 26 nolu kromozom iizerinde
bulundugu tespit edilmigtir (Sekil 4.29).

Sekil 4.28. BNL0341 lokusu ile CS-B07 ve CS-B26Lo hatlarimn tespit edilmesi. 1:
TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7:
CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B118h, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-
B15Sh, 13: CS-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B228h, 17: CS-
B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA bityiiklitk markirim
gostermektedir
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Sekil 4.29. MGAES-106 lokusu ile CS-B26Lo hattimn tespit edilmesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3: CS-BO1, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06,
8: CS-B07, 9: CS-B118h, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B158h,
13: CS8-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. ik kuyucuk DNA biyiikliikk markirim
gOstermektedir
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4.17. Kromozom substitiisyon hatlarimin degerlendirilmesi

Bu ¢aligmada literatiir ve CMD kaynak bilgilerinin kullamimi ile bir taraftan her bir
CS-B hattinin tespit edilmesinin yam sira birimde bulunan CS-B hatlan igerisinde
herhangi bir genetik ve fiziksek karigimin var olup olmadifinin tespiti de

amaglanmigtir.

Caligmanin bir taraftan daha once yapilan ¢aligmalarda elde edilen bilgilerin
kullanilmasi vonii ile dnceki galigmalara bagli olmasi diger taraftan da birimde bulunan
CS-B hatlarmin genetik igerigi ve ¢aligma sirasinda onlenememisg hatalart kapsama
ihtimali bulunmaktadir. Bu baglamda 1) daha 6nce bagka bilim ¢evreleri tarafindan
ortaya atilan bulgularda hata bulunmasi, 2) caligmada kullanilan CS-B hatlarinin
genetik  degigsmelere  ugramig olmasi  (mutasyon, translokasyon, somatik
translokasyon), 3) CS-B hatlarinda fiziksel karisimlarin  bulunabilmesi ve 4)
laboratuvar ¢aligmalarinda hatanin bulunmasi gibi konularin titizlikle goz ontinde

bulundurulmasi gerekmektedir.

Ilgili literatir kaynaklari tarandifinda ¢aliymada kullanilan lokuslarin
kromozom lokasyonlari, allel sayilar1 ve allel boylar1 arasinda bazi farkliliklar
bulundugu bilinmektedir. Bu durum baz1 farkhiliklarin  6zellikle caligmalarin
analizlerinde kullanilan allel ayrim tekniklerinden kaynaklandigmi gostermektedir.
Ornegin baz1 ¢aligmalarda kapiler elektroforez (KE) teknigi kullanirlarken bazilarinda
poliakrilamid jel elektroforez (PAGE) veya agaroz jel elektroforez (AJE) ayristirma
teknikleri kullanilmig, bu nedenle literatiirler arasinda allel sayisi ve buyukligi

bakimindan farklilik géralmektedir.

Caligmada kullanilan CS-B hatlarmin 3 farkli yetigme déneminde incelenmesi
ile TM-1 ve Pima 3-79 arasinda belirgin farkliliklarin bulundugu TM-1 hattinin daha
fazla koza verimine sahip oldugu ancak bazi TM-1 bitkileri arasinda ¢igitte hav
olusum yoniinden bazi farkliliklarin oldugu morfolojik olarak saptanmigtir. TM-1
bitkilerinden elde edilen DNA profilleri arasinda az da olsa farkliliklarin oldugu bu

¢aligma kapsaminda saptanmastir.
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Pima 3-79 hattinin bitki morfolojisi ve genetik yonden farkli olmadig yine
morfolojik ve genetik caligmalar ile belirlenmigtir. Diger taraftan ¢i¢eklenme
donemleri yoniinden TM-1 ile Pima 3-79 arasinda 15-20 glinltk bir fark gorilmuigtir.
CS-B hatlar1 morfolojik yonden incelendiginde CS-BO5Sh hattimin diger CS-B
hatlarma gore daha erken ve daha fazla cigek actigi gozlenmigtir. CS-B16 hattinin
yvaprak rengi voniinden diger hatlara oranla biraz daha acik yesil renkli oldugu
gozlenmigtir. Ayrica CS-B16 hattinda bazi bitkilerde belirgin olarak ¢i¢eklerin mum
agama doneminde digicik tepesinin digarida oldugu gézlenmigtir. CS-B11Sh hattinin
ozellikle olgun yaprak vyizeyinin genigligi diger substitisyon hatlarindan ve

ebeveynlerinden daha fazla oldugu yine morfolojik gbézlemlerde belirlenmigtir.

Caligmada TM-1, Pima 3-79 ve 17 CS-B hattindan farkli yetigtirme doneminde
toplu yaprak ornekleri ve son yetigtirme doneminde ise teksel olarak iki farkli yaprak
ormnekleri toplanmis ve analiz edilerek TM-1, Pima 3-79 ve CS-B hatlarinda bulunan
bitkiler genetiksel yonden aragtirilmigtir. Aragtirma sonuglarina gére Pima 3-79 hattina
ait bitkilerin genetik agidan aym oldugu ve bu hatta 6zgii markirlarin CS-B hatlarinimn

teghisinde kullanilabilecedi belirlenmistir.

CS-B0O1 hatt1 literatir ve CMD kaynak verileri dogrultusunda teyit edilmig
olmasima ragmen bazi CS-BO1 hatt1 bitkilerinin CS-B07 ve CS-B26Lo lokuslarini da
icerdigi gozlenmigtir. Bu durum CS-BO1 hatti icerisinde diger hatlardan (CS-B0O7 ve
CS-B261.0) bitki materyali karnigimimin bulunabilecegi veva diger CS-B hatlarinda
beklenen lokuslarm CS-B01 hattinda da oldugu, mayoz veya mitoz bdliinme sirasinda
translokasyonlardan  kaynaklanan genetik durumun  bulunabilecegi  geklinde
yorumlanmugtir. Sekil 4.30°da BNL0341 lokusu yoniinden CS-BO1 hatti bitkileri
arasinda tespit edilen translokasyon veya genetik karisim gosterilmektedir. BNT.O341
lokusu daha 6nceki vapilan galigmalarda allotetraploid pamuk genomunun 26 nolu
kromozom tzerinde oldugu saptanmigtir. Bu galigmada ise BNL0341 lokusunun 26
nolu kromozomda bulundugu teyit edilmesine ragmen 7. kromozomda ve hatta 1.
kromozomda da bulunabilecegi gozlenmistir (Sekil 4.31 ve Cizelge 4.5). Ancak bu

durumun ileriki ¢aligmalarla tevit ve tespit edilmesi gerekmektedir.
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CS8-B02 hattinin genetik yonden bir kansim igermedigi (Sekil 4.30) bu
calismada tespit edilmistir. CMD kaynaklarinda BNL1434 lokusunun CS-B02 hattimn
teshisinde kullanabilecedi rapor edilmis ve yapilan analiz sonuglarinda BNL1434
lokusunun Set 1, Set 2 ve Set 3 yaprak &rneklerinden elde edilen genomik DNA
kullamldiginda CS-B02 hathmin tespit edildigim ve BNL1434 ve BNL3971
lokuslanimn CS-B02 hattmn tespitinde kullamlabilecegi saptanmustir (Cizelge 4.5).
Ancak birimimizde bulunan CS-B02 hattina fiziksel olarak dier hatlardan karisim
olabilecedi ve bu nedenle ileriki ¢aligmalarda CS-B02 hattimn &nce bu ¢alismada
belirlenen lokuslar kullamlarak teyit edildikten sonra kullamlmasimin gerektigi

belirlenmuisgtir.

