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OZET

TURKIYE'DE GELISTIRILEN BAZI CELTIK CESITLERINDE PEROKSIDAZ GEN
POLIMORFIZMININ BELIRLENMESI

Gilten HILOOGLU
Biyoloji Anabilim Dall
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisti, Mayis, 2017
Danisman: Dog. Dr. Emel SOZEN

Celtik (Oryza sativa L.) en 6nemli besin kaynaklarindan biridir. Bu ¢caligmada, 46'si
Tarkiye'de gelistirilmis 50 piring ¢esidi arasindaki genetik gesitliligin POGP (Peroksidaz
gen polimorfizm) isaretleyicileri kullanarak belirlenmesi amaclanmistir. PCR
reaksiyonlarinda on ug farkl peroksidaz gen primer (POX) kombinasyonu kullaniimistir.
istatistiksel analizier POPGENE, FIGTREE ve NTSYS, STRUCTURE vyazilimlari
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Primerler, 146's1 polimorfik (% 91,25) olan toplam 160
net ve tekrarlanabilir (150 ila 2500 bp arasinda degisen) bant Uretmistir. UPGMA
dendrogrami ve PCoA analizine goére 50 piring ¢esidi 2 ana kiime halinde gruplanmistir.
Genetik benzerligi en ylksek cesitler Trakya ve Duragan (0,869) olurken en dusuk
genetik benzerligin ise Aromatik | ile Kupli (0,631) gesitleri arasinda oldugu tespit
edilmisti. STRUCTURE analizi, 50 celtik c¢esidini G¢ gen havuzunu temsil eden
farklilasmis Ug¢ gruba ayirmigtir. POGP belirteglerinin ayirimci guci, polimorfik bilgi
icerigi (PIC) ve ayirma gucu (Rp) hesaplanarak degerlendirilmigtir. Ortalama PIC
degerinin 0,661 olup sifirdan (POX14F / POX14R) 0,877'ye (POX4F / POX4R) kadar
POX11R) bulunmustur. Bu galisma Turkiye’de gelistirilen geltik gesitlerinde, genetik
cesitliligin belilenmesinde peroksidaz gen polimorfizmini kullanan ilk ¢aligma olmasiyla
birlikte elde edilen veriler Glkemizdeki piring 1slahi programlari icin 6nemli bilgiler
saglayacaktir.

Anahtar Sozciikler: Oryza sativa, Celtik, POGP, Peroksidaz, Genetik cgesitlilik.



ABSTRACT

DETECTION OF PEROXIDASE GENE POLYMORPHISM IN RICE VARIETIES
DEVELOPED IN TURKEY

Giilten HILOOGLU
Department of Biology
Anadolu University, Graduate School of Sciences, May, 2017
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. EMEL SOZEN

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most important food sources. The aim of this
study was to determine the genetic diversity among 50 rice varieties, 46 of which
developed in Turkey, by using POGP (Peroxidase gene polymorphism) markers.
Thirteen different peroxidase (POX) gene primer combinations were used in PCR
reactions. Statistical analyses were performed by using POPGENE, FIGTREE and
NTSYS, STRUCTURE softwares. The primers generated a total of 160 clear (ranged
between 150 and 2500 bp) and reproducible bands, of which 146 were polymorphic
(91.25%). UPGMA dendrogram and PCoA grouped 50 rice cultivars into two main
clusters. The highest pairwise genetic identity was obtained between Trakya and
Duragan (0.869) and lowest pairwise genetic identity was obtained between Aromatik |
and Kipld (0.631). The STRUCTURE analysis resolved the 50 rice varieties in three
differentiated groups, which represents three gene-pools. Discriminating power of POGP
markers was assessed by calculating polymorphic information content (PIC) and
resolving power (Rp). The average PIC value was 0.661 and it ranged from zero
(POX14F/POX14R) to 0.877 (POX4F/POX4R) and resolving power of the primers
ranged from 0 to 8.585 (POX11F/POX11R). This work represents first report using
peroxidase gene polymorphism to determine genetic variation among Turkish rice
cultivars and the obtained information will provide important knowledge for rice breeding

programs in our country.

Keywords: Oryza sativa, Rice, POGP, Peroxidases, Genetic diversity.
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ETiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgln bir calisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak Uzere tum asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tim veri ve bilgiler igin
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakc¢ada yer verdigimi; bu ¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve higbir
sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, calismamla ilgili
yaptigim bu beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tum

ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Gilten HILOOGLU
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1. GIRiS

Oryza sativa’nin, 10.000 yil 6nce Neolitik Cag boyunca Oryza rufipogon Griff'den
en az 2 merkez etrafinda evcillestirildigi bilinmektedir. Bunlardan biri Cin'in Yangtze
Vadisi'nin asagi kesimlerinde japonica varyetelerinin olusturdugu grup, digeri ise
muhtemelen Giliney Asya’daki indica varyetelerinin bulundugu gruptur (Mather vd.,
2007). Kultire alinan Asya celtigi Oryza sativa, dinyanin en yaygin yetistirilen ekin
¢esididir ve dinya nifusunun yarisindan fazlasi icin gerekli bir besin kaynagidir (Yu vd.,
2002). 2000’li yillarin basinda dunyada geltik tretimi yilhk 500 milyon ton iken, 2014 yih
FAO verilerine gore yaklasik 750 milyon tona ulagmaktadir.

Dunyada tarimsal uretimi yapilan en énemli tahillar 50-70 milyon yil 6nce ortak bir
atadan geligmislerdir. Ancak uzun suren bu bagimsiz evrimlesmeye ragmen tahillar
yuksek derecede korunmus genlere ve genomlara sahiptirler. Genlere ve bunlarin
genom Uzerindeki dagihm benzerliklerine ragmen tahillarin genom boyutlari 6nemli
dlclide degiskenlik gosterir. Ornegin; sorgum otu 1000 Megabaz ifti (Mbp), misir 3000
Mbp, arpa 5000 Mbp ve bugday 16000 Mbp genom buyukligtine sahipken, geltigin ¢ok
daha kuc¢ik boyutta (450 Mpb) genoma sahip oldugunu belirtiimektedir (Goff vd., 2002).
Gunumuzde, celtigin kicik genomu ve yuksek gen yogunlugu, tahil genlerinin kesif
¢abalari ve genom dizisi analizleri icin dnemli bir hedef haline gelmistir.

Son yillarda, yapilan molekuler temelli galismalarla Oryzeae grubunun, Oryzinae
ve Ziziniinae alt gruplarina 20-22 milyon yil 6nce ayrildidi belirtiimistir. Bu alt gruplardan
Oryzinae’nin ise 14.2 milyon yil 6nce Leersia ve Oryza cinslerine ayrildidi tespit edilmigtir
(Vaughan vd., 2008).

Alem : Plantae (Bitkiler)

Boliim : Magnoliphyta (Kapali tohumlular)
Sinif . Liliopsida (Tek ¢enekliler)

Alt sinif : Commelinids

Takim : Poales

Familya : Poaceae (Bugdaygiller)

Alt familya : Ehrhartoideae
Oymak : Oryzeae (Pirincgiller)
Cins : Oryza L.

Oryza L. 1753, Poaceae ailesinden Oryzeae grubunda bulunan 12 cinsten birini
temsil etmektedir. Ginimuizde bu cins igin yabanil ve kultir geltik turlerinin olugturdugu

bir adlandirma yapilmistir (Vaughan vd., 2003; Anonim, 2005). Bu cins U¢ gruba
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ayriimistir: Padia, Brachyantha ve Oryza. Bunlardan temel olarak kabul edilen Padia
grubu; O. schlechteri, O. ridleyi ve O. granulata komplekslerinden olugsmaktadir.
Branchyantha grubunda O. branchyantha tek tir olarak bulunur (Vaughan vd., 2008).
Oryza cinsi, genetik cesitliligin bir yansimasi olarak, dort tir kompleksi ile
siniflandiriimiglardir.  Bunlar; O. sativa, O. officinalis, O. granulata ve O. ridleyi
kompleksleridir. O. brachyantha ve O. schlechteri bu komplekslerin icinde yer almaz
(Anonim, 2005).

1.1. Oryza Tiirleri ve Genetik Ozellikleri

Oryza cinsi 22'si yabanil olmak Uzere 24 tir igcermektedir (Yamaki vd, 2013).
O.sativa sensu lato subspp indica ve japonica turlerini, O.rufipogon sensu lato subspp
nivara (tek yillik) ve rufipogon (cok vyillik) tarlerini kapsamaktadir. Ek olarak, O.
glumaepatula ve O. malapuzhaensis yeni yabanil tlrler olarak Oryza cinsinde
degerlendirilmektedir (Vaughan vd, 2003). Bu tlrlerden O. sativa A, O. officinalis B, C,
D ve E genom tipine sahiptir. AA genom tipli Oryza tirleri arasindaki ilk farkhlagmalarin
2 milyon yil dnce bagsladigi tahmin edilmektedir (Vaughan vd., 2008). Tablo 1.1'de Oryza
turlerinin farklilasmasi gosterilmistir (Vaughan vd., 2008; Joshi vd., 2000; Yamaki vd.,
2013; Sanchez vd., 2013).

Tablo 1.1. Oryza tirlerinin genel ézellikleri

Tiir Adi Kromozom Genom Orijin
Sayisi (2n) Kaynag
O. sativa 24 AA ABD
O. glaberrima 24 AA Nijerya (USDA), Gana (USDA)
O. barthii 24 AA Sierra Leone ve Yeni Gine (USDA)
(O. breviligulata)
O. glumaepatula 24 AA Guney Amerika
O. longistaminata 24 AA Afrika, Hindistan
O. meridionalis 24 AA Avustralya (IRRI)
O. nivara 24 AA Hindistan (USDA)
O. rufipogon 24 AA Tayvan (USDA), Myanmar (USDA)
O. punctata 24,48 BB, BBCC Kamerun, Hindistan
O.malampuzhaensis 48 BBCC Hindistan
O. minuta 24 BBCC Filipinler (IRRI)
O. eichingeri 24 CC Sri Lanka (IRRI)
O. officinalis 24 CcC Tayland, Vietnam, Filipinler (USDA)
O. rhizomatis 24 CC Sri Lanka (IRRI)
O. alta 48 CCDD Guyana




Tablo 1.1. (Devam) Oryza tlirlerinin genel 6zellikleri

Tiir Adi Kromozom Genom Orijin
Sayisi (2n) Kaynag
O. grandiglumis 48 CCDD Brezilya (IRRI)
O. latifolia 48 CCDD Kosta Rika, Guatemala (IRRI)
O. australiensis 24 EE Avustralya (IRRI)
O. brachyanta 24 FF Kamerun (IRRI)
O. granulata 24 GG Laos (IRRI)
O. meyeriana 24 GG Filipinler (IRRI)
O. longiglumis 48 HHJJ Endonezya (IRRI)
O. ridleyi 48 HHJJ Malezya, Tayland (IRRI)
O. schlechteri 48 HHKK Papua Yeni Gine
O. coarctata 48 HHKK Asya

Ote yandan, Yamaki vd. (2013) kromozom yapisi ile ilgili olarak Oryza tirlerinin,
hibrit bitkilerde mayotik kromozomlarin eslesme afinitesine gére A'dan J'ye (I yok) dokuz
genomik tipe ayrildilarini ifade etmiglerdir. Fakat, ABD Tarim Bakanligi (USDA)
arastirma komitesi, 10 genotip (AA, BB, CC, BBCC, CCDD, EE, FF, GG, HHJJ, HHKK)
belirlemistir. Yapilan literatir taramasinda 10 genotip oldugu goérilmustir (Bkz. Tablo

1.1). Oryza turlerinin ¢ogu diploittir (2n=24). Fakat tetraploid (4n=48) olanlari da

mevcuttur (Sekil 1.1).

— AA

—4— BB
L BBCC

——— CC
— CCDD

EE

P

—— KKLL

FF

—.

€ HHLL

HHJJ

o

GG

Q. sativa, Q. nivara; O. rufipagon; O. barthil;
0. mendionalis, O. glumaepatula; O, longistaminafa;

Q. glaberrima
0. punclata

0. minuta

Q. officinalis
0. alta

0. australiensis

Q. coarctata

0. brachyantfa

O. ridleyi

Q. graruilala

Sekil 1.1. Oryza filogenetik agaci (Sanchez vd., 2013)
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Sekil 1.1’de kesik ¢izgi, allotetraploidlerin kdkenlerini belirtir. Dolu daire, anacin anne
babasini belirtir. Agik daire, tanimlanamayan diploid turlerini belirtir.

Buglne kadar, O. sativa ve O. glaberrima islah g¢alismalarinda yodun olarak
kullaniimis ve binlerce varyete tescil ettirilmistir (Vaughan, 1994). Yapilan ¢alismalarda,
O.sativa tlrdnin orijinlerinin yine diploid turler olan O. rufipogon ve O.nivara oldugu
gOsterilmistir (Mackill vd., 2012).

AA genomik tipe sahip yabanil tlrlerden Oryza sativa L. (¢eltik) taru kiltire alinmig
turlerle yakindan iligkilidir ve mevcut islah programlari icin vyararli kaynaklar
olusturmustur (Jena, 2010). Celtik genomunun yarisi tekrarlardan olusur. Bu bitkinin
genomu tahillar arasindaki en kiigiik genoma sahip olup (430 milyon nikleotit) 43.000-

63.000 arasli gen tasir.
Uluslar Arasi Celtik Arastirma Enstitisi (IRRI) 76.000’ni O. sativa turiinden olmak

Uzere, 80.000’'den fazla celtik varyetesini tescil ederek koruma altina almistir (Jackson,
1997). Celtik genetik kaynaklarindan 500.000’in Uizerinde cesit dliinyada ulusalararasi ve
ulusal gen bankalarinda korunmaktadir. Bu c¢esitlerin ¢ogunlugu az sayida gen
bankasindadir. En blyuk alti gen bankasi Asya'da bulunmaktadir ve tUumu beraber
dinyadaki toplam celtik ¢esitlerinin yaklasik % 70'ini barindirmaktadirlar.

Yabani cgeltik gesitleri, muhtemelen koruma ve kullanmalarindaki zorluklarindan
dolay! az sayida gen bankasinda ex situ olarak korunmaktadir. En genis yabani geltik
koleksiyonlari, Cin'deki CAAS (Cin Tarm Bilimleri Akademisi), CNRRI'de (Cin Ulusal
Piring Arastirma Enstitist) ve Uluslararasi kurulug olan IRRI kuruluslarinda
bulunmaktadir. Diger 6nemli celtik koleksiyonlari ise Endonezya Celtik Arastirma
Merkezi (ICRR), Tayland'daki Biyoteknoloji Arastirma ve Gelistirme Blrosu (BRDO),
Hindistan’daki NBPGR (Ulusal Bitki Genetik Kaynaklari Blrosu) ve Japonya'daki
NIAS’dir (Ulusal Tarimsal Biyoloji Bilimleri Enstitisu) (Anonim, 2010) (bkz. Sekil 1.2).
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Sekil 1.2. Diinya’da farkli enstitlilerdeki yabani ve kiltiire alinmig geltik ¢egitleri (Anonim,
2010).

Cesitler, bir cok 6zellige gore birbirlerinden ayrilabilirler. Bunlar, farkh su rejimlerine
adaptasyon, buyume aligkanliklari ve boylari, saplarinin renkleri, yapilari ve buyuklukleri,
yaprak ayalari, salkimlari, tane ve kabuk yapisi, tiylenme derecesi, soguk-hastalik ve

kurakliklara téleransi gibi pek ¢ok 6zellige baghdir (Takahashi, 1984).

1.2. Geltik (O. sativa) Tiiriiniin Morfolojik Ozellikleri

Celtik dik bir bitki olup glg¢li veya narin 1-1.8 metre yukseklikte farkli formlarda
bulunur. Gévde, 80-120 cm boyundadir. Kiimelenmis, i¢i bos, diz ve tlysuz bir yapiya
sahiptir. Yapraklari, 50-100 cm uzunlugunda ve 2-2.5 cm genigliginde olabilen paralel
damarli, dilsi veya kulaksi yapidadir. Cicek durumu dik veya egik, gevsek salkim, tek
cgicekli, gesitli uzunlukta dikenli veya dikensizdir. Tohum 2-3 mm kalinliginda, 5-12 mm
uzunlugunda olup bir salkim 100-150 adet tohum tasimaktadir (Khush, 1997; Anonim,
2013).
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Sekil 1.3. Oryza cinsinden 12 tiiriin genel gérintiileri (Sanchez vd., 2013)

1.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de Celtik

Tahillar dinyadaki besin mahsullerinin %80’ini temsil etmektedir. Tahillardan biri
olan geltik (Oryza sativa) diinya nifusunun yaklasik yaridan fazlasinin besin kaynagi
olarak yararlandigi en 6nemli UrGnlerden biridir (Khush, 1997). Celtik Antartika hari¢
dinyanin her yerinde yetistiriimekte olan yiksek ekonomik degere sahiptir (Tanweer vd,
2015). DUnya nafusunun artmasiyla beraber celtik Gretiminin de artirilmasi bir zorunluluk
haline gelmistir. Dunya piring Gretiminin % 46's1, baska bir deyigle 206.823 bin ton Urlun
hastalik, yabanci ot ve zararlilar nedeniyle kaybedilmektedir (Cramer, 1967).

Tarkiye’nin ilk yillarinda (1923’14 yillar) 100.000 da.’ in altindaki Utretim 30.000-
40.000 ton arasinda degisirken, ayni deger 1934’te 72.154 tonun Uzerine ¢ikmig; 1935’te
ise 100.000 tonu asmistir. 1936 yilinda c¢ikartilan “Celtik Kanunu” ile birlikte ekim
alanlarindaki sinirlama Uretime de yansiyarak 40.000-50.000 ton arasinda degisen
uretim 1940-1942 periyodunun disinda 60.000 ton’un Uzerine gikamamistir (Tagligil ve
Sahin, 2011). 2006-2011 yillari arasinda ekim alanlari (Dekar) ile tretim arasinda (ton
ve kg/da) pozitif yonde artan bir egilim varken, 2011 yilindan sonra ekim alanlar
artmasina ragmen verimde dlsUsler yasanmistir (Tablo 1.2) (TUIK, 2016).




