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OZET
Yiksek Lisans Tezi

SSR MOLEKULER ISARETLEYICILERT KULLANILARAK TURKIYE’DE
YETISTIRILICIGI YAPILAN SOGAN CESITLERI ARASINDAKI GENETIK
ILISKININ BELIRLENMESI

Ertan KANBUR
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1

Damisman: Doc. Dr. Ahmet IPEK

Bu arastirmada Ulkemizde yaygin olarak sogan (A. cepa L.) iiretiminde kullanilan sogan
cesitleri arasindaki genetik iligkinin SSR molekiiler isaretleyicileri ile belirlenmesi
amaglanmistir. Arastirma kapsaminda otuz alt1 adet sogan c¢esidinin tohumlar1 dokuz
farkli firmadan temin edilmistir. Sogan ¢esitleri arasindaki genetik farklilik analizleri
icin 18 adet SSR molekiiler isaretleyicileri kullanilmistir. Dice benzerlik katsayisina
gore elde edilen verilerden genetik benzerlik matrisi hesaplanmistir. Analizleri yapilan
sogan cesitleri arasindaki genetik benzerlik %52 ile %95 arasinda degismistir. Benzerlik
matrisine gore olusturulan UPGMA dendogramina gore %80 ve ilizerinde benzerlik
gdsteren dokuz grup, %90 ve iizerinde benzerlik gsteren bes grup tespit edilmistir. Iki
firmanin sogan ¢esitleri arasindaki genetik benzerlik digerlerine gore daha fazladir ve
%80 ve iizerinde benzeyen dokuz gruptan dort tanesi bu iki firmaya ait sogan
cesitleridir. Farkli iki firma tarafindan farkli isimler altinda satilan iki sogan ¢esidi
arasindaki benzerlik %95 bulunmustur. Bu durum benzer genotipe sahip bitkilerin her
iki firma tarafindan c¢ogaltilip satildigina isaret etmektedir. Sogan bitkisinin agik
tozlasan bir bitki oldugu diisiiniildiigiinde ¢esitler arasinda benzerligin cok yliksek
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: A.cepa L., Sogan, SSR, Genetik iligski, Molekiiler markirlar.
2015, Vii + 36 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

ASSESSMENT OF GENETIC RELATIONSHIP AMONG ONION CULTIVARS
GROWN IN TURKEY USING SSR MARKERS

Ertan KANBUR
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Dr. Ahmet IPEK

This reaserch aims to assess the genetic relationship among the widely cultivated onion
cultivars (A. cepa L.) in Turkey using SSR molecular markers. For this purpose seeds of
thirty six onion cultivars were supplied from nine seed companies. Eighteen SSR
molecular markers were used to analyse the genetic relationship. A genetic similarity
matrix was calculated using the data with Dice similarities coefficient. Genetic
similarities among the onion cultivars ranged from 52% to 95%. A UPGMA dendogram
based on the similarity matrix revealed that there are nine groups at or above 80%
genetic similarity level and 5 groups at or above 90% genetic similarity level. Onion
cultivars supplied from two companies were most similar in comparison and the four
groups out of the nine which has the genetic similarity level at or above 80% belongs to
these two companies. Also one of the mentioned companies has a match of 95% genetic
similarity level between an onion cultivar which is sold under a different name by
another company. When it is considered that onions are open pollinated plants, these
high genetic similarity levels can be considered fairly high.

Keywords: A.cepa L., Onion, SSR, Genetic relationship, Molecular markers.
2015, Vii + 36 pages
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1.GIRIS

Morfolojik karakterler ve molekiiler veriler géz 6niinde bulundurularak yapilan en son
siiflandirmada Allium cinsi 780 kadar tiir ihtiva etmektedir ve yeni kesfedilen tiirlerle
birlikte bu rakam 800°t asmustir (Fritsch ve ark. 2010). Bu tiirler arasinda ekonomik
degeri olan siis bitkisi ve gida amaglh kullanilan bir¢ok tiir vardir. Bunlardan sogan (A.

Cepa L.), sarimsak (A. sativum), pirasa (A. ampeloprasum), frenk sogani (A.
schoenoprasum) yenilebilir olanlarin en 6nemlileridir (Nguyen ve ark. 2008).

Allium tiirlerinin farklilik olusturan aromalari, ugucu siilfiir bilesenlerinin bitki
dokusunun zarar gérmesi ile alinaz enziminin S-alkenil sistein siilfoksitleri 6nciilerini
hidrolize etmesinden kaynaklanir. Allium tiirleri kuzey 1liman bélgelerde yogundur ve
cok bilyiik bir miktar iginde bulundugumuz Avrasya ve Giiney Afrika bolgesindedir.
Sogan dahil tim ekonomik Oneme sahip yetistiriciligi yapilan bitkilerle birlikte bu

cinsin mensubu tiirlerin yaklasik yiizde doksan1 Xx=8 kromozoma sahiptir (Havey 1995).