B0l BNL341 B02 BNL1434 B04 BNL2572 BO5Sh BNL542

Sekil 4.30. CS-B hatlanmin elde edilen bulk ve teksel &rneklerin genomlarinin
BNL0341, BNL1434, BNL2572 ve BNL0542 Ilokuslar1 yoniinden
karsilastinlmasi. Kuyucuklar 1: Pima 3-79, 2: Set 1, 3: Set 2, 4: Set 3. Ilk
kuyucuk DNA bityiiklitk markirini igermektedir

CS-B04 hattina ait bitkiler arasinda genetik ve fiziksel karigimmn var olmadigi
(Cizelge 4.5) ancak literatiirde belirtildigi tizere BNL3255 lokusunun ¢alismaya dahil
edilen CS-B04 bitkileri fizerinde bulunmadig1 tespit edilmistir. Diger bazi CS-B04
hatlart iizerinde bulunabilecegi ancak BNL2572 lokusunun CS-B04 hathmn baz
bireylerinde bulundugu ve bu lokusun CS-B04 hattimin teshisinde kullamlabilecegi
saptanmstir (Cizelge 4.5).
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Sekil 4.31. BNL0O341 lokusunun 3 farklh CS-B hattinda tespiti. 1: TM-1, 2: Pima 3-79,
3: CS-BO1, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7. CS-B06, 8: CS-B07,
9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B148Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-B16,
14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19:
CS-B26Lo. 11k kuyucuk DNA bityiiklitkk markirim géstermektedir

CS-B0O5Sh hattina ait bitkiler arasinda herhangi bir genetik veya fiziksel
kansimun bulunmadigr (Sekil 4.32) ancak literatiirde verilen MUSB0312 lokusunun
CS-B05Sh’mn tespit edilemeyecedi (Cizelge 4.5) belirlenmistir.

BO5SSh BNL3995 B06 MUSB0078 B07 BNL341  B07 _BNL1597

200 bp

100 bp

Sekil 4.32. CS-B hatlannmin elde edilen bulk ve teksel &rneklerin genomlarinin
BNL3955, MUSB0078, BNL0341 wve BNLI1517 lokuslan ile
karsilastinlmasi. Kuyucuklar 1: Pima 3-79, 2: Set 1, 3: Set 2, 4: Set 3. Ilk
kuyucuk DNA bityiiklitk markirin igermektedir

CS-B06 hatt bitkileri arasinda herhangi bir fiziksel veya genetik karisim
saptanamamasina ragmen literatiir verilerinde &ngérilen TMB1277 ve TMBO0154
lokuslant ag¢isindan teyit edilememistir (Sekil 4.32). Ancak c¢aligmanin ileriki alt
béliimiinde verildigi iizere CS-B06 hattm teshis edebilecek yemn MK lokuslan

saptanabilmistir.
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CS-B07 hatti bitkileri arasinda yine genetik veya fiziksel bir karigim
belirlenmemig ancak literatiir verilerinde belirtilen lokuslarin varligi saptanamamagtir.
Diger taraftan 26 nolu kromozom Uzerinde bulunan BNL0341 lokusunun CS-B07
hattinin her 3 set érneginde de bulundugu bu galigma ile ortaya konulmug (Cizelge 4.5)
ve fiziksel-genetik karigim ya da translokasyon olabilecegi tahmin edilmektedir. Ancak
bu durumun kesin olarak agiklanabilmesi i¢in daha fazla markirin kullanilmas:
gerektigi sonucuna varilmistir. Literatirde CS-B07 hattinin teghisi i¢in rapor edilen
BNIL1597 lokusu substitiisyon hatlarinda taranmasi ile CS-B15Sh’de Pima 3-79 alleli
olugturdugu goézlemlenmiy ve Sekil 4.33’te her t¢ set orekte de bu durum
gozlemlendigi icin CS-B13Sh olarak etiketlenmig hattin CS-B0O7 olabilecegi

ongorulmigtir.

CS-B11Sh hattina ait bitkiler arasinda herhangi bir genetik ve fiziksel karigimm
bulunmadigr (Sekil 4.33), literatiirde verilen BN1.3442 lokusunun Set 1, Set 2 ve Set 3

ornek setlerinde tespit edildigi saptanmagtar.

CS-B12Sh hattina ait bitkiler arasinda genetiksel ve fiziksel karigim tespit
edilmemis (Sekil 4.33) ancak literatiir verileri dogrultusunda BN1.4041 ve BNL.1679

lokusu ile yapilan ¢aligmalarda bu hattin teshisi yapilamamigtir.

CS-B14Sh hatti bitkilerinin genetik veya fiziksel agidan karigim igermedigi
(Sekil 4.33) tespit edilmistir. Literatiirde rapor edilen BNIL.3443 lokusu CS-B14Sh
hattinin 3 set dmeginde de kullanilarak bu hattin teshisi yapilmigtir.

CS-B15Sh hatt1 igerisinde incelenen bitkiler arasinda herhangi bir genetik ve
fiziksel kangikligin bulunmadigi (Sekil 4.33 ve Sekil 4.34) tespit edilmis olmasina
karsin literatirde verilen BNL4082 lokusunun CS-B15Sh hattini teshis edemedigi

gozlemlenmigtir.
CS-B16 hatt1 igerisinde incelenen bitkiler arasinda herhangi bir genetik ve

fiziksel karigikligin bulunmadigr tespit edilmistir (Sekil 4.34). Caligmada CS-B16
hattinin CM66 ve BNL3065 lokuslart kullanilarak tespit edilebilecegi belirlenmigtir.
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CM66 lokusu CS-B16 hattmn 3 set érneginde de aym sonucu vermesine kargin
BNL3065 lokusu Set 1 émeginde CS-B02 ve CS-B16 arasinda fiziksel yada genetik
bir karigikligin (Sekil Ek-35) olabilecegini gosterirken Set 2 &rneginde (Sekil Ek-34)
sadece CS-B16 lizerinde bulundugu gézlemlenmistir.

B11Sh_BNL3442 BI12Sh BNL4041 Bl14Sh_BNL3443 BI15Sh_BNLI1597

Sekil 4.33. CS-B hatlanmin elde edilen bulk ve teksel &rneklerin genomlarinin
BNL3442, BNL4041, BNL3434 wve BNL1597 lokuslarn ile
karsilastirlmasi. Kuyucuklar 1: Pima 3-79, 2: Set 1, 3: Set 2, 4: Set 3. Ilk
kuyucuk DNA bityiiklitk markirim igermektedir

B13Sh_BNLA082 Bl16_CM66 B17_BNL3953 BI8_CM63

Sekil 4.34. CS-B hatlanmin elde edilen bulk ve teksel &rneklerin genomlarinin
BNL4082, CMo66, BNL3955 ve CM63 lokuslan ile kargilastirilmasi.
Kuyucuklar 1: Pima 3-79, 2: Set 1, 3: Set 2, 4: Set 3. Ilk kuyucuk DNA
bityiiklitkk markirim igermektedir