Tablo 1.2. Tiirkiye'de celtik ile ilgili son 10 yilin verileri

Yil  Ekilen alan (Dekar) Hasat edilen alan (Dekar) Uretim (Ton) Verim (kg/da)

2006 991.000 990.433 696.000 703
2007 939.000 937.994 648.000 691
2008 995.000 994.929 753.325 757
2009 967.541 964.441 750.000 778
2010 990.000 989.664 860.000 869
2011 994.000 993.832 900.000 906
2012 1.197.247 1.196.639 880.000 735
2013 1.105.924 1.105.924 900.000 814
2014 1.108.844 1.086.487 830.000 764
2015 1.158.561 1.158.561 920.000 794

Yillardan beri tarimsal Uretim yonunden kendine yeterli 7 Ulkeden biri olarak
gosterilen Turkiye malesef tarimsal Uriin disaridan almak zorunda kalmaktadir ve yillar
gectikce disalim ihtiyaci artmaktadir (Gengtan vd., 2010). Ornegin; bazi yillarda Uretilen
urdn gereksinimimizi karsilamadigindan, 6zellikle ABD, Rusya, Bulgaristan, Yunanistan
ve Romanya’dan celtik ithalati yapiimaktadir. Turkiye istatistik Kurumu’nun (TUIK) dis
ticaret istatistiklerine bakildiginda toplam celtik ithalati 2012-2013 yillarinda 291 milyon
Turk Liras’'na mal olurken, 2014-2015 yillarinda ise yaklasik 2 kat artarak 532 milyon
TL'lik bir harcamaya ulagmistir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)'nun 2014 yilina ait istatistik
verilerine gore dunyada yaklasik 150 celtik ekim bolgesinde Turkiye 830.000 tonla 66.
sirada yer almaktadir (Anonim, 2016). Genis tarim arazileri, geltik ekimine uygunluklari
ve is gucl potansiyeli distintldiginde tlkemizin geltik Gretimi bakimindan bu kadar geri

siralarda kalmasini saglayan etmenler dikkate alinarak bilimsel ¢alismalar yapiimalidir.

Bitki 1slahi programlari ile gelistirilen verimli ve kaliteli cesitlerle insanlarin
beslenme gereksinimleri karsilaniyor olsa da diunya tarimi degisen biyotik ve abiyotik
cevresel baskilar nedeniyle ciddi sorunlarla kargilasmaktadir. Hektar bagina 10 ton geltik
alinmasi beklenilirken bu oran zararli bocekler ve hastaliklardan dolayr 5 tona kadar
dismektedir (Khush ve Jena, 2009). insanoglunun 2030’lu yillarda talebinin
karsilanabilmesi icin ¢eltik Gretiminin %40 oranlarinda arttiriimasi gerekmektedir (Khush,
2005). Bu hedeflerin basarilabilmesinde biyotik ve abiyotik baskilara karsi yiksek direng
gOsteren celtik cesitlerinin gelistiriimesi gerekmektedir (Selvaraj vd., 2012). Bunun
kontroll, piring kayiplarini azaltmak ve kimyasal ila¢ kullanmayi indirgemek igin etkili bir
yaklasim olan direngli ¢esitlerin Uretilmesiyle saglanabilir. Bu nedenle, strekli olarak yeni

cesitlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.



1.4. Bitki Islahi ve Genetik Cesitlilik

Bitkiler, insanlarin 6nemli besin kaynaklarindandir. Bitki islahi, insan eliyle cesitli
surelerde gergeklestirilen evrim olarak algilanabilir ve arkeolojik bilgilere gére on binlerce
yil 6nce yapilmaya baslanmistir. Bilindigi gibi tarimin kesfi ile beraber insanlar yerlesik
hayata gecmislerdir. Ancak, vyerlesik hayata geg¢meden Once tohumlar topraga
birakarak; bitkilerden daha iyi gelisme gosterenleri, hayvanlarca daha fazla tercih
edilenleri ve verimce ylksek olanlari bilingli ya da bilingsiz segmelere tabi tutmusglardir.
Bdylece, bitki 1slahinin en 6nemli ve temel ilkelerinden biri olan “segilim” ortaya ¢gikmistir
(Ulukan, 2007). Yapay olarak gelismis bu secilim ile zamanla kilttire alma gelismis ve
bunun paralelinde meydana gelen genetik degisiklikler evrimsel suregte bitkilerin yabani

formlarindan farkli olan yeni tirlerin olusumuna sebep olmustur (Nevo vd., 2002).

Klasik bitki i1slahi yontemleri, melezlemeyle elde edilen ve acilim goésteren yeni
doller arasindan Ustin genotipli olanlarin fenotipik secilimine dayanmaktadir (Eserkaya
Glulecg vd., 2010). Bitki 1slahgilar farkh teknikler kullanarak pek ¢ok bitki tlirinde daha
verimli, daha lezzetli, daha dayanikli cesitleri elde etmeyi hedeflemektedirler. Tarimsal
uretimde amag, bitkinin verim potansiyeline ulasabilmesi icin gerekli girdileri saglayarak
en iyi verimi elde etmektir. Bu yonden yapilacak c¢alismalarda islah¢inin en blyuk
yardimcisi bitkisel gen kaynaklaridir (Sehirali ve Ozgen, 1987). Genis genetik tabanli
cesitlerin gelistirimesi ise genetik degdisim miktari ile sinirhidir (Frankel, 1973; Arnold,
1978). Bitki 1slahinda en énemli ve temel amaclarindan biri genetik cesitliligi bitki
dizeyinde surdurmektir (Ulukan, 2007).

Genetik gesitlilik, bir tirtiin sahip oldugu bir genin degiskenligi yani farkhhgidir. Bir
Ozelligi belirleyen gen her zaman aynidir fakat genin allellerinin baz dizisi degiskendir.
Bu ise genetik cesitlilige neden olur. Ornegin; bir bitkinin gigek rengini belirleyen bir gen
igin farkli alleller ortaya gikabilir (Ornegin; pembe, mor, beyaz allel). Her bir durumda,
ayni gen cicek rengini belirler, fakat gene ait allellerinin DNA dizisi farklidir. Bireylerin
belirli bir karakter icin ayni genin farkli cesidine (alleline) ya da degisik gen
kombinasyonlarina sahip olmalari bireyler arasi genetik cesitlilige neden olur. Degisen
cevre kosullarinda bir tirin uzun siure hayatta kalmasi sahip oldugu populasyon ici ve
populasyonlar arasi genetik cesitlilik miktarinin korunmasina baghdir. Disik seviyedeki
genetik cesitlilik bireylerin degisen ¢evre sartlarina uyumunu ya da bu ortamda hayatta
kalabilmesini indirgerken, ekstrem kosullarda ise tiirlin ortadan kalkmasina neden olabilir

(Hansson ve Westerberg, 2002).

Genetik gesitlilik, genellikle genotip ve allel frekanslari, polimorfik lokus orani,

beklenen ve gbdzlenen heterozigotluk veya alelik gesitlilik ile él¢tlir. Populasyonlarin



yapisal iceriginde, populer olan Wright'in (1969) fiksasyon indeksi (FST) gibi
farkhlasmanin molekuller élguleri populasyonlar arasindaki allel frekanslarinin genetik
uzakliklarina dayanmaktadir (Nei, 1987; Laval vd., 2002). En yaygin olarak kullanilan
parametre, populasyonlar igerisindeki ¢esitlilik dlgtist, beklenen heterozigotluk ya da gen
cesitliligidir. Nei (1973) tarafindan tanimlanan olasi olarak populasyondan rastgele

segilen iki allel farklidir (Toro ve Caballero, 2005).

Yeni ve daha iyi 6zelliklere sahip bitki ¢esitlerinin gelistiriimesi biyoteknolojinin en
gbze carpan ciktilarindan biridir. Herhangi bir bitki 1slah programi baslatiimadan énce
mevcut germplasm arasindaki genetik gesitlilik dereceleri hakkinda bilgiler saglanmasi

¢ok 6nemlidir.

1.5. Genetik Cesitliligin Tespitinde Kullanilan Belirtecler
Genetik cesitlilik morfolojik (fenotipik), biyokimyasal ve molekuler (DNA) markirlar

kullanilarak belirlenebilir. Bununla birlikte, morfolojik karakterler ¢evresel faktorlerden
yodun olarak etkilendiklerinden yetistirme sirasindaki c¢evresel kosullara bagimlilik

gosterirler, ayrica bu tip karakterlerin tespiti icin genelde bitkinin olgunlagsmasi gereklidir.

Biyokimyasal markirlar ¢cevresel degdisikliklerden daha az etkilendiklerinden genetik
cesitlilik saptanmasi calismalarinda morfolojik karakterlere gére daha fazla basariyla
kullanilirlar. Bu markirlarin en buyudk dezavantaji genomun ¢ok kuguk bir bolumana
temsil etmelerinden dolayi var olan varyasyonlarin tespitinde yetersiz kalmalaridir (Rao,
2004). Ayrica bazi biyokimyasal markirlar bitkinin belli organlarina veya blylime
evresine gore degisiklik gosterebilirler.

Morfolojik ve biyokimyasal markirlarda karsilasilan kisitlamalar molekuler

markirlarin kullanimiyla beraber asilmistir.

1.5.1. Genetik gesitlilik tespitinde kullanilan molekiiler markirlar

Molekuler markirlar cevresel faktérlerden etkilenmezler ve analiz bitkinin herhangi
bir bliyime asamasinda yapilabilir. Molekuler belirteg, belirli bir genle beraber kalitilan
bir DNA pargasidir (Gllsen ve Mutlu, 2005). Genomun belirli bir bdlimnde tanimlanmig
olan gen yada gen bdlgeleri tzerinde bulunan bu DNA pargalari ilgili oldugu gen
bdlgesiyle kalitildigindan belirte¢ olarak isimlendirilir. Son yillarda molekiler belirteclere
dayali teknolojilerin gelistiriimesi ve uygulanmasi, yeterli DNA dizisi duzeyinde
polimorfizmi ortaya ¢ikarmak icin bireyler arasindaki ve populasyon igindeki genetik
cesitliligin tespitinde yeterli olan gulgli araclar sunmaktadir. (Kresovich vd., 1995;
Simmons vd., 2007).



Morfolojik ve biyokimyasal belirteclerin gevresel faktorlerden etkilenmeleri ve
polimorfizm oranlarinin distk olmasi gibi dezavantajlarindan dolayr molekuler belirtegler
populasyon ici ve arasindaki genetik cesitliligin tespitinde tercih edilir bir duruma
gelmigtir. DNA polimorfizmini dederlendirmek Gzere molekiler belirteclerin cesitli tipleri
kullanilir. Bunlar; hibridizasyon temelli belirtecler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

temelli belirtecler olmak Gzere iki sinifa ayrilir:

1.5.1.1. Hibridizasyona dayali molekiiler (RFLP) belirtegler

Kesilmis Parca Uzunluklari Polimorfizmi (RFLP): RFLP belirteci, hibridizasyon
temelli ko-dominant bir belirte¢ sistemidir (Sambrook vd., 1989). RFLP belirtecleri
(Botstein vd., 1980) dokulardan izole edilen genomik DNA’nin nikleik asit dizilislerini
taniyan DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve olusan DNA parcalarinin
elektroforezde ayrildiktan sonra naylon veya nitroseliiloz membrane transfer edilerek
DNA problariyla etiketlenmesi esasina dayanir.

RFLP belirtecleri ile turler ici ve turler arasindaki farklilik kolayca belirlenir.
Guvenilir, esbaskin (kodominant) o6zellikte olup polimorfizm orani orta dizeydedir
(Yildirnrm ve Kandemir, 2001). En 6nemli dezavantaji ise maliyetinin ylksek olmasi, fazla
zaman, isgUlcu gerektirmesi ile fazla miktarda ve kaliteli DNA’ya gereksinim duyulmasidir
(Walton, 1993).

1.5.1.2. PZR teknigine dayali molekiiler markirlar

Bitkilerde genetik iligkileri ortaya ¢ikarmada kullanilan ilk DNA belirteci olan RFLP
yonteminin maliyetinin ylksek olmasi ve yavas olmasi PZR’a dayali molekuler
belirteclerin gelismesine neden olmustur (Wu vd., 2005). PZR’nin kesfi ile DNA
polimorfizmi tespitinde kullanilan yeni belirte¢ sistemleri ortaya koyulmustur. Bu
belirteclerden bazilari RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter-
Simple Sequence Repeat), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), SRAP
(Sequence Related Amplified Polymorphism), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Region Markers) ve mikrosatellitlerdir (SSR-Simple Sequence Repeat). AFLP,
RAPD ve ISSR dominant molekuler belirte¢; SSR, RFLP ise ko-dominant molekuler

belirteclerdir. Bunlarin her biri belirli avantaj ve dezavantajlara sahiptir (Wu vd., 2005).
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Tablo 1.3. En sik kullanilan PZR temelli belirteglerin karsilastiriimasi

Behrt_eg Polimorfizm Dominanthk Verimlilik Otomasyon Maliyet
Teknigi

POGP  Yiiksek Dominant  yuycek  OrtalYiksek  Diisiik
Kodominant
RAPD  Orta/Yiksek Dominant Dusik Orta Dusuk
SCAR Yiksek Kodominant Yiksek Orta Orta
AFLP Yiksek Dominant Yiksek  Orta/Yiksek Orta
SSR Yiksek Kodominant Yiksek  Orta/Yiksek Duislk
ISSR Yiksek Dominant Orta Orta/YUksek Duslk

SRAP Yiksek Kodominant Orta Orta/YUksek Duslk

Rastgele cogaltiimis polimorfik DNA (RAPD) markirlari:

Williams vd., (1990) tarafindan gelistirien RAPD teknigi basit ve kisa
oligonlkleotid primerler kullanilarak genomik DNA’nin rastgele bdlgelerinin
¢ogaltilmasidir. PZR UranU elde edebilmek icin primerin DNA zinciri Uzerinde 200 ile
2000 b¢ mesafede rastgele farkli dizinlere yapismasi gerekir. RFLP’nin tersine az
miktarda DNA’ya gereksinim duyulmasi, zaman ve maliyet yoninden olumlu olmasina
ragmen dominant belirte¢ (Corazza-Nunes vd., 2002) olmalari nedeni ile yorumlanmasi
zor, guvenilirligi sinirl ve tekrarlanma olasiliklari eger optimizasyon c¢alismalari

yapilmamigsa oldukc¢a distktar (Lavi vd., 1994).

Sekansi belirlenmis ve codaltiimis polimorfik diziler (SCAR) markirlari:

SCAR belirte¢ tekniginde, RAPD ve ISSR gibi marker spesifisitesi disik olan
belirteclerden elde edilen bantlar jel Gzerinde kesilerek klonlanir ve dizi analizi yapilir. 3’
sonlarindaki DNA zincirlerinin tespit edilmis olmasiyla bu lokuslara 6zgl daha uzun,
dolayisiyla da daha 6zgll primerler tasarlanir. Ornegin; Dizi analizi sonucu elde edilen
spesifik fragmentlere gore, ilk 10 bazi orijinal RAPD primerinden sonraki 14 bazi internal
dizilerden olugan 24 nikleotidlik yeni bir primer sentezlettirilir. Bu primerler PZR
analizlerinde kullanilarak SCAR markirlarinin olusturulmasinda kullanilir. Bu markirlar
kesim enzimleri ile kesilir ve kodominant markirlara dondsturilebilinir. Elde edilen
markirlarin ISSR ve RAPD’e goére tekrarlanabilirligi daha yuksektir (Paran ve
Michelmere, 1993; Chawla, 2002).

Basit tekrar dizileri (SSR) markirlari:

SSR belirte¢ teknigi, 1993’'te Rafalski ve Tingey tarafindan rastgele tekrarlanan
DNA bélgeleri hedef alinarak gelistirilen bir tekniktir. Okaryotik canli genomlarda bulunan
ardisik tekrarh 2-6 nukleotitli gruplara [(AT)n, (GT)n, (ATT)n ve (GACA)n gibi]
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mikrosatellit denir. Mikrosatellitler, ayni zamanda STR veya SSR olarak adlandirilir ve
11-60 b¢ uzunlugundaki tekrarlardan olusan minisatellitterden (VNTR) farklidir (Tautz,
1989; Gulgen ve Mutlu, 2005). SSR'lerin etrafindaki DNA dizileri ayni tlrun bireyleri
arasinda korunmuslardir. Ardisik SSR tekrarlarinin sayisindaki farklilik, PZR sonucunda
farkl uzunlukta parga olusturur. Bu teknik bu durumu temel alarak galigir. Zaman alici

bir teknik olup ve emek istedi de yuksektir.

Basit ic dizi tekrarlari (ISSR) markirlari:

ISSR (Basit i¢ dizi tekrarlar), ilk defa Zietkiewicz vd. (1994) ve Gupta vd. (1994)
tarafindan geligtirilen dominant bir belirte¢ teknigidir. Bu yéntem, ylksek oranda
polimorfizm saglamasi agisindan avantajlidir. ISSR belirtecleri genomik DNA’y1 hedef
alan ve DNA Uzerindeki tekrarli bolgeler olan ve SSR (mikrosatellit) olarak adlandirilan
bolgeler (100-3000 baz cifti) arasinda kalan parcalarin spesifik u¢ baglantili bir primer
kullanarak ¢ogaltiimasi esasina dayanmaktadir (Zietkiewicz vd., 1994; Bornet vd., 2002).
Dolayisiyla, primer olarak genomlarda 2, 3, veya 4’li sekilde tekrar eden nukleotid dizileri
kullanilir (Gulsen ve Mutlu, 2005). Genom boyunca rastgele dagilimlari olan SSR
bdlgelerinden birbirlerine yakin olanlarinin aralarindaki bélgeler PZR ile ¢gogaltilir (Sekil
1.4).

HHHRRRRRERRRRRRRRRRRRR RN
----- Tekrarlar
i s :: Primerler
PZR sireci
ML TTTTIITITTTITTTTTT LRI TTTTTTTTTTITIIT
LU L T RERNSNANARRRNRENR e Al

Sekil 1.4. SSR ve ISSR karsilastirmasi (Yip vd., 2007).