Sogan Allium cinsi i¢ginde en ¢ok kiiltiirii yapilan tiirdiir ve 5000 yildir kiiltiirii yapildigt
bilinmektedir. Soganin yabani hayatta varligi bilinmemektedir ancak en yakin yabani
akrabalar1 Tiirkmenistan, Ozbekistan, Tacikistan ve Afganistan’1 igeren bolgede

bulunan A. galanthum ve A. vavilovii’dir (Goldman ve ark. 2000).

Tiirkiye’de 2013 yili TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) verilerine gére sogan iiretimi
616 324 dekar alanda toplam 1 904 846 tondur. Kisi basi ortalama kuru sogan tiiketim
miktar1 yillik 18,4 kilogramdir. Ulkemizde sirasiyla en ¢ok iiretim yapilan sehirler

Amasya, Ankara, Hatay, Eskischir, Adana, Tokat, Bursa ve Corum’dur.

FAOSTAT (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii Istatistikleri) 2013 verilerine
gore Tiirkiye sogan liretiminde diinyada altinci siradadir. Baglica en biiyiik sogan iireten
iilkeler sirastyla Cin, Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri, Iran, Rusya, Tiirkiye ve
Misir’dir. TUIK 2013-2014 Denge Tablolar: verilerine gére toplam sebze iiriinlerindeki
yurt i¢i Uretimin yurt i¢i talebi karsilama derecesi %107,1°dir. Yetistirilen toplam
sebzelerin biiyiik kismi1 yurt i¢inde tiiketilirken sadece %7’lik bir kismi ihra¢ edilmistir.
Kok ve yumru sebzeler grubunda yeterlilik derecelerinde birinci sirada %141,5 ile taze

sogan ikinci sirada ise %113,3 ile kuru sogan yer almistir.



Tarimsal tiretimin baslangici tohumdur. Tohumun kendisi teknoloji ile gelistirilen
yiiksek degere sahip dnemli bir gelir getiren iirlindiir ve iilkeler i¢in stratejik degere de
sahiptir. 2012 yili ISF (Uluslararast Tohum Federasyonu) verilerine gore diinya tohum
pazar1 hacmi yaklasik 40 milyar dolardir. Amerika Birlesik Devletleri 12 milyar dolar
ile diinya tohum pazarinda en biiyiik yeri tutmaktadir. Tiirkiye diinya tohum pazari
biiyiikliik srralamasinda 11. Ulke konumunda olmasma ragmen sadece 750 milyon

dolarlik bir biiyiikliige sahiptir.

Ulkemiz 2012 yilinda yaklasik 55 milyon dolar degerinde 21 761 ton tohum ihracat:
yapmasina karsilik, yaklasik 188 milyon dolar degerinde 26 938 ton tohum ithal
etmistir. ithalat ve ihracatta sebze iiriinleri tohumu yaklasik 1500 ton kadar az bir
miktarda ticareti yapilirken en az olarak ¢igek bitkileri tohumlariin ticareti yapilmaistir.
Tiirkiye’de tretilen sogan miktari ortalama 600 000 dekar alanda diretilmektedir.
Ortalama olarak bir dekar alana 0,5 kg sogan tohumu ekildigi disiiniildiigiinde, asgari
300 ton tohum ekimi yapildig1r diisliniilebilir. Piyasa fiyat1 kilogram basina sogan
tohumlarinin 50 ila 600 TL aras1 oldugu diigiiniildiigiinde 6nemli bir ekonomik degere

sahip oldugu ve ekonomide yer teskil ettigi goriilmektedir.

Diinya niifusunun hizla artmasi gida ihtiyacini da arttirmaktadir. Diinya niifusunun hizla
daha da artacagi disiiniildiigiinde ihtiya¢ duyulan gidanin giivenilir olmakla birlikte
yeterli miktarda olmasi ve saglikli ve dengeli beslenmeyi saglamalidir. Teknolojinin
gelismesiyle birlikte, daha {istiin 6zellikli ve verimli bitkilerin segilebilmesi ve
gelistirilmesi miimkiin olmustur. Elde edilen yeni ¢esit bitkilerin diger bitkilerden daha
tistiin oldugu resmi makamlarca belgelemesi gereklidir. Boylece gelistirilen g¢esidin
1slah edici tarafindan haklar1 korunurken, bitki hakkinda bilgiler bagimsiz ve giivenilir

olacak ve dolayli olarak iiretimde kalite ve verim artisina katki saglayacaktir.

Tiirkiye’de 1slah edilen yeni bitki gesitlerinin tescili ve sertifikasyonu Gida Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi biinyesinde bulunan TTSM (Tohumluk Tescil Ve Sertifikasyon
Miidiirligii) tarafindan yapilmaktadir. Bakanlik tarafindan 26 755 sayili ve 13.01.2008
Resmi gazetede yayinlanan *’Bitki Cesitlerinin Kayit Altina Alinmas1 Yonetmeligi’’ 4.
Boliimiinde yer alan sebze tiirlerine ait ¢esitlerin kayit altina alinmasi esaslar1 ve kayit

altina alinabilecek sebze tiirleri listesi EK-2°de gosterilmistir.