CS-B17 hattina ait baz1 bitkilerde genetik veya fiziksel karigimmn varlign tespit
edilmistir. Literatiir taramalannda ve CMD kaynaklarinda BNL1061, BNL1606,
BNL2496, BNL3408 ve BNL3955 Ilokuslarimn CS-B17 hattimn tespitinde
kullamlabilecedi rapor edilmistir. Ancak substitiisyon hatlan tizerinde yapilan
taramalar somucunda bu lokuslann bir kistm CS-B17 hattt bireylerimin tespitim
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yaparken diger bir kismu ile tespit edilememistir. Ornegin Sekil 4.35’te gosterildigi
tzere BNLI1061 Ilokusu set orneklerinin bir kismunda CS-B17 hattimi  tespit

edememistir.

ey 40 15 16 17 18 19

ﬂth-!!t-

Sekil 4.35. BNL1061 lokusu ile CS-B17 Set 2°de tespit edilememsi. 1: TM-1, 2: Pima
3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: C5-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B00, 8: CS-
B07,9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-
B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B225h, 17: CS-B221.0, 18: CS-
B25, 19: CS-B26Lo. 11k kuyucuk DNA biytklik markirim géstermektedir

Diger taraftan literatiirde verilen BNL3955 lokusu set érneklerinde hem CS-
B17 hem de CS-B18 hatlarinda tespit edilmugtir (Sekil 4.36). Ancak BNL1079 ve
BNIL2571 lokuslart ile CS-B18 hattt bireylerinin bir kisnu teshis edilememigtir.

Sekil 4.36. BNL3955 lokusu ile CS-B17 ve CS-B18 hatlarinin tespiti. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B0O5Sh, 7: CS-B06,
8: C8-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA buytklik markinim
gostermektedir

CS-B18 hattina ait bazi bitkilerin CS-B17 ve CS-B02 hattt bireylerinin fiziksel
karigim 1gerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.37). CMD kaynaklarinda CM63 lokusunun
CS-B18 hattinin tespitinde kullanilabilecegi rapor edilmistir. Substitiisyon hatlarinin
her Gi¢ set DNA o6rmekleri kullamildiginda CM63 lokusu sadece Set 1 drneginde CS-
B02 ve CS-B18 hatlarim teshis etmugtir. Diger taraftan farkli setler kullanildiginda
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BNL2544 ve CM63 lokusu yoniinden CS-B18 hatti sadece Set 1 &rnedinde teshis
edilmis olup Set 2 ve Set 3 érneklerinde teshis edilememistir (Sekil 4.38).

B18_BNL3935 B22Sh_BNL3873 B22Sh_BNL3463 B22Lo_BNL3873

100 bp

Sekil 4.37. CS-B hatlarimin elde edilen bulk wve teksel orneklerin genomlarimn
BNL3955, BNL3873, BNL3463 ve BNL3873 lokuslan ile
karsilastinlmasi. Kuyucuklar 1: Pima 3-79, 2: Set 1, 3: Set 2, 4: Set 3. Ik
kuyucuk DNA bityiiklitkk markirin igermektedir

Sekil 4.38. BNL2544 lokusu ile CS-B18 hattinin Set 2°de tespit edilememesi. 1: TM-
1, 2: Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-
B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B148Sh, 12: CS-
B15Sh, 13: CS-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-
B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA biyukliik
markinm géstermektedir

(Calismada elde edilen veriler 1s1&inda CSB-228h hatti i¢in literatiir bilgilerine
goére kullamilan lokuslar CS-B25 olarak etiketlenmis olan hatti teshis etmistir. Bu
durum BNL0448, BNL0673 ve BNL4030 lokuslann kullamlarak CS-B25 olarak
etiketlenmig olan hattin CS-B22Sh oldugunu géstererek CS-B22Sh hattimn teghisi
yapilmistir. BNL0O673 lokusuna ait allellerin aym zamanda CS-B02 hattina ait baz
bireylerde gériilmesi iizerinde CS-B02 hathmin bazi bireylerinde CS-B22Sh ile
karismus oldugu éngérillmiistiir (Sekil Ek-45).
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CS-B22Lo hattht BNL3873 lokusu ile teshis edilirken bu lokusun aym zamanda
(CS8-B22Sh olarak etiketlenmis hattinda da bulundugu belirlenmig ve CS-B22Sh hatti
ile CS-B22Lo arasinda fiziksel veya genetik bir kangimin olabilecedi diigiiniilmiistiir
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.37).

(Calismada CS-B25 olarak etiketlenen hattin biitiin émek setlerinde ve CS-
B22Sh’nin teshisinde kullamlan lokuslarin bu hat izerinde bulunmasindan dolayr CS-
B25’in CS-B22Sh oldugu belirtilmistir. Ayrica yine literatiir taramalarinda ve CMD
kaynaklarindan edinilen bilgi dogrultusunda CS-B25 hatt1 i¢in kullamilan BNL3103 ve
BNL3806 lokuslart kullamlarak CS-B25 hattim tespit edilemedigi belirlenmistir
(Cizelge 4.5 ve Sekil 4.39).

(Calismada CS-B26Lo hattina ait bireylerde fiziksel veya genetik karisimmn
oldugu ancak bu hattin teshis edilebilirligi belirlenmigtir. Buyyarapu vd (2011) genik
MGAES-106 mikrosatellit lokusunun CS-B26Lo hattinin tespitinde kullanilabilecegini
rapor etmiglerdir. Analizlerde bu lokus kullamlarak CS-B26Lo hattimn tespiti

saglanmustir.

B26Lo BNL341 B26Lo BNL3463
400 bp

300 bp

100 bp

Sekil 4.39. CS-B hatlanmin elde edilen bulk ve teksel &rneklerin genomlarinin
BNL3806, BNL3103, BNL0341 wve BNL3463 lokuslan ile
karsilastinlmasi. Kuyucuklar 1: Pima 3-79, 2: Set 1, 3: Set 2, 4: Set 3. Ilk
kuyucuk DNA bityiiklitkk markirim igermektedir
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Cizelge 4.5. CS-B hatlarinin lokus 1ger1kler1 yonunden kar§11a§t1r11ma51

---I-------------
----.--.--------
T T 17 1T 1 T [l [ [ ] |

: Se 1,2: Set 2, 3: Set 3, L: Literatiir
4.8. MK Lokuslarinin Kromozomlarinin Tespiti

Genlerin ve DNA markirlarimn  kromozom iizerindeki lokuslarinin  (yerlerinin)
tespitinde (fiziksel haritalama), Bakteri Yapay Kromozomu (BAC), “Fluorescence in

situ hybridization” FISH, monosomik ve nullisomik hatlar (kromozom veya

kromozom kollar1 delesyon hatlari) en yaygin kullanilan yontemlerdir (Guo vd 2008).
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Ayni BAC tizerinde bulunan gen veya markirlar ilgili genler arasindaki fiziksel
uzaklhig gosterirken, monosomik, monotelosomik hatlarin kullamimi ile de gen ve
lokuslarin kromozom lokasyonlari tespit edilmektedir. FISH teknigi oldukga etkin bir
yontem olmakla birlikte yvogun floresan ctiketleme ve sitolojik caligmalara gerek

duymasi bakiminda kullanimi sinirlidir.

Kromozom veya kromozom kollart delesyon hatlarimin kullanimi ise bu
hatlarm vejetatif ¢ogaltma zorunlulugunun bulunmasi ve dolayisiyla alt yap

gerektirmesi bakimmdan dezavantajlidir.