SSR, tek bir tekrar bolgesini hedefleyen primerler kullanirken; ISSR, iki tekrar
arasindaki bolgeyi cogaltmak icin tekrarlar igeren tek bir primer kullanir (Yip vd., 2007).
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Cogaltilmis fragment uzunlugu polimorfizmi (AFLP) markirlari:

AFLP ya da c¢ogaltiimis parga uzunlugu polimorfizmi Vos vd. (1995) tarafindan
geligtiriimis PZR temelli bir tekniktir. AFLP analizi polimorfizm tespiti i¢cin son derece
duyarli bir ydntemdir. Aslinda RFLP ve PZR kombinasyonudur. Kisa surede ¢ok sayida
lokusun tahlil edilmesi, AFLP’nin gok buyuk avantajidir. RAPD ile karsilagtirildiginda,
AFLP duisuk hata oranlari ile tekrarlanabilirlik orani yiksektir (Jones vd., 1997).
Uygulanabirligi, RAPD teknigine gore kolay olmasa da RFLP teknigine gbre daha
kolaydir. Kurulus asamasinda maliyet gerektirir (Walton, 1993). Masraf, is glcu

gereksinimi ve glvenilirligi RAPD ve RFLP arasinda yer alir (Maughan vd., 1995).

Dizi iliskili cogaltilmis polimorfizm (SRAP) markirlari:

SRAP belirtegleri, 2001 yilinda Li G. ve Quiros C.F. tarafindan Brassica cinsinde
haritalama ve gen etiketleme galismasinda gelistiriimistir. Acik Okuma Cergevelerinin
(ORF, Open Reading Frames) ileri ve geri primerler ile amplifikasyonunu temel alirlar.
ileri ve geri primerler 17-18 baz uzunlugundadir ve ilk 10-11 baz 6z (core) sekanstir ve
bu bolge ileri primerde CCGG, geri primerde ise AATT sekansi ile devam etmektedir.
SRAP markirlarinin %20'si kodominanttir (Li ve Quiros, 2001). Basit, guvenilir, orta

verimlilikte ve ylksek otomasyonu olan bir tekniktir fakat 6zel primer dizayni gerektirir.

Her bir markir sistemi avantaj ve dezavantajlara sahiptir (Powell vd., 1996). ISSR
yontemi RAPD yontemi ile ¢ok benzer bir yontemdir. RAPD belirteglerinin duguk
uretkenligi, AFLP belirteclerinin yuksek maliyeti ve primer sentezlenebilmesi icin sekans
bilgisinin gerektigi SSR belirtecleri, bir ¢ok calismada ©6nemli kisitlamalar

olusturmaktadir.

1.5.1.2.1. Peroksidaz gen polimorfizm (POGP) markirlari
Oksidoreduktazlar sinifina dahil olan peroksidazlar, hayvan, bitki, mantar ve
mikroorganizmalarda indirgenme-yukseltgenme tepkimelerini katalizleyen bir enzim
grubudur (Topgular, 2006) . Diger organizmalarda oldugu gibi bitkilerde de peroksidaz
genlerinin cesitli molekuler formlari ve genis bir hlcre alti dagilimi goérulmektedir.

Peroksidazlar, yapisal ve katalitik 6zelliklerine gére 3 sinifa ayrilmiglardir:

e Sinif | peroksidaz ailesi; hayvanlarda glutatyonperoksidaz, miyeloperoksidaz,
eozinofilperoksidaz, laktoperoksidaz, ve prostoglandinperoksidaz sentazin bazi
kisimlari gibi enzimleri icerir. Glutatyonperoksidaz, hayvan peroksidazlari arasinda

gosterilmesine ragmen aktivitesi bitkilerde de saptanmistir (Welinder, 1991; Churin
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vd., 1999).

o Sinif Il peroksidaz ailesi; hayvan, bitki, bakteri, mantar ve mayalarda bulunan
katalazlarin olugturdugu ailedir.

o Sinif lll peroksidaz ailesi ise; bitki, mantar, bakteri ve mayalardaki peroksidazlardan

meydana gelir (Taurog, 1999).

Primer yapilarinda bazi farkliliklar bulunan bitki peroksidazlari da 3 alt sinifa
ayrilmaktadir. Sinif | bitki peroksidazlari, bakteriyel peroksidazlarla iligkili intraselller
peroksidazlari igerir ve bunlar gelismis bitkilerdeki kloroplastlar ve sitosoldeki hidrojen
peroksidin uzaklastirimasindan sorumlu ana enzim olan askorbat peroksidazlari i¢ine
alir. Sinif Il bitki peroksidazlari fungal peroksidazlari da kapsayan (MnP, LiP vb.)
ekstraselller peroksidazlari igcerir ve monomerik glikoprotein yapida olup lignin yikiminda
rol alrlar. Sinif Il bitki peroksidazlari ise hem intraseliler hem de ekstraseliler
peroksidazlari iceren monomerik glikoprotein yapisindadir (Robinson, 1991; Wada vd.,
1998). Bunlar, hidrojen peroksidin kloroplast ve sitosolden uzaklastiriimasi, toksik
bilesiklerin oksitlenmesi, hicre duvarinin biyosentezi, yaralanmalara kargi savunma
yanitlarinin olusturulmasi, indol-3-asetikasit metabolizmasi, etilen biyosentezi gibi farkh

dokulara 6zgi cesitli fonksiyonlara sahiptir (Poulos vd., 1993; Ocal, 2012).

Tablo 1.4. Bitki peroksidazlarinin siniflandiriimasi (Hiraga vd., 2001)

Sinif Uye Orijin Molekiiler kiitle (kDa)
Sitokrom ¢ peroksidaz .
(EC 1.11.1.5) Maya ve bakteri 32-63
I Katalaz peroksidaz .
(EC 1.11.1.6) Bakteri ve mantar 150-240
Askorbat peroksidaz (EC 1.11.1.6) Bitki 30-58
Manganez bagimli peroksidaz )
" (EC 1.11.1.13) Mantar 43-49
Ligninaz (EC 1.11.1.14) Mantar 40-43
I Peroksidaz Bitki 28-60

(EC 1.11.17, POX)

Sinif 11l bitki peroksidazlari (EC 1.11.17, POX) 1855 yilinda tanimlanmis ve takip
eden bir kag on yil sonra saflastinimiglardir (Hiraga, 2001). Peroksidazlarin 28 kDa’dan
60 kDa’a kadar degisen molekiler agirliklarinin %25 kadari karbonhidratlardan
olusmaktadir (Duran ve Esposito, 2000). HRP-Bayirturpu peroksidazi (Horseradish
peroxidase), salgam peroksidazi, Japon turpu peroksidazi ve yag palmiyesi
peroksidazlarinin sirasiyla %18, %12-18, %20 ve % 37 karbonhidrat icerdikleri rapor
edilmistir. Glinimuze kadar bilinen peroksidazlarin gogu momomerdirler. Ornegin: geltik
peroksidazi (48 kDa) ve pamuk peroksidazi (48 kDa), HRP’nin 44 kDa molekiiler
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agirhginda bir monomerik bitki enzimi olduklari rapor edilmistir (Fatima ve Husein, 2008).

Bitkilerin blylime ve gelisimlerinde anahtar rol oynayan peroksidazlar baslica
hicre duvarinda bulunmaktadirlar. Ek olarak, kotiledonlarda ve yapraklarda, yaralanan
gobvdelerde, cicek saplarinda bulunduklari bilinmektedir. Bu dokularin, hicrelerinde
cekirdekte, mitokondride, ribozomda hiicre duvari ve membran ile ekstraselller
bolgelerde yer aldigi bulunmustur (Martinez vd., 2000; Passardi vd., 2005). Bitki
peroksidazlari, bitkisel hiicrelerde de blylk oranda bulunurlar. Bitki peroksidazlari
(POXs, EC 1.11.17), bir multigen ailesine aittirler ve patojen enfeksiyonu, bocek
toleransi, tuz toleransi, oksin yikimi, htcre duvar lignifikasyonu, gimlenme ve oksidatif
stres ve bitki senesensi gibi bir¢cok fizyolojik olayda 6énemli rol oynarlar (Passardi vd.,
2005; Gllsen vd., 2007). Peroksidaz enzimi, olumsuz dis etkilere maruz kalindiginda
uretilen zararli oksijen radikallerinin seviyesini dizenleyerek, stperoksit dismutaz (SOD)
ve katalazin da dahil oldugu bitki hicresinin korumada gorevli enzim kompleksinin bir
parcasini olusturmaktadir (Bakardjieva vd., 1996). Yapisinda hem proteini iceren
peroksidazlar O, radikali ve H>O- (hidrojen peroksit) varligi halinde bu bilesikleri okside
edebilirler. Peroksidaz proteinleri, bir elektron tasiyicisi olarak hidrojen peroksit
araciligiyla fenolik bilesikler ve hidrokinon benzeri ¢ok sayida aromatik bilesenin
dehidrojenasyonunu katalizleyen bir hem yapisina sahiptirler (Banci, 1997; Kim vd.,
2000). Hem grubunda bulunan demir (Fe) katalitik aktivitelerden sorumludur. Bu
nedenlerle, peroksidazlar yuksek derecede korunmus 3 motife sahiptirler (Hiraga vd.,
2001) :

e Distal Hem-baglayan bdélge,
e Fonksiyonu bilinmeyen bir merkez bolge

e Proksimal Hem-baglayan bdlge

Gulnimuzde, dominant olan AFLP, RAPD ve ISSR ile kodominant olan allozimler,
mikrosatellit molekuler markirlar kadar hem dominant hem de kodominant 6zellige sahip
Peroksidaz gen polimorfizm (POGP) markirlari populasyon genetigi, molekuler
haritalama, ¢esit identifikasyonu, molekdler islah, tohum saflik testleri gibi ¢calismalarda
sikhkla kullaniimaktadir (Obinger vd., 1996; Louarn vd., 2007). POGP markirlarinin
farkhhgi, maruz kalinan stres faktorlerini yansitabilecegi icin farkh cografik bolgelerde
bulunan bitki genotipleri arasindaki akrabaligi tanimlamada, biyotik ve abiyotik stres
varliginda olusan gen ifadesi ¢alismalarinda da kullanilabilmektedir (Gulsen vd., 2007).
POGP markirlart hem dominant hem de kodominant markirlar Uretirler (Gulsen vd.,

2010a). Bunun yaninda, disik maliyetli olduklari ve ylksek derecede polimorfizm
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gosterdiklerinden dolay! bitkiler aleminde yaygin bir markir olarak kullanilabilirler
(Obinger vd., 1996).

1.6. Konu ile ilgili Yapilmis Onceki Galigmalar

Peroksidaz gen temelli markirlar kiltire alinmis birgok tlirde genetik akrabalik ve
filogenetik analizlerinde kullaniimistir. Son yillarda POGP markir teknigi kullanilarak
yapilmis bu tir ¢alismalarda ekonomik agidan énemli zirai bitki turlerinin genetik gesitlilik
seviyeleri tespit edilmis ve bu verilerin c¢alisilan c¢esitlerin 1slah programlarinda
kullanilabilecedi 6nerilerinde bulunulmustur.

Glulsen vd. (2007) manda otu [buffalograss, Buchloe dactyloides (Nutt.) Engelm]
genotipleri ve 8 farkl ¢im arasinda POGP markirlari ile 100-750 bg (baz ¢ifti) araliginda
41’i polimorfik 52 adet bant elde etmislerdir.

Gulsen vd. (2010b) toplam 192 adet elma (Malus spp.) genotipi analizinde POGP
yontemi kullanmiglardir. 14 adet spesifik peroksidaz primeri kullanarak 44’G polimorfik
olmak Uzere 80-1000 b¢ araliginda 46 bant elde etmislerdir. POGP yénteminin elma
genotipleri arasindaki genetik yakinhgi ve evrimsel iligkiyi tespitinde kullanigh oldugunu
bildirmislerdir.

Gulsen vd. (2010a) Citrus turleri igin yaptiklari galigmada farkli markirlar yaninda
POGP markirlarini da kullanmislardir.

14 peroksidaz gen primeri ile 80 Citrus turu kullanilarak yapilan baska bir
calismada Uretilen 148 bandin 147’si polimorfik olarak bulunmustur (Uzun vd., 2014).

Benzer sekilde; Turkiye’de gelistirilen 14 fasulye gesidi SRAP ve POGP markirlari
kullanilarak genetik gesitlilik seviyeleri bulunmustur (Ceylan vd., 2014). Yine 67 fasulye
cesidi icin POGP markirlari ile analizler gergeklestiriimistir (Nemli vd., 2014).

Bir bagka calismada, 13 peroksidaz gen primeri ile yapilan analizlerde karpuz
cesitlerinde %98 gibi yiiksek polimorfizm elde edilmistir (Ocal vd., 2014).

Mirzavand vd. (2016) peroksidaz gen temelli markirlarla 100 yabani fistik ¢esidinde
genetik akrabalik ve populasyon yapisini ortaya koymuslardir. Ortalama 0.65 degerinde
0.29 ile 1.00 arasinda degisen akrabalik dereceleri belirlemiglerdir.

Pinar vd. (2016)’'da 8 peroksidaz gen primeri kullandiklari ¢calismada 69'u Turk,
27’si yabanci kdkenli badem cesidi igin % 94°U polimorfik olmak Uzere 89 bant elde
etmislerdir.

Tarkiye’de gelistirilen bazi celtik ¢esitlerinde ise genetik cesitlilik seviyesi bugline
dek sadece RAPD markirlari ve tohum depo proteinleri ile belirlenmistir (Buyukunal Bal
ve Bay, 2010).

Vizyon 2023 (Biyoteknoloji Ve Gen Teknolojileri Stratejisi) Projesi'nde Tarim
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Biyoteknolojisi ve Gen Teknolojileri baghgi altinda siralanan 5 stratejik hedefin (Vizyon
2023, s. 16) gerceklestiriimesi sltresince “Molekiiler Markor Teknolojileri’nden etkin
sekilde faydalaniimasi gerekliligi vurgulanmistir. Bilindigi gibi i1slah galismalari sirasinda
yapilan tarla denemeleri zaman alici, ylksek maliyetli ve fazla is gucu gerektiren
uygulamalardir. Bundan dolayi, Turkiye’de geligtirilen celtik cesitlerinin dunyayla
eszamanli olarak genetik cesitlilik ve akrabalik derecelerinin Molekuler Markor
Teknolojileri yardimiyla tespit edilmesi oldukg¢a énemlidir. Celtik Uzerinde peroksidaz gen

polimorfizmine dayali henlz bir galisma yapilmamistir.

1.7. Caligmanin Amaci

Bu tez calismasinin amaci:

o 46’s1 yerli 4’0 anag¢ toplamda 50 ¢eltik ¢gesidinden elde edilen DNA 6érnekleriyle 14
adet peroksidaz gen (POX) primer cifti icin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
optimizasyonu yapmak,

e POGP markirlarinin celtikler icin polimorfizm bilgi igerigi ve ayirma gucind tespit
etmektir,

e Optimize edilen PZR kosullari kullanilarak peroksidaz gen polimorfizmine (POGP)

dayal markirlarla celtik ¢esitleri arasindaki genetik iliskiyi ortaya koymaktir.

Sonug¢ olarak, polimorfizm oraninin yuksek oldugu belirtilen peroksidaz gen
markirlariyla Ulkemizdeki geltik ¢esitlerinin genetik c¢esitlilik seviyelerinin daha net bir
sekilde belirlenmesi hedeflenmektedir. Bdylece, Ulkemizde ekimi yapilan celtik
cesitlerinin gelistiriimesi amaciyla yapilan islah c¢alismalarinda kullanilabilecek
ebeveyn cesitlerin genetik cesitlilik ve genetik akrabalik seviyeleri belirlenerek yeni

cesitlerin eldesinde kullanilabilecek veriler saglanacaktir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Bitki Materyali

Bu calismada, Ulkemizde gelistiriimis 46 celtik ve 4 adet orijin ¢esit (Baldo, Balilla,
Rocca ve Veneria) olmak Gzere 50 celtik ¢esidi kullaniimistir. T.C. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanhgi'na bagh Trakya Tarimsal Arastirma Enstitusi’nden (TTAE) 46,
Karadeniz Tarimsal Aragtirma Enstitisu’nden (KTAE) ise 4 gesit temin (Kizilirmak,
Bafrayildizi, Mevlitbey, Karadeniz) edilmistir. Celtik ¢esitleri ile ilgili bilgiler Tablo 2.1’de

verilmigtir.