Bitkilerin kayit siirecinde STK (Standart Tohumluk Kaydi) denemelerine alinir.
Buradaki amag ¢esitlerin farkli, yeksenak ve durulmus oldugunu saptamaktir. Sebze
tiirlerinde FYD ( Farklilik, Yeksenaklik, Durulmusluk Testleri) en az bir lokasyonda iki
yetistirme sezon kurulur. FYD testinde ¢esidin iki yetistirme sezonunda elde edilen
sonuclara gore farkli, yeksenak ve durulmus oldugu tespit edilen ¢esit adaylarina STK

raporu hazirlanir ve STK komitesince uygun goriilmesi durumunda kayit altina alinir.

FYD testlerinin kurulmasina esas olmak {izere ¢eside ait teknik soru anketinin ¢esidi
gelistiren 1slah¢1 tarafindan doldurulmasi gerekir. Teknik soru anketi TTSM tarafindan
hazirlanmis ¢eside ait bazi ozellikleri i¢eren teknik bir soru formudur. FYD testi ise
teknik soru anketinde ¢eside dair belirtilen 6zelliklerin dogrulanmasina ve morfolojik ve
fizyolojik karakterlerin tespit edilerek var olan ¢esitlerden farkli, yeksenak ve durulmus

olup olmadigina dair gézlemdir.

TTSM internet sitesinde tescil boliimiiniin altinda yer alan ‘teknik soru anketleri’
boliimiinde tiirlerin kendisine gore diizenlenmis teknik soru anketine ulasilmaktadir.
Sogana ait teknik soru anketinde yer alan ve gesitte kendini gosteren morfolojik ve
fizyolojik ozellikleri tanimlayan sorulardan bazilari; Her yalanci govdede var olan
yaprak sayisi, yesil renginin tonu, soganin biyiikligi, yumrunun genel sekli, kuru
kabuk ana rengi, kuru madde miktari, hasat olgunluk zamani ve erkek kisirlik 6zelligi
gibidir. Sorulara yanit olarak ankette yer alan az, orta, fazla; agik, orta, koyu; kisa, uzun,
¢ok uzun; yuvarlak, oval, yumurta gibi derecesini belirten cevap kutucuklar

isaretlenmektedir.

Sogan iki yillik bir bitki tiiri oldugu i¢in soganda yeni c¢esitlerin gelistirilmesi oldukca
uzun zaman almaktadir. Bu nedenle iilkemizdeki tohum firmalar1 soganda 1slah
programlar1 olusturmayi ve yeni sogan g¢esitlerinin 1slahini tercih etmemektedirler.
Fakat TTSM’de yerli tohum firmalarina ait birgok sogan ¢esidi kayitli bulunmaktadir.
Ulkemizde soganda 1slah ¢alismalar1 yapan tohum firmalari ve yurt disinda tohum 1slagi
yapan firmalarin Tirkiye temsilcilikleri kendilerinin gelistirdigi sogan gesitlerine ait
tohumlarin, diger tohum firmalar tarafindan ¢ogaltilip, ¢esit olarak kayit ve tescilini
yaptirdiklarindan sonra sattiklarin1 6ne slirmektedirler. Bu durum soganda islah
calismalar1 yiirliten firmalarin cesaretini kirmakta ve iilkemizin ihtiyaci olan daha iyi

Ozelliklere sahip yeni sogan gesitlerinin tilkemizde gelistirilmesini engellemektedir.



Baska firmalara ait tohumlarin alinip ¢ogaltilmasi bitki 1slah¢t haklarin1 ayn1 zamanda
gasp etmektedir. Bu durum sogan {iretimi ile ugrasan c¢iftgilerin ayni ¢esidi farkli
firmalardan farkli isimler altinda alarak farkli sogan ¢esidini yetistirdiklerini sanarak

ayni1 liriinli elde etmesine yol acabilmektedir.

Baska firmalarin tohumlarim1 alip kendi tohumu gibi ¢ogaltan ve tescilini yaptiran
firmalar yaptiklari bu olayin tespit edilemeyecegini diisiinmektedirler. Ciinkii tohum
tescili esnasinda herhangi bir molekiiler analiz istenmemektedir. Tohum tescili
UPOV’un (Uluslar Arasi1 Yeni Bitki Cesitlerinin Korunmast Birligi) morfolojik
tanimlamalara gore yapilmaktadir. Dolayist ile hangi cesidin hangi firma tarafindan

cogaltilip kendi adlarina tescil ettirdikleri bilinmemektedir.