Guniimiize degin vapilan ¢aligmalarda kromozom delesyon hatlari kullanilarak
RFLP, SSR ve AFLP markirlarmimn kromozom lokasyonlari tespit edilmistir (Liu vd
2000, Ulloa vd 2005, Mayers vd 2009). Diger taraftan kromozom substitiisyon hatlar
gen veya DNA markirlarinin kromozom lokasyonlarinin tespiti agisindan etkin bir

materyal olabilir.

Bu ¢aligmada CS-B hatlar1 kullamilarak diger aragtiricilar tarafinda tespit
edilmig olan DNA markirlar1 kullanilmig ve kromozom lokasyonlan bilinmeyen DNA

markirlarinin kromozom lokasyonlari tespit edilebilmisgtir.

MK primer ciftleri ile elde edilen bazi DNA markirlart ve CAPS-mikrosatellit
markirlarinin kromozom lokasyonlan Cizelge 4.6°da gosterilmigtir. Bu tir yaklasim
kullanilarak sayist on yedi binin tizerindeki pamuk molekiiler markirlarinin kromozom

lokasyonlarinin tespitinin miimkiin oldugu bu ¢aligma ile ortaya konulmugtur.
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Cizelge 4.6. CS-B hatlar1 kullanilarak DNA markirlarinin kromozom lokasyonlarinin

tespiti
Markir Adi CS-B Hatt Markir Adi Kromozom/Kromozom Kolu

BNL3888 C8-B01 MEKO037 HO1

BNL1434 MKO048-CAPS-Hae 111

BNL3971 C5-B02 MKI101-CAPS-Rsa I HO2
MEKQ40

CS-Bo6 MK130 HOo6
_ MK156 _

BNL3442 CS-B11Sh MK043 115h
MK062

BNL3443 CS-B14Sh MK 143 14Sh
MK064

BEIMBQSS CS-Ble MK0Q68 Hle
MK139

BNL2496

BNL3408 CS-B17 MEKO019 H17

BNL3955

BNL673

BNL4030 CS-B22Sh mﬁggi 2258h

BNL448

MGAES-106
BNL34] C8-B26Lo MK138 26Lo

Caligmada MK lokuslarinin kromozomal konumlarinin tespitinde TM-1, Pima
3-79 ve 17 CS-B hatt1 kullanilmig ve bazi MK lokuslarinin kromozom konumlari tespit
edilmigtir (Sekil 4.40 -Sekil 4.45).

19
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Sekil 4.40. MK068 lokusunun 16 nolu kromozom tizerine yerlegtirilmesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B0o6,
8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-BI18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS8-B26Lo. Ik kuyucuk DNA biyviklik markirim
gostermektedir
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Sekil 4.41. MK062 lokusunun 14 nolu kromozom tizerine yerlestirilmesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3. CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06,
8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B128h, 11: CS-B148Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. 1lk kuyucuk DNA biyiklik markirim
gostermektedir

Sekil 4.42. MK040 lokusunun 6 nolu kromozom iizerine verlestirilmesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3. CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06,
8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B128h, 11: CS-B148Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk DNA bilyiklilk markirim
gostermektedir

TITATIEICE 10

Sekil 4.43. MK130 lokusunun 6 nolu kromozom iizerine yerlegtirilmesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3. CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06,
8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B128h, 11: CS-B148Sh, 12: CS-B15Sh,
13: CS-Bl6, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18:
CS-B25, 19: CS-B26Lo. 1lk kuyucuk DNA biyikliik markirim
gOstermektedir
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Sekil 4.44. MKO037 lokusunun substitiisyon hatt iizerinde 1 nolu kromozoma
yerlestirilmesi MKO037 lokusunun 1 nolu kromozom  iizerine
yerlestirilmesi. 1: TM-1, 2: Pima 3-79, 3: CS-B01, 4. CS-B02, 5: CS-
B04, 6: CS-B05Sh, 7. CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh,
11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16:
CS-B228h, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo. Son kuyucuk
DNA bityiikliik markinm gostermektedir

Sekil 4.45. MK138 lokusunun 26 nolu kromozom tizerine yerlestirilmesi. 1: TM-1, 2:
Pima 3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, &:
CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12: CS-B15Sh, 13:
CS-Ble, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B228h, 17: CS-B22Lo, 18: CS-
B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA bityiiklitk markirim gostermektedir

(alismada ayrica CAPS-mikrosatellit markirlarimn da kromozom konumlarimn
belirlenmesinde benzer bir yaklagim uygulamp uygulanamayacag aragtirilmgtir. Sekil
4.46’da Hae IlI restriksiyon enziminin CAPS-mikrosatellit analizi 1¢in se¢ilen primer
¢ifti 1le olusturulan lokusun kromozom lokasyonunun 2 nolu kromozom oldugu tespit

edilmistir.

T2



O (100 0 Y 1 < U 3 I 3 7/

Sekil 4.46. CAPS-Haelll-MK068 lokusunun 2 nolu kromozoma yerlestirilmesi. 1:
TM-1, 2: Pima 3-79, 3. CS-B01, 4. CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B0O5Sh, 7:
CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12:
CS-B158Sh, 13: CS-Ble, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17:
CS-B22Lo, 18 CS-B25, 19: CS-B26Lo. Ik kuyucuk DNA biyiiklik

markinm géstermektedir
(Calismada 14 MK primer ¢ifti ile elde edilen markirlann ve 2 CAPS-
mikrosatellit markinmn kromozom lokasyonu tespit edilebilmistir. Bu markirlardan 7

adedi A alt genomuna ve diger 7 adedi 1se D alt genomuna yerlestirilmigtir.

(alismada kullamlan toplam 43 adet MK primer ¢ifti ile olusturulmus markirin
14 adedinin kromozom lokasyonu belirlenmig iken geri kalan 29 adedinmin
allotetraploid pamukta bulunan ve HO1, HO2, H06, 11Sh, 14Sh, H16, H17, 22Sh ve
26Lo disindaki diger kromozomlarda bulundugu éngériillmiistiir.

CS8-B hatlannnda DNA markirlaninin kromozom lokasyonlarimn tespiti pamuk
verim ve kalitesinin artirilmasinda 6nemlilik gostermektedir. Ornegin Jenkins vd
(2012) bu ¢alismada kullamlan CS-B hatlarimin da aralarinda bulundu hatlarla yaprms
olduklar1 denemelerinde yiizde lif orantmn kromozom 10, 16 x 15, uzun liflerin 1,
118h, 26Lo, lif tek diizeliginin 1, 11, 10, 17 x 11, lif saglamhigimn 1, 10, 11Sh 12Sh,
17 x 11 ve 26Lo kromozomlarninda bulunan genler tarafindan idare edildigim

belirlemislerdir.
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5. SONUC

Pamuk bitkisinde 1slah ¢aligmalar genellikle verim ve lif kaliteleri yontinden segkin
genotipler arasinda gergeklestirilen melezlemelere dayanmaktadir. Ancak pamuk islah
programlar1 kiltir c¢esitlerinde dar olan genetik ¢egitlilikten dolayr melezleme
caligmalarindaki bagariyt sinirlandirmaktadir (Karaca 2001). Bu durum aragtiricilan
tirler aras1 melezleme ile introgresyona tesvik etmistir. Turler arasi melezlemelerde
kompleks antogonistik iligkiler, farkli ploidi sevivelerinden dolay1r sitogenetik
farkliliklar ile translokasyonlar ve inversivonlar, kromozomlarin vapisal farkliliklar,
linkaj etkisi ile arzu edilmeyen tarimsal 6zelliklerin varligi, rekombinasyonun azhii,
erken generasyonlarda introgresyonun kaybolmasi, kisirlik, Muller-Dobzhansky
kompleksi nedeni ile o6limetl epistatik interaksiyonlar ve Mendel agiliminin
olugmamasi gibi nedenlerden dolayi sorunlar yaganmaktadir. Kromozom substitlisyon
hatlarmm kullanilmas: ile yukanda s6zii edilen tirler arasi melezlemelerdeki
olumsuzluklar ortadan kaldirilabilmektedir (Karaca 2001, Kohel vd 2002, Buyyarapu
vd 2011).