Tablo 2.1. Calismada kullanilan celtik ¢esitleri

Si2 | Gesit Ad Orijini V(ir@']’)“ ('i e T‘;?I‘:"
1 Ergene Delta X Zoria 700-750 100 1990
2 Meric Delta X Akgeltik 750-850 100 1990
3 ipsala Rodina X Delta 750-850 110 1990
4 Demir Plovdiv X Lido 800-900 85 2000
5 Negis Vialone Nano X Sequial 700-750 102 2002
6 Gonen Bonni X Shinei 700-750 101 2002
7 Ece 8203-TR413-6-1-11)(8260-TR470-6-1- 800-900 90-95 2004
8 Kirkpinar ipsala X 80110-TR253-4-1-1 700-750 | 100-105 2004
9 Sumnu Rialto X Koral 800-900 85-90 2006
10 Beser ipsala Mutasyon 700-750 100 2006
11 | Aromatik-1 Introdiksiyon (YRF-204) 600-700 75-80 2007
12 Gala Osmancik-97 Seleksiyon-2 800-1000 95 2009
13 Hamzadere Demir X 83013-TR631-4-1-2 800-1000 95 2011
14 Gakmak Trakya X N1-41T-1T-0T 800-1000 | 95-100 2011
15 Pasali Osmancik-97X82070-TR480-1-1-1-1 750-900 95-100 2011
16 Mis-2013 YRF-204 X Osmacik-97 800-850 98 2013
17 Kale Demir X 82079-TR-489 850-900 91 2013
18 Yatkin Silrek-95 X 92057-TR467-12-1 800-1000 100 2013
19 | Siirek-M711 Sirek-95 Mutasyon 2007-7-1-1 800-1000 99 2013
20 IMI-2521 Clierfield X Duragan 800-900 95 2015
21 IMI-2554 Halilbey X Clierfield 800-900 100 2015
22 Akgeltik Tirkiye 500-550 | 100-105 X
23 Sarigeltik Tirkiye 500-550 95-100 X
24 Karacadag Tarkiye 500-600 104 X
25 Karadeniz Roma (1) X Silla 700-800 110 2003
26 Kizilirmak N1,41 T-1T-0TX8317-TR 635-1-2 650-800 80-95 2005
27 Mevlitbey Drago (BG) X Kral 700-750 X 2012
2g | Manyasyids IR66160-5-2-3-2 X Veneria 800-850 | 96 2013
29 Halilbey ipsala X Veneria 800-900 | 90-100 | 2004
30 Kiziltan Veneria X Thainato 750-900 75-85 | 2007
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Tablo 2.1. (Devam) Calismada kullanilan celtik cegitleri

Sia | Gesit Adi Orijini V(iré’;" ('i?ny) T‘;",flf"
31 Tunca Rocca / Thainato o 90 2009
32 Yavuz Rocca X 1979-70-1 700-750 100 2000
33 | Osmancik-97 Rocca X Europa 700-750 100 1997
34 Siirek-95 Rocca X Rodina 750-800 99 1995
35 Serhat-92 Rocca X Krasnodarsky-424 750-850 | 105-110 1992
36 Bafrayildizi Ballilla-28 (F) X TR666-8-1-1-1 650-815 X 2011
37 Kiral Gritna X Ballila 700-750 90 2000
38 Altinyazi Baldo X Ribe 750-850 | 105-115 1990
39 Trakya Baldo X Komsomolsky 850-900 | 110-115 1990
40 Edirne Baldo X Calendal 650-700 | 100-105 2004
41 Duragan Panda X Baldo 750-900 90-95 2007
42 Efe Baldo X Demir o | 100205 | 2011
43 | Tosyagiinesi Baldo X Savio 800-900 98 2011
44 Bigaincisi Baldo X Koral 750-800 104 2013
45 Kuplii Baldo X IR25571-31-1 800-900 100 2013
46 Kargi Baldo X Balilla 700-850 101 2002
47 Baldo italya 650-700 | 95-105 X
48 Balilla italya X X X
49 Rocca italya 700-750 | 90-100 X
50 Veneria italya 700-900 | 80-110 X

2.2. Celtik Tohumlarinin Gimlendirilmesi

Celtik cesitlerinin her birinden 20-25 adet tohum iclerinde kurutma kagitlari olan
9 mm c¢apli petrilere yerlestirilerek 13 saat 1sik, 11 saat karanlik ve % 60 nem derecesine
ayarlanmis iklim kabininde (Sanyo, MLR-350H) ¢cimlenmeye birakiimistir. Sulama distile
su ile yapilmistir.

Cimlenmenin ardindan yaklasik 15 cm uzunluguna erisen fidelerden DNA
izolasyonu icin yaprak materyali toplanarak DNA izolasyonuna kadar -20°C’de

saklanmistir.

2.3. DNA izolasyonu

Celtik yapraklarindan CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) ydntemi ile
genomik DNA izolasyonu yapilmistir (Doyle ve Doyle, 1990). Kullanilan liziz tamponu
asagidaki gibi hazirlanmigtir (Tablo 2.2).

Sterilizasyondan sonra eklenerek

tampona 200 ul B-merkaptoetanol

kullaniimistir.
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Tablo 2.2. % 2'lik CTAB liziz tampon bilesenleri

NaCl 4,095 gr
Tris 1M (pH=8) 5ml
CTAB (Cetyl trimethylammonium bromide) logr
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) (0.5 M) 2ml
PVP (Polyvynilpyrolidone) 0,5¢r
Distile su 50 ml'ye tamamlanip otoklavlanir.

Uygulanan olan 2XCTAB metodu basamaklari asagida verilmistir;

e Calismadan o6nce CTAB (Hexadecyltrimthylammonium bromide) tamponu
65°C’de isitilarak hazir hale getirilmistir.

e Sivi azotta 6gutilimis 100 mg bitki dokusu 2 ml'lik ependorf tlplere aktarilarak
Uzerine 1000 pyl CTAB tamponu eklenip homojen hale gelene kadar yavasca
pipetlenmigtir.

e Karisim tipl 65°C’de 30 dakika inkibe edilerek belli araliklarla tipler alt Gst
edilmistir.

e Tulpe esit hacimde kloroform:isoamil alkol eklenerek 10 dakika boyunca alt Ust
edilerek karistiriimistir.

e Karisim 9000 rpm’de 10 dakika santrifijden sonra Ustte kalan sivi kisim yeni 1.5
ml’lik tipe aktariimistir.

e Aktarilan miktarin 2/3'G kadar -20°C’de bekletilen isopropanol karisima
eklenmistir ve birkag kez alt Ust edildikten sonra -20°C’de 2 saat inklbasyona
birakilmigtir.

e Iinkiibasyon sonunda karisim tiipii 10.000 rpm’de 10 dk santrifijlenmistir.

o DNA peleti 300 pl % 70’lik etil alkol ile yikandi ve ¢eker ocakta veya ag¢ik havada
kuruyana kadar bekletilmistir.

e Kuruyan DNA peleti istenilen DNA konsantrasyonuna gore steril deiyonize suda

¢ozundardlmagtar.

2.4. DNA Miktar ve Saflik Tayini

PZR c¢alismalarinda bitki o6rneklerinden elde edilen DNA'nin Kkalitesi ve
konsantrasyonunun bilinmesi 6nemli ve gereklidir. Bu nedenle DNA miktar dlgumune
gecmeden 6nce izole edilen DNA drneklerinden 5 pl alinarak 0.5X TBE sollUsyonu
icerisinde bulunan % 0,8’lik agaroz jele yuklenmistir. % 0,8'lik Agaroz jelde 1kb DNA
ladder (Fermentas) ile birlikte yuarutilerek DNA'larin kalitesinin PZR c¢alismalarina

gecmek icin uygunlugu kontrol edilmigtir. Yurtutme islemi tamamlandiktan jeller UVipro
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jel dékiimantasyon sistemi (Uvitec, Cambridge, ingiltere) kullanilarak fotograflanmigtir.
Agaroz jelde ¢ok silik veya 1sikli yol seklinde goziiken drnekler icin DNA izolasyonu
tekrarlanmistir.

Orneklerin Nanodrop Spektrofotometre (ND-1000, Wilmington, USA) ile 260 ve
280nm dalga boyunda saflik ve miktar tayinleri yapilmigtir. OD sonuglarindan
hesaplanan DNA miktarlarina gére DNA drnekleri PZR c¢alismalari i¢in pl'de 2,5 ng

olacak sekilde distile su ile seyreltilmigtir.

2.5. PZR Caligmalan

Calismada kullanilacak olan POGP primerleri ile PZR calismalarinda net ve
guvenilir bantlar elde edilebilmesi icin basta rastgele segilen birkag celtikle PZR
optimizasyonu yapilmistir. Kullanilan POGP primerlerine ait bilgiler Tablo 2.3’de

verilmigtir.

Tablo 2.3. Calismada kullanilan POX primer bilgileri

Primer adi Baz dizisi
POX1F 5-CTCGACCTACAAGGAC-3’
POX1R 5-ATGTAGGCGCTGGTGA-3
POX2F 5-CTCGACGTCAAGGACCTC-3"
POX2R 5-GCCCATCTTCACCATGG-3°
POX3F 5°-CAACGAGACCAACATCGA-3’
POX3R 5-CCTGATCTGTCCCTGCG-3°
POX4F 5°-TTACGCTACATACAATTTCAA-3’
POX4R 5-ACTCGACTGCGACCAG-3°
POX5F 5°-CACACGATCGGGGCGATC-3°
POX5R 5-AATCTGCCGGCAGAGCC-3°
POX6F 5-TACCCGACGGTGAGC-3’
POX6R 5-CTTGATCGTACTGACTCTA-3"
POX7F 5'-CTCGACACAACCGATGTTG-3"
POX7R 5-TTCACAAACTAGTCACAATCACA-3°
POX8F 5°-CACCATCAAGAGCGTCATAAC-3°
POX8Rb 5-TTGCTAGAGCGAGCTGG-3°
POX9F 5- GGCGTCGGCGTCG -3°
POX9R 5°- ATCGGGAAGCTTCCCCTC -3°
POX10Fa 5°- CCACGCCCTCATCGC -3°
POX10Ra 5- CATCTGGCCGTGCGTC -3
POX11F 5- CCTTCTTCTTGCCATCTTGC -3°
POX11R 5°- CATATCGCTCCACGACCTTT -3°
POX12Fa 5°- CGAGCTGAGAGTGAATCGATC -3°
POX12Ra 5- CTTGAACGCCTGGATGAGC -3°
POX13F 5'- GACGGTTCTATTGGGAAGAAG -3°
POX13R 5- CATGAAAGTGATGAGATGGC -3°
POX14F 5°- CTCATCGTTAACGTCGCATC -3°
POX14R 5-GATGCAAGGAGTATAGTGCAAATG -3°

Optimizasyon igin 3 geltik ¢esidi (Yavuz, Negis, Kargi) secilerek her bir primer
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icin PZR karigimina, birbirinden bagimsiz olarak farklh oranlarda primer, MgCl,, dNTP,
enzim, kalip miktarlarinda degisiklikler yapilarak PZR’lar kurulmustur. Denenen kosullara
gbre en uygun gikan oranlarla 50 c¢eltik ¢esidi icin calismalara devam edilmistir. PZR
reaksiyonlari 13 pl'lik toplam hacimde 15 ng kalip DNA, 3,5 pM primer, 1X enzim
tamponu, 1.5 yL MgCl> (25 mM’lik), 10 mM dNTP karisimi ve 1 U Taq polimeraz enzimi
(Fermentas) olacak sekilde hazirlanmigtir.

Kullanilan POGP primerlerinin baglanma sicakliklari (Ta) hesaplanirken su formul

kullaniimigtir:

Ta = (A+T’lerin sayisi) X 2 + (G+C’lerin sayisi) X 4 °C

PZR amplifikasyonlari Applied Biosystems Veriti gradient termal déngu cihazi
(Applied Biosystems, CA, USA) ile gerceklestiriimistir. PZR doéngu kosullari 94°C’de 4 dk
baslangi¢ denatirasyon asamasindan sonra, 94°C’de 1 dk., 46-52°C’de 1 dk, 72°C’de 1
dk olmak Uizere 40 dongl ve takiben 72°C’de 7 dk. son uzama asamasini icermektedir
(Tablo 2.4).

Tablo 2.4. PZR Prosedlirti

Sicaklik(’C) Siire Dongii Sayisi
Ondenatiirasyon 94 4 dk 1
Denatiirasyon 94 1dk
Baglanma 46-52 1 dk 40
Uzama 72 1dk
Son Uzama 72 7dk 1

PZR o6rnekleri jelde yurutulene kadar buzdolabinda saklanmistir.

PZR Grunlerinin ayrimi igin yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile
etidyum bromr (0.5ug/ml) iceren agaroz jeller kullaniimistir. Bu % 1,4’lik agaroz jeller
Uzerinde, her bir kuyucuga 8 pl érnek ile 1pl yikleme tamponu karistirilarak yikleme
yapiimig ve 0.5 X TBE tampon ¢ozeltisi icerisinde beklenen bp buyukliklerine gére 100
bp plus DNA ladder (Fermentas) (bkz. Sekil 2.1) ile birlikte kosturulmustur (105 Volt, 120
dk).

22



g
g
=

3000 28,0

/o000 280
500 220
1200 250
R 1000 200 16/
— 000 27.0
1’ 800 27.0
— 7, 570 54
) 270 54
" 1—- 500 800 160

g — 400 300 60
e — 200 300 60

— 200 300 6.0

gy e € Cn
bhooo oo

—100 300 60

1.7% TopVidlon™ LE GQ Agarose (#R0491)

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5 Vfem, 1 h

Sekil 2.1. Fermantas Gene Ruler 100 b¢ DNA ladder Plus

Agaroz jeller yurutme isleminden sonra Uvitec Biolab marka jel dokimantasyon

sistemi (UVItec, Cambridge, UK) ile goruntilenmis ve fotograflanmistir.

2.6. Bant Okumalari ve Verilerin Degerlendirilmesi

Jel fotograflari Phoretix 1D Pro Software programinda analiz edilerek her bir primer
icin bantlar 1 (bant var) ya da 0 (bant yok) seklinde sayilip excel dosyasina
kaydedilmistir. Bu veriler kullanilarak gesitler arasindaki genetik benzerlik degerleri Dice
esitligi kullanilarak NTSYS-Pc.2.11 (Rohlf, 2000) programinda belirlenmistir. Yine ayni
programda bu benzerlik degerleri kullanilarak UPGMA (unweighted pair group method
with arithmetic mean) metodu ile ¢esitler arasindaki genetik iligkileri gdsteren
dendrogram ve Temel Bilesen Analizini (PCA) gosteren Ug¢ boyutlu bir grafik elde
edilmistir.

CGalismada kullanilan primerlerin “polimorfizm bilgi icerigi” (PIC) su formal yardimi

ile hesaplanmigtir:

PIC = 1- ¥ (pi)? (Smith vd., 1997).

Bu formulde pi ve pj, sirasiyla i. ve j. allellerin sikligini géstermektedir.

Her bir primer kombinasyonu igin “ayirma guct” (Rp) ise asagidaki formuille

hesaplanmistir:
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Ayirma guct (Rp) = IB

Bu formulde, IB ortalama bant bilgilendirme indeksini ifade eder ve

IB =1-[2x|(0,5 - Py)| ]

form0lu ile hesaplanir. Pi, analiz edilen 50 geltik ¢esidinde ilgili aleli icerenlerin oranidir
(Prevost ve Wilkinson, 1999).

Cesitlerin genetik yapisi ayrica STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard vd., 2000) yazilimi
yardimiyla kimeleme teknikleri kullanilarak da incelenmistir. STRUCTURE analizi ile
hem karistirma (admixture) modeli hem de drnekleme noktalari arasindaki ilintili alel
frekanslari hesaba katilarak celtik genotiplerinin ka¢ adet gen havuzundan olustugu

belirlenmisgtir.
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3. BULGULAR
3.1. Genomik DNA izolasyonu

Genetik materyallerin kullanilacadi buttin ¢alismalar igin DNA'nin basarili sekilde
saflastiriimasi gerekmektedir. Bu nedenle, bu calismada elimizdeki 50 celtik (Oryza
sativa L.) cesidi her birinden 20-25 adet tohum olacak sekilde iklim kabininde (Sanyo,
MLR-350H) cimlenmeye birakiimistir. Cimlenme sonrasinda yaklasik 15 cm boyuna
erigsen fidelerden geng¢ yapraklari toplanmis ve 2X CTAB ydntemi ile genomik DNA

izolasyonu basaril sekilde gergeklestirilmistir.

3.1.1. DNA’larin miktar ve saflik dlgumleri

DNA oérneklerin miktar ve saflik tayinleri Nanodrop spektrofotometre cihazinda
260-280nm dalga boylarinda okunarak tespit edilmistir. Miktar bakimindan en dusuik ve
en yuksek degerler sirasi ile 47,7 ng/ul (Aromatik-I) ve 1200,8 ng/ul (Sumnu) olarak elde
edilmistir. Ayrica, DNA drnekleri % 0,8’lik agaroz jellerde yarttllerek kontrol edilmistir
(Sekil 3.1).

M 123 456 78 9101112 13141516 17 1819 20 21 222324 2526 27 28

-
- . LS o o ~ -

Gt e Uuluiguslusunsive

M 29 30 31 3233 343536 3738 39 M 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

- - - 5 -

Cd Gl Gl bl S st B Gl S

U

Sekil 3.1. 50 adet geltik ¢cesidinin genomik DNA agaroz jel gériintiileri

ilk kontrollerden sonra safligi kétii olan érnekler igin yeniden DNA izolasyon
protokoll uygulanmistir. 50 adet celtik gesidinin DNA saflik ve miktar 6lgiimlerinin
sonuglari Tablo 3.1.'de verilmisgtir.
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Tablo 3.1. Celtik gesitlerinin DNA miktar ve saflik dederleri

DNA DNA

Cesid adi miktari (26(?/323:1 m) Cesid adi miktari (26(33f8hokn m)
(ng/pl) (ng/pl)

Ergene 228 1,96 Kizilirmak 3814 2,06
Meri¢ 458,4 1,99 Mevliitbey 293,3 1,98
ipsala 466,9 2,04 Manyasyildizi 323,6 2,04
Demir 442.7 1,95 Halilbey 452,3 1,95
Negis 488,4 1,76 Kiziltan 1255 1,98

Gonen 690,6 1,88 Tunca 682,1 1,67

Ece 464,4 1,86 Yavuz 204,2 2,07
Kirkpinar 938,3 1,94 Osmancik-97 547 2,01

Sumnu 1200,8 2,04 Siirek-95 762,5 1,91

Beser 799,1 2,13 Serhat-92 576,2 1,90

Aromatik-1 47,7 1,80 Bafrayildizi 402,1 1,95
Gala 1073,1 1,99 Kiral 690,1 2,02
Hamzadere 397 2,04 Altinyazi 312,8 1,89
Cakmak 279 2,06 Trakya 298 1,91
Pasali 586,8 2,09 Edirne 534,1 2,06
Mis-2013 990,6 1,90 Duragan 624,6 2,01
Kale 440,8 2,01 Efe 344,2 1,97
Yatkin 970,9 1,95 Tosyagiinesi 993,1 1,87
Siirek-M711 790,9 1,89 Bigaincisi 465 1,83
IMI-2521 265,3 191 Kiiplii 504,5 2,02
IMI-2554 1026,8 1,84 Kargi 257,6 1,78
Akcgeltik 123,1 2,02 Baldo 312,9 2,08
Sarigeltik 607,4 2,26 Balilla 589,2 1,87
Karacadag 560,7 2,06 Rocca 258,7 2,01
Karadeniz 317,7 1,84 Veneria 749,2 1,94

3.2. PZR Optimizasyonu

PZR galismalarinda kullanilacak olan primerlerin net ve guvenilir bantlar vermesi
icin PZR miktar ve reaksiyon kosullarinin optimum degerlerlerinin bulunmasi gereklidir.
POGP primerleriyle optimizasyon c¢alismalari igin denenen kosullar ve optimum kosullar

Tablo 3.2'de verilmistir.