Morfolojik karakterlerin veya markirlarin gozlemlenmesi kolaydir fakat g¢evreden
etkilenebilirler ve sayilart sinirhidir. Cevrenin yani sira karakterlerin ekspresyonu
epistatik ve pleotropik etkilesimlerden dolayr degisebilir. Bitki gelisim evresinde geg
ortaya cikabilirler bu yiizden gbzlemlenebilmeleri i¢in bitkinin tamamen gelisiminin
tamamlanmasinin  beklenmesi gerekebilir ayrica dominant ve resesif iligskiye
dayandiklarindan homozigot bireyleri heterozigot bireylerden ayirmak miimkiin degildir

(Kumar 1999).

Tirkiye sogan piyasasinda satilan sogan cesitleri arasindaki genetik benzerlikle ilgili
herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Giiniimtizde firmalar kendilerine ait
cesitlerin tohumlarini izinsiz tiretip sattiklari igin birbirlerini su¢lamaktadirlar. Ancak bu
durumun ne kadar yaygin oldugu bu giine kadar tespit edilmemistir. Sogan iiretiminde
yaygin olarak kullanilan c¢esitler arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi bu durumun

ne kadar yaygin olup olmadigini ortaya koyacaktir.

Bu yiiksek lisans tezinde Ulkemizde sogan iiretiminde yogun olarak kullanilan ve sogan
tohumu tiretiminde s6z sahibi olan firmalarin ¢esitleri arasindaki genetik akrabaligin

SSR molekiiler isaretleyicileri kullanilarak belirlenmesi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Molekiiler Isaretleyiciler ve SSR Molekiiler Isaretleyicileri

Molekiiler isaretleyiciler ya da spesifik olarak DNA (Deoksiriboniikleik Asit)
isaretleyicileri, genom seviyesinde farkliligi temsil eden belirli bir DNA pargasidir.
Morfolojik karakterlerin aksine her zaman stabildirler ve her dokuda her biiyiime,
gelisme, savunma durumu, pleotropik ve epistatik etki ve de ¢evreden etkilenmeden
belirlenebilirler. isaretleyici teknikleri PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) gerektiren

ve gerektirmeyen olmak {izere iki temel grupta siniflandirilabilirler.

Mikrosatallitler ya da SSR (Basit Dizi Tekrarlar1), AFLP (Cogaltilan Pargalarin uzunluk
poliformizmi), RAPD (Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA) PCR-tabanli isaretleyici
tekniklerine; RFLP (Kesilen pargalarin uzunluk poliformizmi) ise PCR gerektirmeyen
isaretleyici sistemlerine 6rnek verilebilir ve evrimsel, ekolojik, taksonomik, filogenik ve

bitki genetigi ¢aligsmalarinda kullanilan igaretleyici sistemleridir (Agarwal ve ark 2008).

Genomlar tekrar {initeleriyle doludur. 11k tekrarli DNA motifleri 1960’larda bulunmus
ve tekrarlanmig DNA dizileri, satallite DNA adimi almistir (Kit 1961; Sueoka 1961).
Daha kisa tekrarli diziler kesfedilmis ve bunlar mini ve mikro satallite olarak
adlandirilmigtir. Mikrosatallitler ilk olarak 1981 yilinda insan B globiilin bélgesinin
sekans analizlerinde belirlenmistir (Miesfeld ve ark 1981; Spritz 1981) fakat
mikrosatallite terimi ilk kez Lit and Luty (1989) tarafindan kullanilmustir.
Mikrosatallitler diger adi ile SSR’lar 1 ila 6 baz ¢iftinden olusan uzunlugu genelde 100
niikleotidden az tekrarli niikleotid motifleridir (Tauttz 1989). SSR’lar genomlarin
kodlanan ve kodlanmayan bolgelerinde yer alirlar. Tiim prokaryot ve Okaryotlarda

bulunurlar (Zane ve ark. 2002).

SSR’lar genomda dagilmis ve yaygin olarak bulunurlar, diger molekiiler isaretleyicilere
gore daha polimorfiktirler, es baskindirlar, Mendel kalitimi yolunu izlerler,
tekrarlanabilirlikleri yiiksektir, kromozom ve tiir spesifik olmalari sebebi ile bitki
genetigi ve 1slah ¢alismalarinda oldukg¢a kullanigshdirlar (Varshney ve ark. 2005; Miah
ve ark. 2013). Onemli genlerin haritalanmasi, bitki 1slah1, markir destekli seleksiyon,
temel genetik haritalama ¢aligmalarinda ve genetik farklilik analizi gibi birgok genetik

uygulamada kullanilirlar (Benemann ve ark. 2012).