Bu c¢aligmada 17 set pamuk disomik yabanci kromozom substitiisyon hatti
kullanilmigtir. Bu hatlarda G. barbadense (CS-B) hattinin bir ¢ift kromozomu veya
kromozom kolu hipoaneuploid tabanli geriye melezleme ¢aligmalan ile Texas Marker-
1 (TM-1) hattina yakin bir izohat olan hatta transfer edilmistir. Ancak CS-B hatlarinin
teshisinde veya CS-B x CS-B ve CS-B x herhangi bir hat arasindaki melezlemelerde
markir yardimiyla seleksiyvon (MAS) calismalarinda kullanilacak molekiiler markirlar

geligtirilmemistir.
Caligmada genik ve genomik mikrosatellit markirlart ile genik CAPS-

mikrosatellit markirlarindan yararlanilmigtir.  Genik markirlardan olan bazi MK

lokuslarinin kromozom lokasyonlari ilk kez bu galigma ile belirlenmistir.

74



Caligmada DNA markirlarindan  yararlamilarak  kromozom substitiisyon
hatlarmin tespitinin aragtiritlmasi yam sira birimde bulunan kromozom substitiisyon

hatlarimda genetik veya fiziksel bir karisimin bulunup bulunmadig da aragtirilmagtar.

Kromozom substitiisyon hatlarinin teshisi kavraminda literatiirde ve CMD
kaynaklarinda sunulmug olan bir lokusun kullanimu ile ilgili kromozom hatlarindan
¢lde edilen 3 farkli 6rnekten en az birinde bu lokusun tespiti kromozom substitiisyon
hattinin tespiti olarak nitelendirilmistir. Diger taraftan kromozom substitiisyon
hatlarindan elde edilen Gg set dérnegin birinde ilgili lokusun varligr diger setlerde
bulunmamasi durumunda kromozom substitiisyon hatlarinda karigimin oldugu geklinde
vorumlanmugtir. Karigimin fiziksel olarak karsimiza ¢ikabilecedi gibi translokasyon
veya mutasyonlardan da kaynaklanabilecedi gbz o6nlinde bulundurulmusgtur. Ayrica
literatir ve CMD kaynaklarinda rapor edilmesine ragmen bu calismada tespit
edilemeyen lokuslarin daha fazla substitiisyon hatt1 ve DNA markin kullanilarak tespit

edilmesi gerektigi sonucu gikarilmagtar.

Bu calismada toplam 55 DNA 6rnegi kullamlmigtir. Bu DNA 6meklerinden
kromozom substitiisyon hatlarinin olusturulmasinda kullanilan Pima 3-79 ornegi ile
yine kromozom substitiisyon hatlarinda alict genom olarak kullanilan hattin izogenik
bir hatt1 olan TM-1 hattindan ve galigmada kullanilan 17 farkli kromozom substitiisyon
hattindan 5-6 bitkinin yaprak orneklerinin karigimi ile elde edilmig Srnekler Set 1
omekleri olarak adlandirilmigtir. Set 2 ve Set 3 o6mekleri ise her bir hattin tek
bitkisinden elde edilen vyaprak oOmeklerinden elde edilmiy DNA &rmeklerini

icermektedir.

CS-B01 hatti BNL3888 lokusu ile teghis edilmigtir (Lui vd 2000, Guo vd 2008,
Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). Ancak CS-B01 hatt1 bitkileri arasinda bir
tanesinin CS-B26l.o genomu Ulzerinde bulunmasi beklenen BNI.O341 lokusunu da
tagidig belirlenmigtir. Fakat BN1.0O341 lokusu CS-B07 hattinin biitiin 6rnek setlerinin
hepsinde de gortlmiustiir. Caligmada CS-B26Lo tizerinde bulunan diger lokuslarin CS-

BO1 hattinda bulunmamas: ancak sadece bir lokusun bulunmasi nedeni ile CS-B01
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hattina ait en az bir bitkinin fiziksel olarak CS-B26L.o bitkisi ile karigmig oldugu

ortaya konulmustur.

CS-B02 hatt1 BNL1434, BNL3792 ve BNL3971 lokuslart ile teshis edilmistir.
CS-B02 hattinin ¢aligmada kullanilan 6rneklerinin bir kismimin CS-B18 genomunda
bulunmasi beklenen CM63 lokusu, CS-B17 genomu iizerinde bulunmasi beklenen
BNL3955, BNL3408, BNL2544, BNL2496 ve BNL1721 lokuslarimt da tasidigi
belirlenmigtir. Ayrica CS-B02 hatt1 icerisinde tek bir bitkinin de CS-B22Sh
genomunda bulunan BN1.0673 lokusunu da tagidigi tespit edilmigtir (Lui vd 2000,
Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). Bu durum CS-B02 hattinin CS-B22Sh,
CS-B17, CS-B18 bireyleri ile karigim igerisinde oldugunu gostermigtir.

CS-B04 hatt1 BN1.2572 lokusunun biitiin 6meklerde (Set 1, Set 2 ve Set 3)
bulunmasi ve literatiir taramalarina uymasi nedeni ile teshisi yapilmigtir. CS-B04 hatt1
ormeklerinin  herhangi bir sctinde literatiirde belirtilen BNL3255 lokusu tespit
edilememigtir. Bu lokus ¢aligmada kullamilan higbir CS-B hattinda da bulunamamistir
(Lui vd 2000, Guo vd 2008, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). BNL3255
lokusunun allotetraploid pamuk genomunun dort numarali kromozomunda
bulunmadigi bu galigmada tespit edilmigtir. Ayrica bu ¢alismada CS-B04 hattinda CS-
BO1 wve CS-B02 hatlarinda oldugu gibi fiziksel bir karigimin  bulunmadig

belirlenmigtir.