Tablo 3.2. POGP primerleri igin elde edilen optimum ¢alisma kosullari

PZR parametreleri Test edilen degerler  Optimum sartlar
DNA kalip miktari (ng) 5,10, 12,5, 15, 20 15 ng
Magnezyum kloriir 25mM’hik (uL) 15,2,25 15uL
dNTP karigimi (mM) 5,6, 10 10 mM
Primer konsantrasyonu (M) 2,5,3,35 3,5 uM
Baglanma sicakhgi (°C) 36-59 46-52 arasinda
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Optimizasyon icin ilk asamada rastgele olarak 3 celtik ¢esidi (Yavuz, Negdis, Kargi)
secilerek her bir primer igin PZR karisimina, birbirinden bagimsiz olarak farkli oranlarda
primer, MgCl,, dNTP, enzim, kalip miktarlarinda degisiklikler yapilarak PZR’lar
kurulmustur.

Elimizdeki butln geltik ¢esitleri ile PZR ¢alismalarina gegmeden 6nce 3 ¢esit ile
yapilan PZR’larda denenen farkli parametreler arasindan en iyi sartlar; kalip DNAi¢in 15
ng, 25 mM’lik magnezyum klortr (MgClz) igin 1.5 pL, dNTP karigimindan 10 mM ve
primer konsantrasyonundan ise ileri ve geri toplam 3,5 uM kullanilarak elde edilen
sonuglar olmustur. Primerlerin baglanma sicakligi her biri i¢cin hesaplanan degerlerden
farkh olarak da denenmis (36 °C ile 59 °C arasinda) en iyi baglanma sicakliklari 46 °C
ile 52 °C arasinda degiskenlik gostermistir. Optimizasyon ¢alismalari sonucunda 14 adet
POGP primerinden POX2 harig¢ geri kalan butln primerlerle net ve glivenilir bantlar elde
edilmistir. Boylece, 13 adet POGP primeri sonraki PZR calismalarinda kullaniimak izere

belirlenmigtir.

3.3. PZR caligsmalari sonucu POGP primerlerinin Agaroz jel goriintuleri

50 adet celtik cesidiyle POGP primerleriyle gergeklestiriien PZR reaksiyonlarinin
jel goéruntuileri ise Sekil 3.2-3.14’de verilmistir (butin jeller igin M; 100bg DNA ladder plus,
—K; negatif kontrolt temsil etmektedir). Tum agaroz jelllerde PZR urGnleri ayni sira ile
yuklenmistir:

1- Ergene, 2- Merig, 3- ipsala, 4- Demir, 5- Negis, 6- Génen, 7- Ece, 8- Kirkpinar,
9- Sumnu, 10- Beser, 11- Aromatik-1, 12- Gala, 13- Hamzadere, 14- Cakmak, 15- Pasall,
16- Mis-2013, 17- Kale, 18- Yatkin, 19- Surek-M711, 20- IMI-2521, 21- IMI-2554, 22-
Akgeltik, 23- Sarigeltik, 24- Karacadag, 25- Karadeniz, 26- Kizilirmak, 27- Mevlitbey,
28- Manyasyildizi, 29- Halilbey, 30- Kiziltan, 31- Tunca, 32- Yavuz, 33- Osmancik-97,
34- Surek-95, 35- Serhat-92, 36- Bafrayildizi, 37- Kiral, 38- Altinyazi, 39-Trakya, 40-
Edirne, 41- Duragan, 42- Efe, 43- Tosyagunesi, 44- Bigaincisi, 45- Kupll, 46- Kargi, 47-
Baldo, 48- Balilla, 49- Rocca, 50- Veneria.
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Sekil 3.2. POX1F/POX1R primer kombinasyonu ile olugsturulan bant profilleri

M 2 3 4 56 78 91011 121314 15161718 19 20 2122 2324 M
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Sekil 3.3. POX3F/POX3R primer kombinasyonu ile olugturulan bant profilleri
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Sekil 3.4. POX4F/POX4R primer kombinasyonu ile olusturulan bant profilleri

M1 234567891011 121314 15161718 19 20 2122 2324 M

M 25 26 27 28 2930 31 32 33 3435 3637 38 39 40 4142 43 44 45 46 4748 49 50 MK

L R

Sekil 3.5. POX5F/POX5R primer kombinasyonu ile olugturulan bant profilleri
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Sekil 3.6. POX6F/POX6R primer kombinasyonu ile olugturulan bant profilleri

M12 3 4 56 7891011121314 15161718 19 20 2122 2324 M

M 25 26 27 28 2930 31 32 33 3435 3637 38 39 40 4142 43 44 45 46 4748 49 50 MK

Sekil 3.7. POX7F/POX7R primer kombinasyonu ile olugturulan bant profilleri
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Sekil 3.8. POX8F/POX8Rb primer kombinasyonu ile olusturulan bant profilleri

M1 2 3 4 56 789 1011 121314 15161718 19 20 2122 2324 M
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Sekil 3.9. POX9F/POX9R primer kombinasyonu ile olugturulan bant profilleri
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Sekil 3.10. POX10Fa/POX10Ra primer kombinasyonu ile olusturulan bant profilleri
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Sekil 3.11. POX11F/POX11R primer kombinasyonu ile olusturulan bant profilleri
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Sekil 3.12. POX12Fa/POX12Ra primer kombinasyonu ile olusturulan bant profilleri
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Sekil 3.13. POX13F/POX13R primer kombinasyonu ile olugturulan bant profilleri
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Sekil 3.14. POX14F/POX14R primer kombinasyonu ile olusturulan bant profilleri

3.4. POGP analizlerinin degerlendirilmesi

13 adet ileri ve 13 adet geri POGP primeri kullanilarak elde edilen bantlar Phoretix
1D Pro Software yardimiyla var (1) ya da yok (0) seklinde degerlendirilmis ve analizler
icin kullanilacak veri dosyalari hazirlanmistir. En fazla bant 22 bant ile POX11F/POX11R
primerinde, en az bant ise 1 monomorfik bant (1500 b¢ boyutunda) ile POX14F/POX14R
primerinde tespit edilmigtir. Batun primerler dikkate alindiginda bantlarin buyudklukleri
150 (POX5F/POX5R) ile 2500 bg (POX12Fa/POX12FR) arasinda degismektedir. Fakat
bantlar en ¢ok 300 ile 1000 b¢ arasinda bulunmaktadir. Primer basina ortalama bant
sayisi ise 12,3'tr.

Kullanilan 13 adet ileri ve 13 adet geri POGP primerinden toplam 160 bant
olusturmustur. En fazla bant 22 bant ile POX11F/POX11R primerinde, en az bant ise 1
monomorfik bant (1500 b¢ boyutunda) ile POX14F/POX14R primerinde tespit edilmistir.
POGPENE 1.31 ve GenAlex programlari ile polimorfik ve monomorfik bant sayi ve
ylzdelerinin hesaplandiginda; POGP primerleri ile elde edilen 160 adet bandin 14
tanesinin monomorfik, kalan 146 bant ise polimorfik oldugu tespit edilmistir. Bunu ylzde
olarak hesapladigimizda bantlarin % 8,75'i monomorfik, kalan % 91,25’ ise polimorfiktir.
Galisilan primerlerden POX14F/POX14R hari¢ hepsinde polimorfizm gézenmisgtir.
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Tablo 3.3'de primerlerin olusturdugu bant sayisilari ve polimorfik monomorfik
durumlari, yaklagik en kiguk ve en buyuk bant buydklukleri ile polimorfik bantlarin

yuzdeleri verilmistir.

Tablo 3.3. POGP analizi sonucu olusan bant ézellikleri

KomTarii:e‘l:;onu (°Té) Bant(Bg) T, M, PIC Rp '?.;')3
58;((]1_:; 46  180-1400 16 1 0,679 5,947 93,75
Egi((g:; 47 300-2200 15 1 0,841 4,056 93,3
58;((2:; 47  450-800 12 1 0,877 1,802 91,6
58;((2:; 47 150-1500 1 1 0,753 3,304 90,9
58;((2:; 50  200-2200 13 1 0,729 5,036 92,3
58;((;:; 47 300-900 8 1 0,741 1,552 87,5
PPOOX)éE:QFb 50 200-1400 13 1 0,704 4,310 92,3
Eg;((g:; 50 250-2000 11 1 0,664 1,181 90,9
Egiiggz 50 150-2000 12 2 0,653 2,763 83,3
gg;&ig 52 200-2100 22 - 0,849 8,585 100
Eg;iggg 50 200-2500 17 1 0,659 7,282 94,1
ggi&g; 47  300-1200 9 2 0,448 3,734 7
gg;&ig 52 1500 1 1 0 0 0

49,552
Toplam 160 14 Ort.: 0,716 (Ort.; 3,811) 91,25

Ta: Baglanma sicakligi, Tp: Toplam bant, My: Monomorfk bant, Bg: Baz ¢ifti buyUkligu,
PPB: Polimorfik bant sayisi, PIC: Polimorfizm bilgi igerigi, Rp: Ayirma gucu

Bu veriler kullanilarak cesitler arasindaki genetik benzerlik degerleri Dice esitligi
kullanilarak NTSYS-Pc.2.11 (Rohlf, 2000) programinda belirlenmistir. Yine ayni
programda bu benzerlik degerleri kullanilarak UPGMA (unweighted pair group method
with arithmetic mean) metodu ile c¢esitler arasindaki genetik iligkileri gb&steren
dendrogram elde edilmigir. Bu esitlige gore olusturulmus olan UPGMA dendrograminda

celtik cesitleri 0,60 ile 0,84 benzerlik katsayilari arasinda kimelenmeler gostermistir.
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Tablo 3.4. Celtik cegitleri arasinda genetik benzerlik (list matris) ve genetik uzaklik (alt
matris) degerleri

=
=1

—
=
L
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wn
o
-
ca
=

1a 1 12 13 14 15 16

BEE D 7375 0,7312 0,6188 6,6750 0,7063 0,687 0,7188 0,7375 0,6312 0,6500 ©,6375 0,643 0,600 0,6433 0,687
B,3845  **e* 97552 0,7188 6,7750 0,7562 0,725 0,7312 06,7750 8,6687 6,7000 ©,7250 ©,7183 0,6625 ©,7188 ,7562
0,3130 08,2794 % 07000 6,788 0,7615 0,6813 0,7500 0,7433 0,7625 0,6687 0,6813 0,6875 ©,7863 0,7125 0,720
0,4381 09,3302 09,3567  **** 0,788 0,7375 0,7438 0,715 0,6937 0,6758 8,6937 6,6813 ©,7525 0,718 90,6750 0,750
0,393 0,259 0,302 0,3302 T ,7312 0,735 0,7438 0,7250 0,7063 6,6750 ©,7250 0,743 ©,7080 90,7312 0,783
0,478 09,2794 09,2712 0,3045 ©,3130  *** 0,768 0,7875 0,7937 09,7750 @,7438 ©,7683 ©,7375 0,7562 0,750 0,750
0,3747 08,3216 0,3833 0,2951 6,3045 0,2630  **** 08187 0,750 8,7562 6,715 0,815 0,833 0,8125 0,7812 07312
0,302 09,3130 0,287 0,3390 0,2961 0,2389 0,2000 **** 0,8313 0,8125 0,7188 6,795 0,750 0,743 0,758 0,7750
0,3845 9,259 0,2051 0,365 6,326 0,2310 0,159 0,1848  **** 9,743 6,750 0,750 0,7183 0,7250 0,7433 0,7683
0,4601 0,4823 09,2712 0,3930 ©,3478 0,254 0,279 0,2876 0,961 **** @,7562 ©,743% 0,687 ©,7561 0,7088 09,7375
0,438 09,3567 0,023 0,365 ©,3930 0,2961 0,339 0,332 0,3216 8,279  ***T* Q7000 0,687 0,650 06813 0,743
0,4502 ,3216 0,3833 0,3838 0,3206 0,263 0,207 0,2310 0,3216 0,2961 6,367 **** 07433 0,7250 0,7433 0,733
0,4484 0,302 0,3747 0,712 6,296 0,3845 0,138 0,287 0,362 8,3747 0,403 ©,291 **** 90,7562 0,7625 0,765
8,5188 ,4117 08,3473 0,3382 6,367 0,279 0,207 0,2961 0,3216 8,27%4 6,4308 0,316 6,279  *** 7310 9,718
0,4484 09,3302 09,3398 0,3930 ©,3130 0,2877 90,2469 0,287 0,2961 0,357 ©,3838 0,261 ,2712 ,3130  ** 9,750
0,4823 0,2794 0,3216 0,877 6,263 0,2549 0,2469 0,2549 0,2630 0,3845 0,2961 0,263 ©,2712 0,332 0,2877  ***
0,287 09,2712 0,3138 0,3302 0,2389 0,2000 0,1549 0,2150 0,2549 08,2630 0,845 0,249 0,253 ©,3567 ©,2794 0,200
8,393 09,3845 0,3473 0,3130 6,305 0,215 0,207 0,2080 0,287 8,27%4 8,877 6,238 0,279 ©,2877 0,208 0,215
9,357 0,287 0,2051 0,2961 0,326 0,254 0,1625 0,169 ,2389 09,2469 8,2389 ©,231 ©,2794 9,272 ©,2310 0,215
0,438 09,2549 09,2638 0,365 0,326 0,269 9,2509 0,296 0,173 90,3130 8,339 0,325 ©,2530 ©,3045 0,230 09,2794
8,365 0,245 0,2549 9,345 0,201 0,246 0,200 0,2231 ©,27%4 0,326 0,3130 ©,2961 0,231 0,2630 ©,2389 0,254
8,357 0,287 0,3138 0,3838 0,347 0,3130 0,1625 0,2310 0,207 0,2961 0,347 ©,2389 0,253 ©,3845 0,279 0,2794
0,4484 09,3473 0,308 0,3747 6,365 0,2877 0,313 0,287 0,2630 8,3398 6,4212 0,313 0,393 0,355 0,3930 08,2877
0,365 0,3130 09,3398 0,3747 ©,3838 0,305 0,2469 0,7549 0,2961 8,3398 0,365 ©,2630 9,339 ©,3130 0,339 08,2877
0,4823 0,3478 0,3045 0,549 6,365 0,259 0,2630 0,287 0,3130 8,3567 6,3838 0,478 0,2549 0,291 0,2877 ,3567
0,4700 0,385 0,365 0,3838 0,347 0,365 0,207 0,3130 0,330 0,484 0,417 0,3747 0,279 0,2549 0,291 B,3656
8,393 ,3216 0,3473 0,951 6,367 0,3130 0,231 0,2318 0,712 8,332 6,393 02712 0,269 0,3845 0,2961 0,365
0,5188 0,287 0,4023 0,734 6,249 0,263 0,2389 0,279 0,330 0,365 6,3747 ©,3045 ,2310 90,2549 90,3380 0,261
0,492 09,3747 0,423 0,3130 0,367 0,302 0,207 0,2310 0,3216 0,630 8,347 0,345 ©,2530 ©,2549 9,332 90,3130
0,4308 0,3747 0,2794 0,484 0,330 0,3130 0,305 0,469 0,2549 08,2638 0,367 6,3215 0,291 0,326 0,279 0,279
0,4308 0,4700 0,3833 0,4212 0,417 0,378 0,326 0,2961 0,3747 8,2961 6,4117 0,345 ©,3302 0,3045 0,291 0,383
8,339 ,3216 0,450 0,3838 6,326 0,260 0,259 0,469 ,2231 8,961 6,330 0,367 0,253 90,3216 0,459 0,296
0,4601 0,4823 0,3747 0,3930 ©,3838 0,357 0,2469 0,287 0,383 0,398 0,4212 ©,473 0,345 0,3478 0,305 0,377
8,365 09,3302 0,287 0,3930 6,3478 0,259 0,279 09,2712 06,3130 08,3398 6,838 6,291 ©,2712 ©,3478 9,2389 0,339
0,5005 0,404 0,3216 0,3390 6,3338 0,326 0,2630 0,2712 06,3302 0,549 6,4212 0,302 0,305 0,291 0,3045 ,3747
0,4581 09,4212 0,3747 0,4117 6,212 0,339 0,279 0,287 0,3473 08,3030 6,4881 6,4404 02712 90,3478 9,326 0,3300
0,4308 ,3557 0,3833 0,3473 6,117 0,302 0,2389 0,2961 0,385 09,3833 6,4502 ©,3399 0,263 ©,2877 09,3130 0,330
0,4212 0,4823 0,357 0,3567 ©,3838 0,326 0,215 0,3045 0,313 09,3300 0,404 0,373 ©,2877 0,279 0,287 90,3930

0,3838 0,3130 0,287 0,2712 6,3130 0,2712 90,2154 0,207 0,2310 ©,2877 6,332 0,313 0,207 9,263 0,3216 0,272
B,4601 ,365 09,3930 8,393 0,302 0,393 0,2951 0,549 6,313 ©,3747 0,044 ,2630 09,2877 8,388 0,326 9,259