Cizelge 2.1. Molekiiler isaretleyicilerin farkli nitelikleri

Ozellikler Molekiiler Isaretleyiciler

RAPD RFLP AFLP SSR
PCR Temellilik Evet Hayir Evet Evet
Gerekli DNA miktar1 (pg) 0.02 10 0.5-1.0 0.05
DNA Kalitesi Yiiksek Yiiksek Diisiik Disiik
Allellerin Tespiti Hayir Evet Hayir Evet
MAS Faydasi Diisiik/Orta Orta Diisiik/Orta Yiiksek
Is Yiikii ve Masraflari Diisiik/Orta Yiiksek Diisiik/Orta Yiiksek
Sekans Bilgisi Gereksinimi Gerekli Degil  Gerekli Gerekli Degil  Esansiyel
Polimorfizm Miktar1 Diisiik/Orta  Diisiik Diisiik/Orta Yiiksek
Otomasyon Orta Diisiik Orta Yiiksek
Gelistirme Masrafi Diisiik Diisiik Orta Yiiksek
Analiz Bas1 Masraf Diisiik Yiiksek Orta Diisiik
Radyoaktif Tespit Yok Genelde Yok Yok
Dogruluk Diisiik Yiiksek Orta Yiiksek
Dominantlik Dominant Es baskin Dominantve  Es baskin

Es baskin

Miah ve ark. 2013 ve Kalia ve ark. 2011°den adapte edilmistir

SSR’lar  farkli

Ozelliklerine

gore

degisik

sekilde

siniflandirilmaktadirlar.

Siniflandirilirken; her tekrar tinitesindeki baz ¢ifti sayisina gére (mono, di, tri, tetra, ...),
tekrar motiflerinin ig¢indeki niikleotidlerin diizenlenmesine gore (perfect, imperfect,
pure, interrupted, ...) ya da genomda bulunduklari yerlere gore, niikleer (NUSSR),
mitokondriyal (mtSSR) veya kloroplastik (ctSSR) SSR’lar olarak isimlendirilirler.
(Kalia ve ark. 2011). Ayrica cDNA’larin sekanslanmasi ile bulunan SSR’lar EST-SSR

olarak adlandirilirlar.



SSR evrimi, mutasyon orani ile iligkili olup SSR’larin sayica tekrarlarinin azalip artmasi
degisiklikleridir. SSR’larin nasil olustugunu ortaya koyabilecek bazi durumlar; tek
zincirli DNA kaymasi, DNA rekombinasyonu, yanlis eslesme/¢ift zincir kirilmasi

tamirleri ve retrotranspozisyondur (Wang 2009).

Yukarida bahsedilen molekiiler isaretleyicilerin biiyilk ¢ogunlugu genomik DNA
kiitiiphanelerinden (RFLP’ler ve SSR’lar i¢in) veya genomik DNA’larin1 kullanarak
rasgele PCR amplifikasyonu yapilarak (RAPD’ler) ya da her ikisi kullanilarak
(AFLP’ler) gelistirilmistir. Bir dizi molekiiler isaretleyicileri tekniklerinin olusturulmasi
ve bunlarin modifikasyonlarin ile pek ¢ok bitkiler iizerinde karsilastirma caligsmalari

miimkiin hale gelmistir (Kalia ve ark 2011).

2.2. SSR Molekiiler isaretleyicilerinin Gelistirilmesi ve Kullanim Alanlar

NCBLEMBL, GenBank gibi umuma acik veri bankalan

Genlerden veya EST 'lerden mevcut sekans verisi

Sekanslar icindeki SSR bolgelerinin belirlenmesi

Primer dizaym ve ilgili bélgenin amplifikasyonu

Uygulama
alanlan

Genom

Cinsiyet analizi :
/ haritalamasi

Farklilik ve Populasyon ;?IZSOe”nOef:‘i:(.
gesit analizi genetigi g
caligmalar

Hibridizasyon Gen igaretlenmesi
ve MAS ve QTL analizleri

Sekil 2.2. SSR molekiiler isaretleyicilerin gelistirilmesi ve uygulama alanlar1 (Miah ve
ark. 2013 ve Kalia ve ark. 2011’ den adapte edilmistir)



SSR’larda direkt olarak DNA kiitiiphanelerinden, SSR’larla zenginlestirilmis
kiitiphaneler tarafindan, EMBL ve NCBI gibi umuma acik veri sistemlerinde
arastirtlmasindan veya tiirler aras1 transfer edilebilirlik ile bulunabilir. Su anda EST veri
tabanlar1 aday genler i¢in onemli bir kaynaktir ¢iinkii direkt ilgilenilen 6zellikle ilgili

molekiiler isaretleyicileri ortaya koyabilir ve bunlar yakin tiirler arasinda da transfer

edilebilirler (Kalia ve ark. 2011).
Bitkilerde SSR molekiiler isaretleyicilerinin kullanim alanlar1 s6yledir:

1. Bitki 1slah caligmalarinda ¢aprazlamalarda kullanilacak daha uyun ebeveyn bitkileri
secmek icin molekiiler diizeyde genetik farkliliklarinin degerlendirilmesi igin
kullanilabilir,

2. Agronomik ve hastalik direng 6zellikleri icin QTL (Kantitatif Ozellik Lokusu) veya

genlerin isaretlenmesi ve haritalanmasinda kullanilabilir,

Genom haritalanmasinda kullanilabilir,

Cinsiyet analizinde kullanilabilir,

Popiilasyon yapisini taksonomik ve filogenetik arastirmalarinda kullanilabilir,

Farklilik ve ¢esit analizinde kullanilabilir,

N o g~ w

Islah ¢aligmalarinda {imit verici hatlarda MAS (Markir Destekli Seleksiyon) ve
MAB’ta (Markir Destekli Geriye Melezleme) kullanilabilir.