CS-B05Sh hatlarindan elde edilen tig¢ farkli DNA 6rnegi BN1.0542, BNI1.3995
ve MUSBO0312 lokuslan yontinden arastirildiginda teshis edilememigtir (Lui vd 2000,
Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). Ayrica ¢alismada hi¢ bir MK lokusunun
da bu hattin teshisinde kullanilamayacag belirlenmigtir. CS-B05Sh hattinin 2007
vilinda vapilan tohum g¢ogaltim g¢aligmalarinda diger CS-B hatlarina oranla daha fazla
cigek agtigit ve aym zamanda daha erken ¢igeklendigi gortlmiistiir. Ancak bu
caligmada kullanilan ti¢ DNA 6meginin hi¢ birisi CS-B03Sh hattinin bulundurmasi
gereken Pima 3-79 kromozom kolunu icermemigtir. Birimde bulunan biitiin CS-B05Sh

bireylerinin incelenmesi gerektigi bu ¢aligma ile ortaya konulmugtur.
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CS-B06 hatti1 MUSB0078, TM1277 ve TMBO0O154 lokuslar yoniinden
tarandiginda CS-B06 hatti teshis edilememis ancak bu hattin diger hatlardan farkh
oldugu MK lokuslarinin taranmasi ile belirlenmigtir. CS-B06 hatti fazla sayida lokus
ve bitki ile kullanilarak teghis edilmesi gerckmektedir (Lui vd 2000, Guo vd 2008,
Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD).

CS-B07 hattimin teshisi i¢in BNL1597, BNL3415 ve CIR141 lokuslar ile
yvapilan galigmalarda teshisi yapilamamigtir. Ancak CS-B261.o genomunda bulunmasi
gercken BNLO341 lokusu CS-B07 hattindan toplanan her ¢ set drmeginde de tespit
edilmigtir (Lui vd 2000, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). Bu durum CS-
BO7 hattinin 7 ile 26 nolu kromozomlar1 arasinda translokasyon sonucu lokus
kazammminin olugabildigini belirtmekle birlikte ileriki ¢aligmalarla bu Ongoriniin

kanitlanmasi gerekmektedir.

CS-B11Sh hattt BNL3442 lokusunun biitiin 6meklerde (Set 1, Set 2 ve Set 3)
bulunmasi ve literatiir taramalarina uymasi nedeni ile teshisi yapilmigtir (Lui vd 2000,
Guo vd 2008, Gutierrez vd 2009, Gutierrez vd 2010, Fang ve Yu 2012, CMD). CS-
B11Sh hattinda ¢aligmada kullamilan ve diger CS-B hatlarinda gortilmesi beklenen hig
bir lokusun bulunmamasi ve drnek setleri arasindaki benzer sonuglarin alinmasi nedeni

ile karigim icermedigi ortaya konulmusgtur.

CS-B12Sh hatt1 BNL1679 ve BNL4041 lokuslar ile yapilan ¢aligmalar sonucu
teghis edilememigtir (Lui vd 2000, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). CS-
B12Sh hattina ait bireylerin higbirinde diger CS-B hatlarinda beklenen lokuslarin
bulunmamig olmasi nedeniyle birimde bulunan biitiin CS-B12Sh kaynaklarinin 12 nolu

kromozoma spesifik DNA markirlar ile taranmasi gerekmektedir.

CS-B14Sh hatt1 icin BNL.3434 lokusu biitiin éreklerde (Set 1, Set 2 ve Set 3)
bulunmug ve ilgili literatiir taramalarina uwymusgtur (Lui vd 2000, Guo vd 2008,
Gutierrez vd 2009, Gutierrez vd 2010, Fang ve Yu 2012, CMD). CS-B41Sh hattinda

caligmada kullanilan ve diger CS-B hatlarinda goriilmesi beklenen hi¢ bir lokusun

77



bulunmamasi ve drmek setleri arasindaki benzer sonuglarin alinmasi nedeni ile teshisi

yapilmig olup bu hattin diger hatlarla herhangi bir karigim i¢ermedigi tespit edilmigtir.

CS-B15Sh hattina ait 3 DNA 6rnek seti BNL4082 lokusu ile tarandiginda bu
lokus tespit edilememigtir. Ancak CS-B15Sh hatlarina ait DNA 6rneklerinin ti¢ setinde
de CS-B07 hattinda bulunmasi gereken BNIL1597 lokusu tespit edilmistir (Tui vd
2000, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). Bu durum ¢aligmada kullanilan
CS-B15Sh hattimin CS-B07 hatti ile karigmig olabilecegi dolayisiyla birimde bulunan
bu hatlar1 daha detayli ¢aligilmasi gerektigi tespit edilmistir.

CS-B16 hatt1i BNL3065 ve CM66 lokuslar yontinden incelendiginde hatta ait 3
setteki bitkilerin bu lokuslar igerdigi tespit edilmigtir (Lui vd 2000, Guo vd 2008,
Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). Bu hat genetik ve fiziksel agidan
kangiklik igermemektedir.

CS-B17 hattina ait bitkiler BNL2496, BNL3408 ve BNL3955 lokuslari
yoniinden incelendiginde hatta ait bitin ornek setlerinin  hepsinde  literatiirde
belirtildigi tizere bu lokuslarin bulundugu tespit edilmigtir. Ancak literatiirde belirtilen
BNL1061 ve BNL1606 lokuslarini bulundurmadigi saptanmigtir (Lui vd 2000, Guo vd
2008, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD). BNL1061 ve BNL1606
lokuslarinin ¢aligmada kullanilan diger CS-B hatlarinda da bulunmamasi nedeni ile bu
lokuslarin ¢aligmada kullanilmayan diger kromozom veya kromozom kollarinda

oldugu dngodrilmugtiir.

CS-B18 hatti BNL1721, BN1L.2544 ve CM63 lokuslart kullamilarak tespit
edilmigtir. Ancak literatiirde belirtilen BNL2571 ve BNL1079 lokuslar yontnden teyit
edilememigtir (Lui vd 2000, Guo vd 2008, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012,
CMD). CS-B18 hattinda bulunan bazi bireylerin BNL2496, BNL3408 ve BNL3995
lokuslarini igermeleri nedeni ile CS-B17 hattinda yer alan bazi bitkiler ile karigim
icerisinde oldugu veya bu lokuslarin her iki kromozom da (17 ve 18) olabilecegi tespit
edilmigtir. Bu  o6ngortintin - ileriki  ¢alismalarda detaylh  olarak  incelenmesi

gerekmektedir.
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Caligmada CS-B22Sh, CS-B22l.o ve CS-B25 olarak etiketli olan hatlarda
etiketleme hatasinin varligi belirlenmigstir. Calismada CS-B25 hattimin BNT.0448,
BNL0673 ve BNL4030 lokuslarini igermesi nedeni ile bu hattin CS-B22Sh oldugu
tespit edilmigtir. CS-B22Sh olarak etiketlenmig hattin ise CS-B22Lo oldugu BNL3873
lokusunun biitiin hat bireylerinde bulunmasi nedeni ile tespit edilmigtir (Lui vd 2000,

Karaca 2001, Wu vd 2008, Gutierrez vd 2009, Fang ve Yu 2012, CMD).

CS-B261.o hatt1 BNL.O341 ve MAGES-106 lokuslari ile tespit edilmigtir. Ancak
bu hatta ait 3 setteki DNA 6rneklerinin BNL.3463 lokusunu tagimasi nedeni ile genetik

veya translokasyondan dolayr 22 numarali kromozomdan lokus kazanmiminin oldugu

ongortlmigtir (Lui vd 2000, Buyyarapu vd 2011, Fang ve Yu 2012, CMD).