B,3747 0,339 8,2961 0,27 0,339 0,330 0,1625 9,2961 0,540 8,365 ©,3747 0,339 0,208 0,231 0,313 9,291
B,4502 0,3747 ©,3473 0,404 0,3567 0,378 0,250 8,2961 0,326 8,3478 0,308 0,2712 0,291 0,417 0,263 9,330
B,4117 0,3567 0,2961 9,3838 0,747 0,330 0,2389 6,302 0,2877 8,383 0,390 0,339 0,2961 9,345 0,2961 9,378
8,365 0,478 0,390 0,452 0,3130 ©,3216 0,2000 0,549 0,313 0,267 0,365 0,279 0,549 0,291 0,2389 9,3045
B,422 0,378 8,316 0,3747 0,3302 0,345 0,2310 0,287 0,269 0,399 0,601 0,478 ,231 0,313 0,549 19,3390
B,M404 0,378 8,357 0,4117 0,382 0,277 0,279 8,1712 0,330 8,3045 0,338 0,291 0,3M5 0,291 0,389 9,325
B,A117 0,3747 8,261 0,378 0,345 0,254 0,251 9,263 0,2712 0,2794 0,326 8,3216 ,2630 0,2389 0,200 0,279
B,4308 0,3567 0,3833 0,378 0,3567 9,330 0,259 6,2961 ©,2877 8,313 0,367 0,305 0,3130 09,2877 0,291 9,330
B,4117 0,393 6,3380 0,422 0,3216 9,330 0,2877 0,630 0,339 0,3478 0,347 0,326 6,2961 09,3216 0,2961 9,296
B,4404 0,383 0,398 ,3747 0,3838 ,3747 0,2630 0,399 0,378 0,393 0,5005 0,332 0,3M5 90,3130 0,339 9,325
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Tablo 3.4. (Devam) Celtik cesitleri arasinda genetik benzerlik (Ust matris) ve genetik
uzaklik (alt matris) degerleri

iy 13 19 Pl pil a2 pEi Pl 5 26 2 2 P i il 32 3

6,750 0,6750 90,7000 0,650 0,6937 0,780 ©,6433 0,6937 0,6687 0,6250 9,6750 0,600 ©,6125 0,6500 ©,6500 0,715 @,6312
8,765 0,7375 0,708 0,750 0,7812 0,758 ©,7063 08,7312 ©,7063 0,7375 8,750 0,7500 ©,6875 0,637 ©,6250 0,720 @,6687
6,7312 10,7863 0,7438 0,7683 0,7750 0,7312 ,7125 0,7125 0,775 0,693 0,7063 0,6687 ©,6687 0,7561 ©,6813 0,781 @,6875
6,713 0,7312 90,7438 0,6937 0,7375 0,6813 0,6675 0,6875 9,7750 06813 @,7433 0,7562 ©,7312 0,638 O,6562 0,683 @,6750
B,7875 0,7375 0,750 0,7250 0,7433 0,687 0,6837 0,633 0,6037 06375 4,7080 0,775 ©,7006 0,715 ©,6625 0,720 @,6313
6,8157 0,8063 0,3063 0,7812 0,8125 0,7312 0,7508 0,7375 0,7758 0,6937 0,7312 0,763 6,7183 0,7312 6,7063 0,781 6,740
6,770 0,8125 0,800 0,750 0,8187 0,858 9,712 0,7812 ©,7683 0,8125 0,3000 0,787 ©,8125 0,737 ©,750 0,750 @,7312
6,8053 0,8187 0,333 0,743 0,3000 0,7937 6,7508 0,750 6,7508 ,7312 8,7937 07562 6,7937 0,7312 ©,7433 9,731 6,7500
6,775 0,8125 0,7875 0,8375 0,762 0,8125 0,7683 0,7438 0,712 0,7125 0,7625 0,7125 8,750 0,7750 ©,6875 0,300 ©,6313
6,768 0,7562 9,7812 0,7312 0,750 0,743 9,715 0,7125 ©,7009 0,6438 ©,7183 0,6937 ©,7635 0,788 ©,7433 0,7438 @,715
B,7375 0,7580 0,7875 0,715 0,7312 0,6375 0,652 0,6937 0,6813 06625 0,6750 0,6375 O,6875 07000 ©,6625 0,715 @652
6,775 0,7875 0,000 0,7250 0,7433 0,7875 0,7312 0,7683 ©,7063 0,6375 0,7625 0,7375 B,7375 0,7250 ©,7375 0,700 ©,7053
6,738 0,7562 9,7562 0,768 0,8000 0,768 ©,6750 0,7125 ©,7750 0,7562 @,7812 0,793 ©,7635 0,743 ©,7185 0,788 @,7375
6,700 0,7589 90,7625 0,7375 0,7683 0,7375 0,6937 08,7312 ©,7433 0,775 9,775 0,750 8,756 08,7250 ©,7375 08,7250 @,7063
6,752 0,8187 0,7937 0,7937 0,7875 0,7562 0,6750 0,7125 0,7500 0,7433 0,7433 0,7188 0,788 0,7561 0,7433 0,7312 @,7375
6,137 0,8863 0,8063 0,7562 0,7750 0,7562 ©,7509 0,7580 ©,7009 0,693 ©,6937 0,743 ©,7312 0,7561 ©,6813 0,7438 @,6875
e 875 0,815 0,7758 0,8863 0,7375 0,7188 6,7188 0,7312 6,6875 09,7250 6,7508 0,735 6,7508 0,715 6,7500 0,6937
B,1389 ™ 850 0,8250 0,3063 0,7375 0,7063 0,7562 ©,7683 0,700 8,7625 0,735 B,7875 0,735 8,750 0,787 6,7312
6,206 0,192  *** 0,500 0,8313 0,8375 0,7683 0,7937 ©,7812 0,750 ©,3008 0,750 ©,7506 0,757 ©,7750 0,775 @,7633
6,500 0,192 9,231 ™ ,8187 0,800 0,7063 0,6937 ©,7433 0,7615 @,7625 0,7875 8,7506 0,750 ©,6750 0,3000 €,6937
6,254 0,215 0,148 0,2880 **** 09,7937 9,750 0,750 9,7758 0,768 8,7812 ©,7937 6,768% 0,713 ©,7063 0,3063 6,7500
6,3045 0,2389 0,1773 0,231 0,318 7562 0,7562 0,712 0,756 0,7758 0,7250 B,7625 0,7500 8,750 0,7500 €,7312
B,3302 0,478 0,263 0,478 0,326 0,279  **** 09,7375 7000 06687 ©,7063 0,7438 ©,6813 ,7312 ©,6312 0,718 @665
5,332 0,279 0,310 0,365 0,249 0,279 9,345 ™ 7750 0,7438 8,712 0,6937 ©,743% 0,633 ©,6813 0,7438 @,7625
6,330 0,2630 0,2469 0,2961 0,149 0,313 0,367 0,2549 **** 7937 0,7937 0,7812 6,7812 0,732 6,6937 0,7937 €,7500
B,3747 0,357 9,549 0,2712 0,2630 0,287 0,023 0,291 8,318 %t ,7750 0,815 @,7875 0,737 @,6875 0,750 @,7312
8,326 0,2712 9,231 0,2712 0,269 9,2549 ©,3473 0,313 ©,2318 0,2549 **** (3000 ©,8000 0,7500 ©,7625 0,7615 @,7433
B,2877 0,3845 0,249 0,2389 0,210 0,3216 0,261 0,365 ©,2469 0,2076 0,231 *** @,7750 0,7250 0,6750 0,7250 @,7133
6,305 0,2389 90,2877 0,287 0,2630 0,2712 9,3833 0,2961 ©,2669 09,2389 9,231 09,2549  **** 0,750 ©,750 0,715 @,7683
8,877 0,385 0,2389 0,259 0,332 0,287 9,330 0,333 0,330 0,305 98,2877 0,326 8,277 *** @,7750 0,750 8,756
5,339 0,325 0,249 0,393 0,473 0,3216 0,681 0,3838 0,365 0,3747 0,2712 0,393 0,3216 0,2549 = 7375 0,718
6,877 0,2389 9,389 0,231 0,2154 0,267 9,332 0,2961 9,319 09,2549 ,2712 0,326 ©,2712 0,2549 ©,3M45 *E @743
5,365 0,3130 90,2630 0,365 0,287 0,313 9,417 08,2712 8,287 0,3130 9,261 0,300 ©,2636 0,279 ©,3300 0,291 ****
6,200 0,3130 90,2310 0,469 0,207 0,279 10,3390 0,339 0,357 0,263 0,2734 0,69 B,347% 0,2310 0,2469 0,253 3045
6,383 0,2961 9,2794 0,313 0,345 0,332 9,347 0,339 9,277 0,332 ,2794 0,291 ©,313¢ 0,330 ©,2310 0,279 @238
6,366 0,478 9,332 0,365 0,326 0,478 9,330 0,4117 9,345 0,332 9,373 0,3478 8,291 0,279 ©,291 9,313 €,2712
6,357 0,385 0,2712 0,339 0,330 0,2712 9,365 0,3382 9,469 ,2389 8,549 0,277 6,549 10,3045 6,877 0,277 €,2310
6,388 0,3130 90,2734 0,332 0,2712 0,2961 9,330 0,393 9,345 0,296 ©,2734 0,279 0,291 0,2630 ©,2961 ,2961 @,3045
6,273 0,469 09,2310 90,2961 9,231 09,2961 ©,3747 0,385 9,1773 0,469 ©,2000 0,469 ©,1345 0,231 ©,3473 0,2000 ©,239
6,269 0,3130 9,2794 0,302 6,316 0,313 0,3747 09,3045 0,3747 2961 09,3130 90,2794 0,469 0,2961 0,291 @,3478 9,326
6,345 0,2389 9,2369 0,238 0,2310 0,289 0,365 0,291 0,2000 9,194 0,287 0,2389 0,2076 ©,2877 ©,326 ©,2231 0,246
6,345 0,326 9,149 09,2677 @,2961 ©,2712 ©,3130 0,3838 8,365 0,326 0,35 0,2712 0,339 ©,2389 0,287 €,1549 9,313
6,326 0,287 9,549 0,277 6,2790 ©,2389 0,3478 0,378 8,2961 6,549 09,3216 0,2712 0,326 6,345 0,271 6,231 9,291
6,274 0,2310 8,2469 ,2961 6,2389 0,254 0,3567 08,2877 08,3845 2784 0,279 0,261 0,215 6,630 ©,2961 6,459 9,231
6,332 0,460 9,318 0,213 6,877 0,269 0,339 08,3045 08,2549 0,2460 0,459 0,638 0,263 6,310 0,253 6,2150 9,238
6,302 0,279 0,2630 0,3130 6,249 0,291 0,3567 9,330 08,3216 ©,2961 0,3130 0,291 0,263 6,3130 0,253 6,2310 0,238
6,212 0,231 6,124 0,2712 6,2469 ,2712 0,2951 ©,3362 08,2630 0,345 0,207 0,2712 0,2549 6,231 0,231 6,287 0,291
B,3045 0,2509 9,549 0,326 ©,3130 ©,3045 0,473 0,332 8,269 0,277 @,2076 0,2712 0,2389 ©,2712 0,231 ©,1389 0,279
6,712 0,385 9,2712 0,357 @,2961 ©,3045 0,3838 8,378 0,3130 ,3390 0,399 0,326 0,339 0,249 0,231 @,3M5 0,478
6,423 0,365 9,338 09,3130 6,316 0,291 0,3567 ,4117 0,357 6,274 0,478 0,338 0,469 0,2794 0,291 @,2638 0,271
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Tablo 3.4. (Devam) Celtik cesitleri arasinda genetik benzerlik (Ust matris) ve genetik
uzaklik (alt matris) degerleri

#0H 36 3703 M 48 41 4 4 4 45 46 4 4 49 58

0,637 0,6061 6,6312 0,6500 0,6562 0,613 0,6312 0,6875 0,637 0,6625 0,6937 0,6562 6438 0,6625 0,6500 0,6625 06433
0,788 0,643 ©,6562 0,700 0,657 ,7312 8,693 0,725 0,6875 ©,7000 ©,7063 0,7063 ,7063 @,6875 0,7000 0,6750 86813
0,708 0,725 @,6875 0,6813 0,7068 ©,7500 0,6750 0,7433 0,7063 ©,7433 0,715 0,7250 ,7000 8,743 0,813 0,718 @,715
0,6758 0,7105 @,6625 0,7863 0,7008 ©,7615 8,6750 0,762 0,643 ©,6313 0,635 O,6875 0,625 @,7863 0,7063 0,652 @687
0,063 0,6313 @,6562 0,665 O,6813 ,7312 8,7188 0,725 0,7000 ©,6875 0,732 0,718 98,7188 8,7375 0,780 0,725 86813
0,7758 09,7250 6,7125 0,718 0,7256 ,7635 8,6750 0,7312 0,7063 @,7312 0,725 0,7375 ,7500 8,803 0,7312 0,7312 86875
0,762 07638 6,7562 0,7875 0,8063 0,063 08,7433 0,500 0,750 ©,7875 0,317 0,7937 0,761 8,300 0,750 0,758 8,7633
0,765 0,765 6,7508 0,743 0,7375 0,815 8,750 0,7433 0,743 ©,7183 ©,7750 0,750 0,765 8,7538 0,7438 0,768 8,715
0,7312 0,718 6,7863 0,7375 6,7312 0,797 8,7312 0,750 0,7250 ©,7580 0,7312 0,7812 0,718 8,7625 0,750 0,7125 ©,7063
0,715 0,7750 6,6750 0,683 6,7125 ©,7500 0,637 0,6937 0,7063 6,6313 0,750 0,7125 98,7375 0,7562 0,7312 0,7063 6,6750
0,6813 0,652 6,6183 0,6375 0,6438 0,788 0,6433 0,6875 0,6500 ©,7125 0,6937 0,6312 0,683 8,7250 0,7000 0,6375 6062
0,433 0,718 @,6433 0,715 ©,7063 ,7312 0,768 0,725 0,761 @,7125 ©,7562 0,7863 9,748 @,7250 0,7375 0,725 ©,718
0,765 0,737 @,7625 0,788 0,7508 ©,815 0,750 0,8187 0,743 ©,7433 0,750 0,0089 ,7375 8,768 0,7312 0,743 @,7375
0,7063 0,743 @,7063 0,7500 ©,7562 ©,7688 0,6313 0,8000 0,661 ©,7375 ©,7438 0,7312 0,748 @,7875 0,750 0,725 ©,7312
0,675 08,7375 8,7258 0,7312 8,756 ,7250 8,7250 0,7312 0,768 ©,7433 ©,7875 0,7750 90,7875 8,8187 0,7438 0,743 8,715
0,715 0,6375 6,7125 0,718 0,6756 ©,7625 8,750 0,7433 0,718 6,7%63 ,7375 0,7125 9,750 8,7562 0,718 0,743 6,720
0,7433 0,633 6,6937 0,700 0,6813 7562 8,7688 0,7375 0,737 ©,7250 0,7561 0,7183 9,718 8,7625 0,7375 0,7625 86637
0,732 09,7438 6,7863 0,7375 8,7312 0,782 8,7312 0,7875 0,725 ©,7500 ©,7937 0,7812 8,756 8,300 0,750 0,7375 8,6937
0,737 0,7561 6,7183 0,765 8,752 ,7937 8,7562 0,7875 0,7750 ©,7750 0,7812 0,7937 0,768 8,8250 0,750 0,7625 8,731
0,812 0,731 6,6937 0,715 6,7188 ©,7438 0,7188 0,7875 0,7500 ©,7500 0,743 0,8063 0,731 8,7625 0,750 0,706 8,731
0,8125 08,7375 6,7250 0,7312 0,7625 0,000 0,7250 0,7937 0,743 6,7562 ©,7875 0,7588 8,750 8,7812 0,7312 0,743 6,7250
0,762 0,718 @,7963 0,765 ©,7438 ©,743% 8,7312 ,7875 0,761 ©,7875 0,3063 0,7812 09,7438 @,7615 0,7375 0,735 ©,7433
0,715 0,6875 @,6750 0,697 0,675 ©,6875 0,687 0,6937 0,732 @,7963 ©,7000 0,7125 0,700 0,743 0,7063 0,633 @,7000
0,715 0,715 @,6625 0,7188 0,6756 ©,7375 8,7375 0,7433 0,6813 ©,7063 ©,7500 ©,7375 9,715 8,718 0,788 0,7063 8,665
07008 0,750 6,7375 0,7812 8,7375 8375 08,6875 0,8187 0,6937 6,7433 ©,7375 0,7758 8,750 8,758 9,7812 0,7312 @,7000
0,7683 0,713 6,7183 0,7875 0,7433 0,782 8,7433 0,850 0,725 ©,7750 ©,7561 0,7812 8,738 8,735 0,750 0,715 8,756
0,752 ,7561 6,7963 0,750 8,752 0,887 8,7312 0,8125 0,735 @,7250 ,7561 0,7812 8,731 8,815 0,815 0,715 8,7063
0,812 0,7438 6,7263 0,750 ©,7562 0,782 8,7562 0,7875 0,762 ©,7625 ©,7438 0,7633 0,738 8,7625 0,765 0,725 8,732
0,7063 08,7312 6,7433 0,750 6,7438 0,8313 0,7812 0,815 0,7125 0,750 0,3063 0,7635 0,7685 8,750 0,7875 0,7125 8,7512
0,757 08,7312 6,7562 0,7375 0,7638 ©,7937 0,7438 0,700 0,7875 ©,7375 0,768 0,7937 9,731 0,300 0,765 0,775 8,756
0,812 0,7937 6,7433 0,7500 ©,7433 ©,7063 ©,7433 0,750 0,7500 ©,7625 0,743 0,7635 ©,76%5 0,300 0,000 0,300 ©,7433
0,7683 0,7562 @,7312 0,7500 ©,7433 0,887 0,7853 0,000 0,750 ©,3080 ©,7812 0,0063 ,7937 9,815 0,775 0,7375 8,763
0,375 0,787 @,7625 0,797 ©,7375 ,7875 8,7250 0,7812 09,7312 ©,7433 0,300 0,7875 0,775 8,743 0,762 0,7063 8,765
= Q7750 0,765 0,7638 0,775 B,7375 0,765 0,768 9,8313 0,797 @,7875 0,300 8,7875 0,712 0,7812 0,8187 ,7500
0,149 F@,7508 0,797 8,7625 08,7375 8,750 0,7812 0,7561 @,7312 ©,7500 0,7758 98,7500 8,763 0,762 0,7312 8,765
0,072 0,287 T Q7812 8,7875 0,765 8,6750 0,7312 0,7561 @,7312 0,720 0,7588 98,7375 8,7312 0,7438 0,768 8,7615
0,238 09,2310 8,450 *** @750 0,7812 8,7633 0,3000 0,737 ©,7750 0,3187 0,7812 8,797 8,7875 0,8375 0,756 8,817
0,180 08,2712 6,2380 0,279 ™ 3000 8,7375 0,187 0,7937 @,7312 0,750 0,7758 9,715 8,7812 90,7312 0,718 8,765
0,345 0,3045 6,2712 0,269 0,231 **** 0,750 0,683 0,743 6,7583 0,775 0,7875 0,750 0,8063 0,8187 0,743 6,750
8,712 0,287 0,330 0,263 0,345 0,287  **** 7937 0,7937 0,731 8,800 0,815 8,7625 0,733 0,7312 0,7438 0,700
8,263 0,469 90,3130 0,231 0,208 0,1407 0,2310  **** 0,6000 0,8375 0,8063 0,852 0,7312 ©,8375 0,500 0,7508 0,781
0,138 0,279 0,2794 0,3045 0,310 0,291 0,310 ©,2231  **** 08000 0,7638 ©,B063 0,758 €,7750 0,750 9,7625 9,756
6,310 0,330 0,3138 0,2509 9,313¢ 0,2630 0,3130 0,173 0,231 **** 0,3063 0,063 0,7937 ©,850 0,815 9,7875 9,756
8,33 0,287 0,306 0,2000 9,316 09,2549 0,231 0,254 0,638 8,254 % 0,850 0,855 6,813 0,797 0,7562 9,787
8,20 0,2509 0,287 0,469 9,549 09,2389 @,207 0,155 0,2154 0,215 8,924 **t §,7605 0,833 0,7812 0,762 0,700
8,33 0,287 0,345 0,231 9,398 0,254 @,2712 0,269 0,638 0,231 8,1479 9,712 ** 8313 0,7937 0,7438 0,5000
8,250 0,263 0,330 0,2389 8,469 0,254 6,2951 0,173 0,549 0,194 08,1343 0,199 0,1348 **** 0,850 6,8125 9,756
8,269 0,279 0,261 0,173 9,313¢ 0,2000 0,3130 ©,2231 0,877 ,2076 09,2310 2469 0,2310 6,194 **** 9,815 9,768
8,200 0,3130 90,2630 0,267 9,332 0,291 0,2961 ©,2877 0,712 0,269 0,279 0,294 0,961 ©,2076 0,207  **** 10,7063
6,877 0,2712 ,1712 0,2080 9,2712 ,2549 @,2877 ©,269 0,794 ©,27%4 9,2389 2877 0,231 274 0,2630 0,478
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Sekil 3.15. UPGMA teknigi ile 50 geltik ¢esidinin genetik benzerlik dendrogrami