2.3. SSR Molekiiler Isaretleyicileri ile Yapilmis Molekiiler Calismalar

SSR’lar genetik caligmalarda tercih edilen popiiler bir isaretleyicidir ve bir¢cok farkli
uygulamada kullanilmaktadir. Yaygin olarak genomu kapsamasi ve bir¢ok farkli
genetik ¢aligmasinda kullanilabilirliginden bitki genetigi calismalarinda da yer

bulmustur.



Cizelge 2.3. Bitkilerde SSR molekiiler isaretleyicileri kullanilarak yapilan bazi

uygulamalar

Bitki Tiiri

Uygulama

Referans

Olea europea

Olea europea

Olea europea

Zea mays

Glycine max

Prunus
avium

Hippophae L.

Oryza sativa

Carthamus
tinctorius

Zeytinlerde inter ve intra gesit varyasyonlariin
SSR molekiiler isaretleyicileri ile analiz
edilmistir.

SSR molekiiler isaretleyicileri ile zeytinlerde
¢esit analizi ve DNA parmak izlerinin
belirlenmesi.

SSR analizleri Tiirkiye nin Gliney Marmara
bolgesinde liretilen zeytinlerin ayn1 genotipte
oldugunu gostermistir.

Hibrit elde edilirken iki yontem denenmistir ve
ebeveynsel unsurlarin belirlenmesinde
molekiiler isaretleyicilerin daha ¢ok performans
sagladig goriilmiistiir.

NUSSR molekiiler isaretleyicileri kullanilarak
Cin ve Japon soya fasulyeleri arasindaki genetik
farkliliklar karsilastirilmistir.

Tiirkiye’deki 29 yeni ve 49 yerli kiraz tiirleri
arasindaki iligkinin AFLP ve SSR molekiiler
isaretleyicileri ile belirlenmesi.

Kuru biiziilme hastalig: ile iligkili ISSR
molekiiler isaretleyicilerinin belirlenmistir.

Hibrit tohumlarda genetik safligin belirlenmesi
ve DNA parmak izinin belirlenmesi.

Hibrit tohumlarin saflik testi.

Ipek ve ark. (2012)

Ipek ve ark. (2011)

Ipek ve ark. (2009)

Chuanchai ve ark.
(2010)

Guan ve ark. (2010)

Ipek ve ark. (2009)

Ruan ve ark. (2009)

Hashemi ve ark.
(2009)

Naresh ve ark.
(2009)




Cizelge 2.3. Devami

Bitki Tiirii Uygulama Referans
Hordeum Arpa sar1 mozaik viriistine kars1 direng Tyrka ve ark. (2008)
vulgare saglayan RYM4/RYMS adli gen bolgesi ile

baglantili bir SSR molekiiler isaretleyicileri

gelistirilmistir.
Humulus Erkeklik cinsiyeti ile yakin iliskili 3 Jakse ve ark. (2008)
lupulus mikrosatallit tekrar1 bulunmustur.

Oryza sativa

Triticum
aestivum

Spinacia
oleracea

Capsicum
annuum

Cannabis sp.

Pelargonium

Markir destekli geriye ¢aprazlama ile su
derinligine toleransi olan piring gelistirilmesi.

Bugday pas hastalig1 direng geni olan Lr22a
diren¢ geninin SSR molekiiler isaretleyicileri
ile haritalanmasi.

Ispanak ¢esitlerinin ayirt edilmesinde genik
SSR molekiiler isaretleyicileri kullanilmistir.

Biberde genetik saflik testi ve hibritlerin
teshisi.

Cinsiyetle ilgili SSR molekiiler isaretleyicileri
bulunmustur.

Sardunyada mikrosatallitlerle gesit
tanimlamasi.

Neeraja ve ark. (2007)

Hiebert ve ark. (2007)

Khattak ve ark. (2007)

Juhasz ve ark. (2006)

Rode ve ark. (2005)

Becher ve ark. (2000)
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2.4. Soganda Molekiiler Isaretleyiciler ve SSR Molekiiler Isaretleyicileri Ile
Yapilan Cahismalar

Sogan bitkisinde AFLP, RAPD, RFLP ve SSR gibi molekiiler isaretleyiciler ve
izozimlerin yer aldig1 bir¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir. Bazen ¢alismalar tek bir degil
birka¢ molekiiler isaretleyici ile yiiriitiilmistiir. Bu ¢alismalarin bir kismmin uygulama
alanlarinin konusunu genetik farklilik ve ¢esit analizi, kromozom ve linkage haritalarin

olusturulmasi, taksonomik ve filogenetik ¢alismalar olusturmustur.