Allotetraploid pamuk [(AD2)] genomunda genetik, molekiiler markirlar
is1ginda  homeolog kromozomlar 1-15, 4-22, 10-20, 9-23, 5-18 olarak tespit
edilmiglerdir (Zhang vd 2002). Bu tespit aynm1 markirlarin farkli kromozomlar Gizerinde
bulunmalari ile agiklanmigtir. Wang vd (2010) 12 nolu kromozom (A12) ile 25 nolu
kromozomun (D12) homeolog olduklarimi FISH yontemi ile tespit etmiglerdir. Bu
caligmada bazi CS-B hatlarinda beklenmeksizin ortaya ¢ikan lokuslarin mayoz
boliinme sirasinda homeolog kromozomlar arasindaki translokasyonlar sonucu mu
yoksa somatik translokasyonlar sonucu mu olugtugunun ileriki galigmalarla ortaya

konmasi gerekmektedir (Buyyarapu vd 2011).

Kromozom substitiisyon hatlarindan bu ¢alisma ile teyit edilen hatlarin ileriki
1slah galigmalarinda etkin bir gekilde kullanilabilmesi agisindan bu ¢aligma énemlidir.
Ornegin Gutierrez vd (2010) ve Jenkins vd (2012) pamukta 6nemli bir sorun olan kok
ur nematoduna [Meloidogyne incognita (Kofoid & White)] dayaniklilik genlerinin bir
kisminin kromozom 11 ve kromozom 14 Gzerinde bulunduklarini tespit etmiglerdir.
Nematoda dayvaniklilik genlerini tasiyan 11 ve 14 nolu kromozomlar1 igeren
substitiisyon hatlart kullanilarak nematoda dayaniklilik kazandinlabilir. Bu baglamda
bu ¢aligmada elde edilen bulgularin dogrudan pamuk islahina katki saglayacag agiktir.
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Caligmada mikrosatellit ve CAPS-mikrosatellit markirlarina ait lokustan 16
adedinin dokuz farkli kromozom tzerindeki konumu tespit edilmistir. Bu durum ile bu
caliyma  kromozom  substitisyon hatlarinin - DNA  markirlarmin  kromozom
lokasyonlarinin belirlenebilmesinde kullanilabilirli§ini ortaya koymasi bakimindan

yapilan ilk galigmadir.
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7. EKLER

500 bp

300 bp

150 bp

50 bp

Sekil Ek-1. SSR primerlerinin TM-1 ve Pima 3-79 hatlaninda taranmasi

Sekil Ek-2. SSR primerlerinin TM-1 ve Pima 3-79 hatlaninda taranmasi

00 bp
300 bp

00 bp

100 bp

Sekil Ek-3. SSR primerlerinin TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda taranmasi. 1: BNL388S,
2: MGAES-153, 3: BNL1421, 4. BNL2572, 5: MGAES-83, 6: BNL3988,
7. BNL3995, 8 BNL0542, 9: MUSB0312, 10: MUSB0078, 11:

TMB1277,12: TMBI154
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Sekil Ek-4. SSR primerlerinin TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda taranmasi. 1: BNL3415,
2: BNL1597, 3: CIR141, 4. BNL3411, 5: BNL3442, 6: BNL1034, 7
MGAES-64, 8: MGAES-78, 9: BNL4041, 10: BNL3443, 11: BNL4082

Sekil Ek-5. SSR primerlerinin TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda taranmasi. 1: MGAES-
10, 2: BNL3008, 3: CM66, 4. BNL1606:, 5: BNL1061, 6: BNL2571, 7:
BNLI1079, 8: BNL3463, 9: BNL3873, 10: BNL4030, 11: BNL0448, 12:
BNL3806, 13: MGAES-106, 14: BNL0341, 15: BNL1227

600 bp

500 by

400 by

300 by

200 bp

Sekil Ek-6. EST-SSR primerlerinin (MK001-MK012) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
tarammasi
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13- <14 <15+ <16 <17 18- 19 -20- 21- -22. -23- -24-

300 bp

200 bp

Sekil Ek-7. EST-SSR primerlerinin (MK013-MK024) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
tararmmasi

-25- -26- -27- -28- -29- -30- -31- -32- -33- -34- -35- .36

300 b

200 by

Sekil Ek-8. EST-SSR primerlerinin (MK025-MK036) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
tarammasi

-37- -38- -39- -40-|-42- -43- -44- -45- -46- -47- -48- -41-

1000 bp

500 by

300 b

200 bp

Sekil Ek-9. EST-SSR primerlerimin (MK037-MK048) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
tarammasi
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49- -50- -51- -52- -53- -54- -55- -5&- -57- -58- -59- -60-

300 by

200 b

Sekil Ek-10. EST-SSR primerlerinin (MK049-MK060) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

-61- -62- -63- -64- | -66- -67- -68- -69- -70- -71- -72- -65-

Sekil Ek-11. EST-SSR primerlerinin (MK061-MK072) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

-73- -74- -75- -76- -77- -78- -79- -80- -81- -82- -83- -84-

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Sekil Ek-12. EST-SSR primerlerinin (MK073-MK084) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

20



-85- -84 -87- -88- -89- -90- -91- -92- -93- -94- -95-

500 kb

00 kb

00 kb

00 kb

100 kb

Sekil Ek-13. EST-SSR primerlerinin (MK085-MK096) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

-97- 98- -99- -100--101--102- -103--104- |-106- -107- -108- -105-

1000 bpEss

Sekil Ek-14. EST-SSR primerlerinin (MK097-MK105) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi
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900 bp

500 bp
400 bp

300 b

200 b

Sekil Ek-15. EST-SSR primerlerinin (MK109-MK120) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

121 -122 -123 -124-125 -126-127 -128 -129 -130-131 -132

300 bp
00 bp

Sekil Ek-16. EST-SSR primerlerimin (MK121-MK132) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

133 +134 135 136 ~137-138 -139 140141 -142 -143 -144

300

200 bp

Sekil Ek-17. EST-SSR primerlerimin (MK 133-MK144) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

02



~145 -146-147 -148 -149 -150 -151 -152 -153 -154 -155 -156
500 bp

400 bp|

300 b

200 bp

Sekil Ek-18. EST-SSR primerlerinin (MK 145-MK156) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

00 bp

Sekil Ek-19. EST-SSR primerlerinin (MK157-MK168) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi

| -169-170 -171-172-173 |
900 bp, 169 <170 -171 -172 -17

500 bp
400 b

300 b

Sekil Ek-20. EST-SSR primerlerimin (MK169-MK173) TM-1 ve Pima 3-79 hatlarinda
taranmasi



Sekil Ek-21. BNL1434 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarinin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-22. BNL3971 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarinin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)

Sekil Ek-23. BNL3971 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarinin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii (Set 2)

15 16 17 18 19
1T Ll

Sekil Ek-24. BNL3792 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarinin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii (Set 1)
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Sekil Ek-25. BNL3792 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarinin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-26. BNL3255 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)

Sekil Ek-27. BNL3255 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-28. TMBO154 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmn PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-29. BNL3995 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-30. CIR141 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-31. BNL3415 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

1180

Sekil Ek-32. BNL1679 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-33. MGAES-10 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

2 13 14 15 16 17 18 19

Sekil Ek-34. BNL3065 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

be 12 13 4 15 160 T 18 19

« = Gl .
-

Sekil Ek-35. BNL3065 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)

7 18 19

Sekil Ek-36. BNL2496 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-37. BNL2496 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)

Sekil Ek-38. BNL3408 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Seonie il 127 13 14 15: 16 47 18 19
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Sekil Ek-39. BNL3408 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)