PAUP programiyla toplam karakter farkliliklarina gére UPGMA agaci
olusturulustur. Bu agag olusturulurken kullanilan matris ile FigTree ver. 1.4.0 (Rambaut,
2008) programi yardimiyla aga¢ dizenlenmistir.
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Sekil 3.16. 50 celtik cesidinin PAUP agac¢ topolojisi

50 adet celtik ¢esidinin POGP analizleri sonucunda Temel Bilesen Analizi de
(PCA) NTSYS programiyla 3 boyutlu grafik ile gosterilmigtir. Celtik gesitleri arasindaki
genetik benzerlikler Eigen degerlerine gore (Tablo 3.5) hesaplanarak ¢ boyutlu grafikleri
olusturulmustur (Sekil 3.17).

Dendrogramlara goére 2 ana kiime olusmustur. ilk kiime Ergene, Meric, ipsala
Beser, Demir ve Negis cesitlerini kapsamaktadir. ikinci ana kiime cogunlukla 3 italyan
cesidinden (Baldo, Rocca ve Veneria) ve birbirleriyle melezlenen genotiplerden orijin
alan cesitlerin olugturdugu buyuk bir gruptan olusmakta olup 3 alt gruba ayriimaktadir.
Birbirine genetik olarak en yakin cesitler 0,869 genetik bezerlik katsayisi ile Baldo’dan
koken alan Trakya ve Duragan’dir. Genetik benzerlikleri en disuk olan gesitler ise Kuplu
ile Aromatik | arasinda ayrica, Sarigeltik ve Tunca, Ergene ve Osmancik 97, Bafrayildizi

ve Edirne arasinda da ayni olarak hesaplanan 0,631 degerinde olmustur. Dendrogramda
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Ergene, Sarigeltik ile Aromatik-1 gesitlerinin tek basina grupladiklari gézlenmisgtir.

Tablo 3.5. Hesaplanan Eigen dederleri

No Eigen degeri Yuzde  Toplam
1 2,24954322 8,8804 8
2 1,54287951 6,0908 14
3 1,26988213 51131 19
4 1,17460766 4,2808 24
5 1,08438919 4,1414 28

01

hi*>}

Sekil 3.17. Celtik gesitlerinde 3D PCA analizi

PCA analizinin ilk Gg¢ ana bilesen toplam varyasyonun sirasiyla % 8.9, % 6.1 ve %
5.1 oldugunu gdstermigtir. Eigen degerlerine gére hesaplanarak olusturulan t¢ boyutlu
grafige gére UPGMA sonucunu destekler nitelikte kimelenmeler olusmustur. PCA
analizi, 50 celtik ¢esidini toplam U¢ ana kiimeye ayirmistir (Sekil 3.17). Ergene, Merig,
ipsala gibi anagclari ayni olan diger tiirlerin de birbirine yakin olarak kiimelenmis oldugu
gorulmustar.
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50 adet celtik ¢cesidinin genetik yapisi STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard vd., 2000)
yazihimi yardimiyla kimeleme teknikleri kullanilarak analizi yapiimistir. STRUCTURE
analizi ile hem karigtirma (admixture) modeli hem de 6rnekleme noktalari arasindaki
ilintili alel frekanslari hesaba katilarak bu ¢esitlerin ka¢ adet gen havuzundan olustugu
belilenmigtir. Basta her birini ayri bir genotip olarak degerlendirdigimiz cesgitlerin
gercekte kag adet genetik yapidan olustugunu (K= Varsayimsal gen havuzu sayisi)
anlamak igin K= 1-15 arasi ve her biri 4 tekrar olacak sekilde analiz yapiimistir (Tablo
3.6).

Tablo 3.6. K=1-15 i¢gin ortalama ortalama degerler

K Tekrar Ort. LnP(K) Std.sp.LnP(K) Ln'(K) [Ln"(K)| Delta K
1 4  -3262,525000 @ 1,228481 — — —

2 4  -3166,600000  8,212592 95,925000 118,375000 14,413842
3 4  -3189,050000  3,419064 -22,450000 137,950000 40,347297
4 4 -3349,450000 274,614524 -160,400000 236,000000 0,859386
5 4  -3273,850000 61,209721 75,600000 188,100000 3,073041
6 4  -3386,350000 96,779009 -112,500000 94,075000 0,972060
7 4 -3404,775000 192,969572 -18,425000 38,200000 0,197959
8 4  -3461,400000 184,480911 -56,625000 226,075000 1,225466
9 4  -3744,100000 356,519537 -282,700000 374,125000 1,049381
10 4  -4400,925000 1576,940078 -656,825000 946,400000 0,600150
11 4  -4111,350000 544,827988 289,575000 113,250000 0,207864
12 4  -3708,525000 420,065212 402,825000 134,325000 0,319772
13 4  -3440,025000 342,298392 268,500000 572,000000 1,671057
14 4  -3743,525000 248,545588 -303,500000 569,925000 2,293040
15 4  -4616,950000 1154,296786 -873,425000 — —

Uygun K degerinin (genetik yapinin) belirlenmesi konusunda Evanno vd.’larinin
(2005) 6nerdigi model kullanilarak gelistirilen agik erisimli Structure Harvester (Earl and
VonHoldt, 2012) sitesi Uzerinden yapilmistir. Buradan ¢ikan sonuglara gére Delta K'nin
en ylksek oldugu sonu¢ en uygun K degerini vermektedir (Sekil 3.18). Dolayisiyla,
Bayesian metoduna gore en iyi sonug k = 3 olarak elde edilen sonug olarak bulunmustur
(Bkz. Tablo 3.6).
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Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L{K))

Delta K
2]
=1

10|

8 10 1 14
K

Sekil 3.18. Structure programinda Bayesian analizi sonucu elde edilen en uygun K

sonucu (K =3)
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Sekil 3.19. POGP varyasyonu temelli STRUCTURE analizinin sonucu (K=3 gen havuzu)

50 geltik ¢esidinin POGP varyasyonu temelli STRUCTURE analizi sonucunda 3
adet gen havuzu ile temsil edildigi belirlenmistir (Sekil 3.19, renkler farkli gen havuzlarini
temsil etmektedir). Mavi renk ile gésterilen gen havuzu en kalabalik gen havuzu olarak
gorulmektedir.
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Sekil 3.20. POGP varyasyonu sonucu STRUCTURE analizine gére ¢esitlerin genetik
yapilari. 1- Ergene, 2- Merig, 3- Ipsala, 4- Demir, 5- Negis, 6- Génen, 7- Ece,
8- Kirkpinar, 9- Sumnu, 10- Beger, 11- Aromatik-1, 12- Gala, 13- Hamzadere,
14- Cakmak, 15- Pagall, 16- Mis-2013, 17- Kale, 18- Yatkin, 19- Siirek-M711,
20- IMI-2521, 21- IMI-2554, 22- Akgeltik, 23- Sarigeltik, 24- Karacadag, 25-
Karadeniz, 26- Kizilirmak, 27- Mevlitbey, 28- Manyasyildizi, 29- Halilbey,
30- Kiziltan, 31- Tunca, 32- Yavuz, 33- Osmancik-97, 34- Siirek-95, 35-
Serhat-92, 36- Bafrayildizi, 37- Kiral, 38- Altinyazi, 39-Trakya, 40- Edirne,
41- Duragan, 42- Efe, 43- Tosyaglinesi, 44- Bigaincisi, 45- Kiipld, 46- Kargi,
47- Baldo, 48- Balilla, 49- Rocca, 50- Veneria.
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4. TARTISMA VE SONUGC

Tahillar dinya besin kaynaklarinin ¢ogunlugunu olusturmaktadir. Tahil
drtnlerinden biri olan Oryza sativa L. (geltik) ise tek basina dinya nufusunun %
50’sinden fazlasini karsilayan en 6nemli besin kaynaklarindandir (Khush, 1997). Bu
nedenle ylksek bir ekonomik degere sahiptir. Dinyada niifusun artmasi ile birlikte geltik
gibi temel besin kaynaklarinin Gretiminin arttirilmasi gerekmektedir. Ayrica, Gengtan vd.
(2010)'nin belirttikleri gibi Ulkemizin yillar icerisinde disalim ihtiyaci artmakta olup
tarimsal Griinleri disardan almak zorunda kalmaktadir. TUIK verilerine gére 2012-2015
yillari arasinda sadece celtik ithalati igin harcanan tutar 823 milyon TL’sina ulasmigtir.
Ulkemizde 6zellikle son yillarda artan bu talebin yliksek maliyeti dolayisiyla da
karsilanabilmesi icin c¢eltik Gretiminin arttinimasi zorunluluk haline gelmistir. Bu

sebeplerden dolayi bitki islahi programlari ile verimli ve kaliteli ¢esitler gelistiriimelidir.

Bitki 1slah ¢alismalarinda yeni bir ¢esidin gelistirimesinde gerekli 2 ana kuraldan
birincisi; genetik gesitliligin olusturuimasi veya varolandan faydalanmaktir. ikinci ana
kural ise; uygun cesitlerin secilmesidir (Fu, 2015). Molekuler biyolojinin gelismesiyle
beraber bitki genetigi, genetik cesitliligin korunmasi ve uretimi ile 1slah ¢alismalarinda
“Belirte¢ Destekli Seleksiyon” (MAS) gibi glglu araglar gerekli olan genetik cesitliligi
belirlemede ve secilimi yéninde hiz ve etkinligini arttirmada o6nemli katkilar
saglamaktadir (Vardar-Kanlitepe vd., 2010).

Bu galismada, 50 adet geltik ¢esidinin peroksidaz gen polimorfizminin (POGP)
belilenmesi amaciyla 13-24 arasi baz uzunlugunda 13 adet primer kullaniimigtir.
Calisilan celtik gesitleri arasindaki genetik iligkiler peroksidaz gen polimorfizmlerinden
elde edilen verilerle ortaya ¢ikariimistir. Bu tez ¢alismasi diginda, POGP markirlari ile
Turkiye'de gelistirilen tim celtik gesitleri kullanilarak yapilmis olan herhangi bir genetik
cesitlilik calisma yoktur. Fakat, Ulkemizde gelistirilen celtik cesitlerinden 21 adedi
Uzerinde tohum depo proteinleri ve RAPD markirlari kullaniimig, tohum depo proteinleri
ile cesitlerde bir ayrim yapilamamig, RAPD markirlari ile az da olsa bazi sonuglara
ulasilmistir (BlyUkanal Bal ve Bay, 2010). Ayrica, 28 adet ¢eltik ¢esidinin ISSR markirlari

kullanilarak genetik iligkilerinin belirlendigi bir tez ¢alismasi da mevcuttur (Térin, 2013).

4.1. Celtiklerde Peroksidaz Gen Polimorfizmi

CGalisilan 50 gesidin 13 adet ileri ve 13 adet geri POGP primeri kullanilarak yapilan
PZR analizleri sonucunda 150-2500 b¢ buyukligu arasinda 146’s1 polimorfik (% 91,25)
160 bant elde edilmistir. Bu polimorfizm orani Turkiye’de Uretilen 21 geltik cesidi kullanilip
RAPD analizi ile elde edilenden (%69) (Blyukunal Bay ve Bal, 2010) ve yine yerli 28
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celtik cesidiyle ISSR analizleriyle elde edilenden (% 80,97) (Torun, 2013) yuksektir. Bu
calismalarin digsinda RAPD teknidi kullanilarak yapilan arastirmalarda 10 adet Hindistan
kokenli celtikte % 85,02 (Rajani vd., 2013) ve 38’i Pakistan 2’si Japon kdkenli 40 geltik
cesidinde %89,4 polimorfizm elde edilmistir (Rabbani vd., 2008).

Ote yandan, bugiine dek cesitli tirlerin farkli genotipleri kullanilarak elde edilen
POGP markirlarinin bayuklikleri su sekildedir: bir ¢cimen tirl Buffalo grass’ta 100-750
b¢ (Gllsen vd., 2007), 192 adet elma genotipinde 80-1000 bg (Gulsen vd., 2010b), Citrus
spp. tlrlerinde 80-900 b¢ (Uzun vd., 2014), 67 fasulye c¢esidinde 100-900 bg¢ (Nemli,
2014), 256 karpuz genotipinde 250-3100 bg (Ocal vd., 2014), 100 yabani fistik cesidinde
80-1000 b¢ (Mirzavand vd., 2016) ve 96 badem cesidinde 80-1500 b¢ (Pinar vd., 2016)
blylUkliginde markirlar Gretilmistir. Bu ¢calismada elde edilen markir buyuklikleri (150-
2500 bg) dikkate alindiginda karpuz genotipleriyle elde edilen markirlar disinda diger
turlerin hepsinden buyuktir. Bundan dolayi, peroksidaz genlerinin cgeltiklerde diger
calisiimis olan turlere kiyasla genom Uzerinde daha genis ve yaygin olarak bulunduguna
yonelik bir fikir vermektedir. Polimorfizm acgisindan ise yukarda bahsedilen calismalardan
Gulsen vd. (2007)'nin ¢imen cesitleriyle yaptiklari hari¢ (%78.8) hepsinde bizim
calismamiza benzer olarak % 90 Uzerinde polimorfizm orani bulunmustur. 50 adet ¢geltik
kullanilarak yaptigimiz bu ¢alismada POX14F/POX14R primer kombinasyonunu tim
cesitlerde monomorfik olan 1500 bg¢ blylkliginde bir bant Uretmistir. Bunun disinda
kalan 12 adet primer kombinasyonlarinin timinde polimorfik bantlar Uretilmistir.
Bunlardan polimorfizm orani % 100 ile en yuksek olan POX11F/POX11R ve % 77,7 ile
en duslk olarak POX13F/POX13R’de gerceklesmistir. Peroksidaz genleri arasindaki dizi
benzerligi seviyesinin 25 multigen aile arasinda ikinci en disuk seviyede olmasi (Zhang
vd., 2001) bu galismada kullanilan primerlerden biri hari¢ bitin primerlerden yiksek
seviyelerde polmorfizm elde edilmesinin sebebi olarak disindimektedir. Bunun yaninda,
bitkilerin biyime ve gelisimlerinde anahtar rol oynayan peroksidazlar (POXs, EC
1.11.1.7) (Martinez vd., 2000) farkh doku ve organlarda (rizom, gicek sapi, yaprak,
kotiledon, ribozom, ¢ekirdek mitokondri vb.) buylk oranda bulunmaktadir (Passardi vd.,
2005; Gulsen vd., 2007). Bu da bulunan yuksek seviyede polimorfizmin bir sebebi
olabilir. Ayrica, bitki peroksidazlar birgok fizyolojik olayda ve bitki savunmasinda aktif rol
oynamalarindan dolayi yuksek derecede korunmug motiflere de sahiptirler. Bu yuzden,
tim cgesitlerde monomorfik bant olusturan POX14F/POX14R kombinasyonlu primerin
celtiklerde korunmus bir geni belirlediginin bir gostergesi olabilir. Kullanilan 50 celtik
cesidinde gorulmus olan bu bolge saflastiriip dizi analizine tabi tutularak farkl
calismalardan elde edilmis sonuclarla karsilastiriidiginda Distal Hem-baglayan bélge,

Fonksiyonu bilinmeyen bir merkez bélge veya Proksimal Hem-baglayan bélge mi oldugu
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aciga kavusturulabilinir. Bu korunmus bélge belirlendikten sonra elde edilen bu dizi
verisinden celtiklerle ilgili Tek Nukleotid Polimorfizmi'ne (single nucleotide
polymorphism: SNPs) dayali yeni primerler gelistirilebilinir. Zira, O. sativa genomunda
SNP seviyelerinin genelde disik oldugu belirtiimektedir (Caicedo vd., 2007).