Bu yiiksek lisans tezinin konusunun iligkili oldugu uygulama alant SSR molekiiler
isaretleyicileri kullanilarak farklilik ve cesit analizi yapmaktir. Ulkemizde soganda SSR
molekiiler isaretleyicileri kullanilarak herhangi bir genetik farklilik ve gesit analizine
literatiirde rastlanmamuistir. Fakat iilkemiz disinda yapilan ¢alismalarda, SSR molekiiler
isaretleyicileri ile sogan dahil bir¢ok bitkide genetik farklilik ve ¢esit analizi yapilmigtir
ve bu dogrultuda SSR molekiiler isaretleyicilerinin gelistirildigi ayrica caligmalar

yapilmistir.

2.4.1. Sogan bitkisinde SSR molekiiler isaretleyicileri ile yapilmis bazi farkhhk ve

cesit analizi calismalar:

Mallor ve ark. (2014), SSR molekiiler isaretleyicilerini kullanarak Ispanya yerel sogan
tiirleri arasindaki genetik farklilig1 ortaya koymak igin bir genetik ¢aligma yapmislardir.
Bu analizleri gergeklestirmek iizere 85 Ispanyol yerel tiirii sogan ve 6 benzer Allium
tiirli izerinde 18 set SSR molekiiler isaretleyicisi, 16 EST-SRR molekiiler isaretleyicisi

ve 2 genomik SSR molekiiler igaretleyicisi kullanmislardir.

Khar ve ark. (2011), SSR molekiiler isaretleyicileri kullanarak ticari olarak kullanilan
kisa giin Hindistan sogani ile bazi yerel ve yabani tiirler arasindaki genetik farklilig
belirlemek i¢in ¢alisma yapmuslardir. Toplamda 46 Allium ¢esidi kullanmislardir ve
bunlardan 34°i kiiltiirii yapilan sogan ¢esitleridir ve 12’si yabani tiirlerdir. Bu ¢alismada
30’u genomik ve 30’u EST-SSR olmak iizere 60 SSR primeri kullanilmustir.

Mahajan ve ark. (2009), 14 kisa giin ve 2 uzun giin soganlarin1 24 SSR molekiiler
isaretleyici bolgesine gore degerlendirilmistir ve kullanilan 21 SSR primer ¢iftini

polimorfik bulmuslardir.
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2.4.2. SSR molekiiler isaretleyicilerinin gelistirilmesine yonelik yapilan bazi

calismalar

Bu yiiksek lisans tezi ¢aligmasinda kullanilan 18 SSR molekiiler isaretleyicisi Jakse ve
ark. (2005) tarafindan gelistirilmistir. Jakse ve ark. (2005) calismalarinda 35 elit sogan
popiilasyonunda 398 SNP, Indel ve SSR tespit etmislerdir ve biitiin popiilasyonlarin
ayirt edilebilecegini gozlemlemiglerdir ve bu ¢alismada SSR molekiiler isaretleyicileri
bazi sirketler veya 1slah programlarindaki genetik kaynaklarin genelde birbirine benzer

oldugunu ortaya koymuslardir.

Baldwin ve ark. (2012), soganda genetik farkliliklarin belirlenebilmesi i¢in genomik
sekanslama yapislardir ve bulunan SSR motiflerine yonelik 166 primer seti dizayn

etmislerdir ve bunlardan 80’inin polimorfik oldugunu belirlemislerdir.

Araki ve ark. (2010), Allium tiirleri i¢inde cepa ve phyllodolon boliimleri i¢inde yer alan
yabani olan ve kiiltlirii yapilan soganlarda markir destekli seleksiyonda ve taksonomik

caligsmalarda kullanilabilmek iizere SSR molekiiler isaretleyicileri gelistirmislerdir.
2.4.2. Sogan iizerinde diger molekiiler isaretleyiciler ile yapilmis bazi ¢calismalar

Park ve ark. (2008), soganda erkek kisirlik geni bolgesi igin bir linkage haritasi
caligmas1 yapmuslardir ve kisir olan ve olmayan soganlar arasinda 5 tane polimorfik

olan RAPD molekiiler isaretleyicisi belirlemislerdir.