Sekil Ek-40. BNL1597 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 3)
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Sekil Ek-41. BNL1606 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil Ek-42. BNL1721 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-43. BNL2571 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-44. BNL1079 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

09



6 17 18

Sekil Ek-45. BNL0673 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)

Sekil Ek-46. BNL0673 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-47. BNL3463 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

12 13 14 15 46 17 18 19
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Sekil Ek-48. BNL3103 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 1)
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Sekil Ek-49. BNL3103 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

e R

Sekil Ek-50. BNL3873 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 3)

Sekil Ek-51. BNL4030 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarimin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel goriintiisii (Set 3)

Sekil Ek-52. MKOQ07 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

101



R S S —, B e s R NN SR W
DL Sl - B e e IR N e -

Sekil Ek-53. MKO17 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-54. MKO019 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-55. MKO027 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-56. MKO033 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-57. MKO035 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

S T el LI T LI

Sekil Ek-58. MKO039 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-59. MK41 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmn PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

el BTl L Rl h ol

Sekil Ek-60. MKO044 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-61. MKO046 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-62. MKO051 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-63. MKO052 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-64. MKO053 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-65. MKO054 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-66. MKO060 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-67. MKO061 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-68. MK064 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-69. MK065 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-70. MKOQ72 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-71. MKO073 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-72. MKOQ79 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)
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Sekil Ek-73. MKO88 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-74. MK093 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-75. MK107 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlannin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

125 138 14 M5 16" 17 18, 19

Sekil Ek-76. MK108 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

107



Sekil Ek-77. MK131 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

10. 11 12, 13  lduslsSasloasidagls 19

= A B v G e e te b —— e g e—

Sekil Ek-78. MK139 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-79. MK143 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

15 16 17 18 19

Sekil Ek-80. MK147 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

108



Sekil Ek-81. MK156 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

300bp

Sekil Ek-82. MK157 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

el L L T Rl

Sekil Ek-83. MK160 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarnin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Tl ULl

Sekil Ek-84. MK168 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

109



Sekil Ek-85. MK169 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlarmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Sekil Ek-86. MK170 lokusunun TM-1, Pima 3-79 ve substitiisyon hatlanmin PZR
sonucu olusturdugu amplikonlarin jel gériintiisii (Set 2)

Aatll
MKI1l MK48 MEK70 MK95 MK92 MKI101 MKI105 MKIl4 MKIS2 MKIS9 MKI173

. | a LB
LA '.
" L .-

Sekil Ek-87. Aar 11 restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima 3-
79 hatlannda taranmasi
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BamHI
MKIl MK48 MKk70 MK MK98 MKI0I MKI105 MKI1I4 MKI38 MKI39 MKI173

. ool

-

. yw

Sekil Ek-88. BamH 1 restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima
3-79 hatlarinda taranmasi

Clal

MKI1l MK48 MK70 MK95 MK98 MKI01 MKI105 MKI114 MKI58 MKI159 MKI173

AT

L F 7 :
l:‘l b P L TS
- - e *" J

Sekil Ek-89. Cla I restriksiyon enzimimin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima 3-
79 hatlaninda taranmasi
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EcoRI

MK11 MK48 MK70 MK9S MK98 MKIOI MKI105 MKIl4 MKISE MK159 MKI73

N ;
| B
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Sekil Ek-90. EcoR 1 restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima
3-79 hatlarinda taranmasi

EcoRVY

MKIl MK48 MK70 MK MK9E MKI0I MKIOS MKII4 MKIS8 MKIS9 MKI173

~ LT
TTT P R

Sekil Ek-91. EcoR V restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima
3-79 hatlarinda taranmasi
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Hinél

MKII MK48 MKk70 MK MK98 MKI101 MKI05 MKIl4 MKI58 MKI59 MKI173

"'ii

Sekil Ek-92. Hin6 1 restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima
3-79 hatlarinda taranmasi

Hindlll

MKIlI MK48 MK70 MK MK MKI0I MKI105 MKII4 MKIS8 MKI59 MKI173

"N Ei n'ﬂia
oy " "lis

-—

Sekil Ek-93. Hind 111 restriksiyon enziminin MK lokuslar kullamlarak TM-1 ve Pima
3-79 hatlarinda taranmasi
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Hinfl
MKIlI MK48 MK70 MK9S MK98 MKI101 MKI0S MKII4 MKI58 MKI159 MKI173

: N - -

Sekil Ek-94. Hinf 1 restriksiyon enziminmin MK lokuslar kullamlarak TM-1 ve Pima 3-
79 hatlarinda taranmasi

Hpall
MK11 ML-IR MK70 MK95 MK98 MKIOl MKIOS MKIl4 MKIS8 MKI59 MKI173

ii,,--i§.,:: ot

Sekil Ek-95. Hpa II restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima
3-79 hatlarinda taranmasi

114



Rsal
MKIl MK48 MK70 MK9 MK98 MKI0OI MKI0O5 MKI4 MKIS8 MKI159 MKI73

N
.--‘k-" T R

B

—

Sekil Ek-96. Rsa [ restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima 3-
79 hatlannda taranmasi

MKIl MK48E MK70 MK95 MK98 MKI01I MKI0OS MKII4 MKIS8 MKI59 MKI73

Vspl

Sekil Ek-97. Vsp I restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak TM-1 ve Pima 3-
79 hatlannda taranmasi

115



Taq! Dral Notl
MK70 MK95 MK70 MK95 MK9 MKI1l4 MK70 MK95 MK98 MKI114

Sekil Ek-98. Tag I, Dra 1 ve Not | restriksiyon enziminin MK lokuslan kullamlarak
TM-1 ve Pima 3-79 hatlaninda taranmasi

Nceol
MK70 MK95 MK98 MKI114

Sekil Ek-99. Neo 1 restriksiyon enziminin MK lokuslan kullanilarak TM-1 ve Pima 3-
79 hatlarinda taranmasi

Sekil Ek-100. Rsa I restriksiyvon enzimin MKO011 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlarinda analiz edilmesi

116



] 2.3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 1516 17 18 19

300 bp

Sekil Ek-101. Rsa I restriksiyvon enzimin MKO048 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlannda analiz edilmesi

3 pod ae aei 9 10 11 12 .03 i 4o, 17 18 19

e
qﬂ.....-u-...'“ -

Sekil Ek-102. Taqg I restriksiyon enzimin MKO070 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlarinda analiz edilmesi

Ghaia SRRl ] 12 13 14 15 1607 18 19

ikl BT T T LI LA

Sekil Ek-103. Hae III restriksiyon enzimin MK095 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlaninda analiz edilmesi

Sekil Ek-104. Rsa 1 restriksiyvon enzimin MK101 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlaninda analiz edilmesi

117



ampiesee 10 11 12 13 1 lely 18 19

Sekil Ek-105. Vsp 1 restriksiyon enzimin MK158 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlaninda analiz edilmesi

¢ 9 10 1121314151617 R

Sekil Ek-106. Hae 111 restriksiyon enzimin MK159 lokusu kullanilarak substitiisyon
hatlaninda analiz edilmesi

200 bp 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

100 bp

Sekil Ek-107. Hae III restriksiyon enzimin MK173 lokusu kullamlarak substitiisyon
hatlarinda analiz edilmesi

118
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