4.2. POGP Primerlerininin PIC ve Rp Degerlendirmesi

Uretilen POGP markirlarinin ne kadar bilgilendirici oldugunu anlamak amaciyla
kullanilan her primer kombinasyonu igin PIC degerleri ayri ayri hesaplanmistir. PIC
degeri belirlenen allel sayisi ile bu allelelerin frekans dagihmlarinin dikkate alinarak, ilgili
lokusun ayirt etme gicini tahmin etmeye yarar (Botstein vd., 1980; Chesnokov ve
Artemyeva, 2015). Bu ¢alismada, kullanilan POX primerlerinin PIC degerleri O ile 0,877
arasinda degismektedir. Polimorfizm bilgi igerigi acisindan herhangi bir bilgilendirici
degeri olmayan primer “0” deger ile POX14F/POX14R olmustur. En ylksek deger
POX4F/POX4R primerleriyle elde edilmistir. Lokuslarin sayi ve dagilim frekansina gore;
PIC degerlerininin 0,25’ten kiglk olmasi az bilgilendirici oldugu, 0,25 - 0,50 arasinda
orta seviyede bilgilendirici oldugu, 0,5’ten blyuk oldugu durumlarda da yuksek seviyede
bilgilendirici oldugu varsayiimaktadir (Botstein vd., 1980). Bu durumda, bu calismada
kullanilan POX14F/POX14R ve PIC degeri 0,448 olan POX13F/POX13R hari¢ geriye
kalan 12 primer kombinasyonunun PIC degerlerinin 0,5'in Uzerinde olmasindan dolayi
celtik cesitlerinde Urettikleri lokuslarla yuksek derece bilgilendirici 6zelligi sahip olduklar
anlasiimaktadir (bkz. Tablo 3.3). Literatlr incelendiginde, c¢eltik veya herhangi bir akraba
tlre yoénelik peroksidaz gen polimorfizmi temelli PIC degerlerinin hesaplandigi bagka bir
¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, 23 mikrosatellit belirtegle (SSR) ABD, Misir, Filipin ve
Hindistan orijinli toplam 33 ¢eltik ¢esidi Uzerinde yapilan bir caligmada ortalama PIC
degeri 0,57 olarak bulunmustur (Zeng vd., 2004). Benzer sekilde, ¢cogunlugu Hindistan
ve Filipin kékenli 40 celtik cesidiyle yapilan SSR analizlerinden ortalama 0,578’lik bir PIC
degderi elde edilmistir (Ravi vd., 2003). Chakhonkaen vd. (2012)’in 43’G Tayland orijinli
ve 57’si IRRI tarafindan gelistirilen toplam 101 cesit lzerinde InDel markirlarindan
ortalama PIC degerini 0,440 olarak tespit etmislerdir. 299 Indica celtik ¢esidinde ILP ve
SSR markirlarindan elde edilen PIC degerleri sirasiyla 0,22 ve 0,38’dir (Ming vd., 2015).
Bundan dolayi, bu calismadan elde edilen sonuglara bagl olarak (ort. PIC= 0,716;
POX14 cifti hesaba katilmamistir.) POGP ydéntemiyle celtik ve diger akraba tirlerine
yonelik ilerde yapilacak olan baska ¢alismalar i¢in primer segiminde yardimci olabilecegi
dusunulmektedir. Boylelikle, arastirmacilar benzer ¢alismalari tasarlarken ve yaparken
zaman ve maliyet agisindan kazang saglamis olabileceklerdir.

13 adet POGP primer ciftinin ayirma guciu (Rp) incelendiginde yine tek
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monomorfik bant veren POX14 primer ¢ifti disinda kalan primer ¢iftlerinde en dusik
olarak 1,552 deger ile POX7F/POX7R'de en ylksek olarak da 8,585 degerinde
POX11F/POX11R’de hesaplanmistir. POGP primerlerinin toplam ayirma guci 49,552
degeri ile (Ort. 3,811) oldukca ylksek oldugu anlasiimaktadir (bkz. Tablo 3.3). Rp
primer/markir kombinasyonunun ¢ok sayida genotip veya birey arasindaki farkliliklar
tespit etme yetenegini karakterize etmek igin kullanilan bir parametredir (Prevost and
Wilkinson, 1999). Dolayisiyla her primer cifti icin ayri ayri hesaplanan Rp degerlerlerine
gbére 50 celtik cesidini ayirt etme potansiyeli en ylksek olanlarin sirasiyla;
POX11F/POX11R (8,585), POX12Fa/POX12Ra (7,282), POX1F/POX1R (5,947),
POX6F/POX6R (5,036), POX8F/POX8Rb (4,310), POX3F/POX3R (4,056) oldugu
bulunmustur. Geriye kalan primer ciftlerinin Rp degerleri ortalama degerin altinda
kalmaktadir. Bugline dek POGP markirlariyla yapilan galismalarda ayirim gicinin
hesaplandigi tek calisma Satya vd. (2014)'nin yaptiklari ¢alismadir. 110 Corchorus
genotipi kullanilarak (2 tirinden; C. olitorius ve C. capsularis) yaptiklari calisma
sonuclarina goére oldukgca yuksek bir Rp degeri (9,8) hesaplamiglardir. Bu ayirim
glcunin celtik gesitleri igin buldugumuz ortalama degerin ¢ok lzerinde olmasi POGP
markirlarinin yiksek genetik polimorfizm gostermelerinin yaninda farkli 2 ture ait yabani
ve Kklltire alinmis ¢ok sayida genotipin kullaniimig olmasindan kaynaklandigi

dusUnulmektedir.

4.3. Geltiklerde Kiimeleme Analizleri ve Genetik iliskiler

NTSYS-Pc.2.11 (Rohlf, 2000) programinda Dice esitligi kullanilarak elde edilen
genetik benzerlik degerleri ile UPGMA’ya (Aritmetik ortalamalar ile agirliklandiriimamis
eslenmis grup metodu) dayali bir dendrogram elde edilmistir. POGP analizleri
sonucunda 46’si yerli 4G anag¢ olan cesitlerinin tamami birbirinden ayriimigtir.
Dendrograma gére 2 ana kiime olusmustur. ik kiime calisilan celtik gesitleri arasinda
anaglarinin kullanilmadigi c¢esitlerin bulundugu grubu kapsamaktadir. Bunlar; ortak
anactan (Fransiz Delta genotipi) kéken alan Ergene, Merig, ipsala ve Ipsala’dan
mutasyon yoluyla elde edilen Beser ile diger ¢esitlerden farkli olarak Bulgaristan (Plovdiv
genotipi) ve italyan (Lido genotipi) ebeveynlerden kdken alan Demir cesidini
kapsamaktadir. Bunun yaninda yine itayan kokenli iki ebeveynden (Vialone Nano X
Sequial) orijin alan Negis ¢esidi Demir ile ayni grupta yer almaktadir. Bu gesitler olgun
bitki boylari ve verim agisindan da ayni veya olduk¢a yakin 6zellik géstermektedirler (bkz
Tablo 2.1). Bunlarin diginda, Anadolu yerli irklarindan Sarigeltik ile yurt digindan getirilen
Avustralya orijinli Aromatik-I'in dendrogramda ayri olarak tek baslarina dallanmalari

dendrogramin giivenilirligini géstermesi bakimindan énemlidir. Ozellikle Aromatik-I'in
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diger cesitlerden en buyuk farki boy uzunlugunun daha kisa ve nispeten veriminin disuk
olmasidir. Sarigeltik c¢esidi de verim agisindan en disiuk olmasiyla digerlerinden
ayriimaktadir. ikinci ana kiime gogunlukla 3 italyan gesidinden (Baldo, Rocca ve Veneria)
ve birbirleriyle melezlenen genotiplerden orijin alan gesitlerin olusturdugu buayuk bir
gruptan olusmaktadir. ikinci biyik kime 3 alt gruba ayriimaktadir. Bu iligkiler
incelendiginde birbirine genetik olarak en yakin gesitler 0,869 genetik benzerlik katsayisi
ile Baldo’dan koken alan Trakya ve Duragan olmustur. Genetik benzerlikleri en diguk
olan cesitler ise Kipll ile en dista gorilen Aromatik-1 arasinda ve Sarigeltik ile Tunca
arasinda ayni olarak hesaplanan 0,631 degerinde olmustur. Ek olarak, yine 0,631
genetik benzerlik katsayisi ile Ergene ve Osmancik-97, Bafrayildizi ve Edirne genotipleri
arasinda oldugu gorilmektedir. Osmancik-97, Bafrayildizi ve Edirne cesitlerine
bakildiginda ikinci ana kiimenin 2 alt grubunun disinda bulunmaktadirlar. Bu grupta
varolan ve en yuksek verim potansiyeline (1000 kg/da) sahip cesitler; Cakmak, Efe,
Yatkin, Sidrek-M711, Gala, Hamzadere ve Tunca'dir. Dolayisiyla, bu c¢esitlerden
herhangi birinin ebeveyn olarak kullanilacag bir calisma ile verimi ylksek yeni gesitler
elde edilebilir.

PCA (Temel Bilesen) analizi sonucunda UPGMA'y1 destekler sonuglar elde
edilmistir. PCA farkli 6zellikleriyle degerlendirilen genis gruplarin nispeten basit kimeler
halinde ele alinmasini saglayan bir analiz yontemidir (Upadhyaya vd., 2007). Eigen
degerlerine goére yapilan bu analizde eigen degerlerinin 1’in Uzerinde olan faktorler
onemli olarak kabul edilmektedir (Zwick ve Velicer, 1986). Bu ¢alismada, 15’in lzerinde
temel bilesen hesaplanmis olup ilk 5 tanesinin 1’in zerinde oldugu gértlmastir (Bkz.
Tablo 35). Bdylece, U¢ boyutlu grafigin olusturulmasinda en ylksek eigen degerlerine
sahip ilk 3 bilesen kullaniimigtir. PCA analizi, 50 geltik ¢esidini toplam ¢ ana kiimeye
ayirmistir (Sekil 3.17). Ergene, Merig, ipsala gibi anaglari ayni olan diger tiirlerin de
birbirine yakin olarak kimelenmis oldugu goérilmustur. Dolayisiyla, UPGMA agaci ile
PCA analizlerinin birbirini destekler nitelikte sonuglar ortaya koymasi olusan gruplarin

bircok boyuttan benzer sekilde olustugunu da kanitlamaktadir.

4.4, Geltik Cesitlerinin Genetik Yapi1 Analizleri

STRUCTURE ver. 2.3.4 yazilimi ile Beyesian metoduna gére 50 celtik ¢esidinin
genetik yap! analizlerinde en bilgilendirici ve ¢esitleri en iyi temsil eden kiimenin K = 3
(AK = 40,347) oldugu belirlenmigtir. Bu sonuca gore, 4’G yabanci kdkenli anag 1'i
introdiksiyon gerisi yerli irk veya Turkiye’de Uretilen cesitler olmak Uzere 50 celtik
genotipi 3 grup altinda 3 ayri gen havuzunu olusturacak sekilde toplanmigstir (Sekil 3.19-

her bir renk farkli bir gen havuzunu temsil etmektedir). Kumbhar vd. (2015) aralarinda
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yerel cesitler, i1slahla gelistiriimis c¢esitlerin oldugu 50 c¢esit Uzerinde mikrosatelllit
belirtecler kullanarak yaptiklart STRUCTURE analizinde 5 ayri grup (K = 5) tespit
etmiglerdir. InDel markirlari ile 43’ Tayland orijinli ve 57°si IRRI tarafindan gelistiriimis
toplam 101 ¢esit Gzerinde yapilan analizlerde genetik yapinin K = 6 oldugu bulunmustur
(Chakhonkaen vd., 2012). 299 Indica celtik ¢esidinde ILP ve SSR markirlarinin
birlestirilen sonuglariyla K = 3 olarak belirlenmistir (Ming, 2015). Bizim c¢alisma
sonuglarimiza goére calisilan geltik ¢esitleri 3 farkl gen havuzuna sahiptir. 1. gen havuzu
(yesil renkli) Ergene, Meric, ipsala, Demir, Negis, Aromatik-1, Sarigeltik ve Karacadag
olmak lzere 8 geltik ¢esidini, 2. gen havuzu (kirmizi renkli) Kirkpinar, Sumnu, Mis-2013,
Kale, Yatkin, Strek-M711, IMI-2521 ve IMI-2554 ile 8 adet celtik ¢esidini, 3. gen havuzu
(mavi renkli) ise Ece, Hamzadere, Pasali ve 25-50 arasi geri kalan tim cesitleri
barindirmakta olup en kalabalik gen havuzu olarak géze ¢carpmaktadir (bkz. Sekil 3.20).
Ancak, cesitlerin cogunda farkh diger 2 genetik yapinin az da olsa goérildiugu, bazilarinda
ise Goénen, Ece ve Cakmak'ta oldugu gibi yaklasik olarak esit oldugu gorilmektedir.
Bunun sebebi, cesitler elde edilirken kullanilan ikinci anacglarin bazi genotipler icin ortak
veya atalarin benziyor olmasidir. Ornegin; italyan orijinli 4 genotipin (Baldo, Rocca,
Veneria, Balilla) anaglardan biri olarak kullanildigi Tarkiye’'de Uretilmis olan genotiplerin
genetik yapilarinin olugmasinda etkili olduklari gorulmektedir. Cunkl, Bayesian
yaklasimi esas alinarak olusan 3. gen havuzuna dahil olan ¢esitlerin genetik yapisinin
olusmasinda italyan cesitlerin diger anaclardan daha etkili oldugu anlasilmistir. Fransiz
Delta’nin anag olarak kullanildi§i Ergene, Meric ve ipsala cesitlerinde genetik yapinin
diger kullanilan Tarkiye ve Bulgaristan orijinli anaglardan daha etkili oldugu gortlmastir.
Bunun yaninda, anaglarinin bir kismi italyan olan ve Ulkemizde Uretilen Osmancik-97,
Sirek-95, Duragan, Halilbey gibi ¢esitlerin 2. anag olarak kullanildidi ¢esitlerde genetik
yapinin diger anaclarin 6zelliklerini tasimasiyla beraber degismeye basladigi ve bu
genotiplerin melezleme ya da islah calismalarinin tGlkemizdeki basarili 6rnekleri olarak
sayilabileceklerinin gostergesidir. Bunu anlamak igin POGP varyasyonundan elde edilen
STRUCTURE analizinin 16-21 nolu arasi gesitlere (Mis-2013, Kale, Yatkin, Stirek-M711,
IMI-2521, IMI-2554) bakilabilinir (Sekil 3.20). Bu durum, Ulukan (2007)'in vurguladigi
bitki 1slah calismalarinin en temel ilkelerinden biri olan secilimin dnemini ortaya
koymaktadir. Yapay olarak gelismis olan bu segilim ilkesinden faydalanarak gelistirilen
yeni gesitlerde meydana gelen genetik degisiklikler zaman iginde bitkilerin koken aldiklari
formlarindan farklh olan yeni tiplerin olusumuna sebep olmaktadir (Nevo vd., 2002).
Calisilan geltik gesitlerinde genetik tabani genigletmekle beraber verimi de arttirmak igin
olusan gen havuzlarindan verimi en ylksek olup farkli gen havuzlarina dahil olan

cesitlerin i1slah ¢alismalarinda kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, i1slah ¢alismasi
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planlarken 1. gen havuzundan (yesil) verimi en yiksek olan Demir (900 kg/Da), Negis
ve ipsala (850 kg/Da), 2. gen havuzundan (kirmizi) basta Yatkin ve Siirek (1000 kg/Da)
ile sirasiyla Kale (850-900 kg/Da), IMI-2521, IMI-2554 ve Sumnu (800-900 kg/Da)
cesitleri anag olarak secilebilir (bkz Tablo 2.1). En kalabalik olan 3. gen havuzunun
olusturdugu cesitlerden ise basta 1000 kg/Da verim potansiyeline sahip olan Gala,
Tunca, Efe, Hamzadere ve Cakmak ile 800-900 kg/Da verime ulasan Halilbey, Ece,
Tosyagunesi ve Kupll gesitlerinin anag olarak tercih edilmesi yararli olacaktir. Bu yabanil

gen kaynaklarinin korunmasina sadik kalma kosuluyla istenen bir durumdur.

Bitki 1slahgilarinin hedefi farkl tekniklerden faydalanilarak bitki tirinlerinde daha
verimli, daha lezzetli, daha dayanikli gesitleri elde etmektir. Bu nedenle yapilmasi
amaclanan calismalarda islahginin en buylk yardimcisi bitkisel gen kaynaklaridir
(Sehirali ve Ozgen, 1987). Celtikte de verimlilik ve kalitede iyilesmenin 6nemi hala devam
ettiginden dolayi, ¢esit gelistirme programlari, 1slah stoklarinin genetik tabanini
genisletmeyi amaclamalidir (Vanaja ve Babu, 2004). Dolayisiyla, bu ¢alismadan
STRUCTURE analizi sonucunda elde edilen sonuglar dogrultusunda U¢ gen
havuzundaki genetik 6zelliklerden yararlanilarak Turkiye’de devam eden c¢esit gelistirme
programlarinda varolan genetik tabaninin secilim yoluyla genigletimesine katki

saglanabilecektir.

Sonug olarak, bilindigi gibi klasik i1slah ¢alismalari yapilirken tarla denemeleri
sirasinda fazla zaman kaybi, ylksek maliyet ve ylksek oranda is gicl gerekmektedir.
Bu kayiplari mUmkin oldugunca azaltmak icin glinumuzde “Molekiler Markor
Teknolojileri’nden faydalanilarak Turkiye’de gelistirilen c¢eltik ¢esitlerinin  dinyayla
eszamanli sekilde genetik gesitlilik ve akrabalik seviyelerinin tespit edilmesi oldukca
onemlidir. Bu tez ¢calismasiyla, polimorfizm oraninin ve ayirma gicunun yuksek oldugu
gosterilen peroksidaz gen markirlariyla Ulkemizde gelistirilen tim cgeltik ¢esitlerinin
genetik gesitlilik ve genetik akrabalik seviyeleri ile genetik yapilari net bir sekilde
belirlenmigtir. Boylece, ¢aligilan geltik gesitlerinden yararlanarak yeni ¢esitlerin eldesinde
kullanilabilecek ebeveynlerin seciminde ilerde planlanacak olan islah calismalari icin
veriler saglanmistir. Bu g¢alismaya kadar, dlkemizde geligtirilen tim celtik gesitlerinin
kullanildigi bir genetik gesitlilik ve akrabalik ¢calismasi yapiimamistir. Ayrica, bu ¢alisma

peroksidaz gen polimorfizmine dayali geltiklerle yapilmis ilk galisma 6zelligine sahiptir.
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