McCallum ve ark. (2001), cDNA’larin sekanslanmasmnin RFLP molekiiler
isaretleyicilerini ortaya ¢ikardigini anlatmislardir. Haritalama kullanilmak iizere daha
elverisli molekiiler isaretleyiciler saglamak ve AFLP, SSR ve diger PCR-tabanli
molekiiler isaretleyicilere tamamlayici olmak i¢in PCR tabanli CAP (Kesilmis
Cogaltilmis Polimormizmi) SSCP (Tek Zincirli Konformasyon Polimorfizmi)

gelistirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma (SSR Molekiiler Isaretleyicileri Kullanilarak Tiirkiye’de Yetistiriciligi
Yapilan Sogan Cesitleri Arasindaki Genetik Iliskinin Belirlenmesi) 2013-2014 yillari
arasinda Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimiine ait

Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda yiiriitiilmiistir.
3.1. Materyal

Bitki materyali olarak iilkemizde sogan tiretiminde yaygin olarak tercih edilen toplamda
36 sogan ¢esidi kullanilmigtir. Sogan ¢esitlerinin tohumlar1 ¢esit sahibi dokuz onde

gelen firmalardan temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Soganlar ve giin uzunluklari gereksinimi

NUMARA FIRMA NUMARALARI GUN UZUNLUGU
ACO01 FIRMA 1 KISA GUN
ACO02 FIRMA 1 UZUN GUN
ACO03 FIRMA 2 KISA GUN
AC04 FIRMA 2 UZUN GUN
AC05 FIRMA 2 UZUN GUN
AC06 FIRMA 3 KISA GUN
AC11 FIRMA 4 KISA GUN
AC12 FIRMA 4 KISA GUN
AC13 FIRMA 9 UZUN GUN
AC14 FIRMA 9 UZUN GUN
AC15 FIRMA 5 UZUN GUN
AC16 FIRMA 6 UZUN GUN
AC17 FIRMA 6 UZUN GUN
AC18 FIRMA 6 UZUN GUN
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Cizelge 3.1 Devami

NUMARA FIRMA NUMARALARI ___GUN UZUNLUGU
AC20 FIRMA 6 UZUN GUN
AC21 FIRMA 6 UZUN GUN
AC22 FIRMA 6 UZUN GUN
AC23 FIRMA 6 UZUN GUN
AC24 FIRMA 6 UZUN GUN
AC25 FIRMA 6 KISA GUN
AC26 FIRMA 6 UZUN GUN
AC27 FIRMA 6 KISA GUN
AC28 FIRMA 6 UZUN GUN
AC29 FIRMA 7 UZUN GUN
AC30 FIRMA 8 KISA GUN
AC31 FIRMA 8 UZUN GUN
AC32 FIRMA 8 KISA GUN
AC34 FIRMA 8 UZUN GUN
AC35 FIRMA 8 UZUN GUN
AC36 FIRMA 8 KISAGUN
AC37 FIRMA 8 KISA GUN
AC38 FIRMA 8 UZUN GUN
AC39 FIRMA 8 UZUN GUN
AC40 FIRMA 8 UZUN GUN
AC41 FIRMA 8 UZUN GUN

AC42 FIRMA 8 UZUN GUN
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3.2. Yontem
3.2.1. Tohumlarin ekimi

Her bir ¢esit sogan ¢esidini temsilen her bir tohum ¢esidi paketinden rastgele olarak
alinan sogan tohumlar1 bahge topragi igeren 15 cm ¢apli saksilara dikilmistir ve her bir

sogan bitkisi dort ile alt1 geng yaprak sayisina ulasana kadar bliylitiilmiistiir.
3.2.2. Yapraklarin toplanmasi ve kurutulmasi

Her bir saksida olusan gen¢ soganlardan kendi gesitlerini temsilen birer tane en geng
oldugunu disiindiigiimiiz, kii¢iik ve taze yaprak alinmistir ve kendi ¢esidini temsil eden
ve toplamda onar bireyden olusan otuz alt1 ayr1 popiilasyon elde edilmistir. En geng
yapraklarin secilmesinin temel sebebi olgun yapraklardaki sekonder metabolitlerin yash
yapraklara gore daha fazla olmasidir ve DNA izolasyonu islemi bu sayede daha verimli

olmaktadir.

Yapraklarin elde edilmesinden sonra her biri 10’ar bireyden alinan yapraktan olusan
otuz alti popiilasyon ayri ayri isaretlenmis torbalara konularak dort giin boyunca
liyofilizatérde kurutulmaya birakilmigtir. Kurutma islemi bittikten sonra bir sonraki
asama olan yapraklarin ogiitiilerek toz haline getirilmesinde kullanilmak tizere -80°C’de

saklanmistir.

Sekil 3.2.2. Yapraklarin toplanmasi ve kurutulmasi
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Kurutulma isleminin liyofilizatérde olmas1 bitki materyalinin yapisinin korunmasinda
hayli onemlidir. Bitki materyali liyofilizasyon esnasinda hicbir sicakliga maruz
kalmayacagi icin hiicrelerin genel yapist ve molekiiler yapisi zarar goérmez.
Liyofilizatoriin ¢caligma prensibi, materyallerin dondurularak diisiik basing altinda buzun

buharlastirilmasi seklindedir.
3.2.3. Kurutulan yapraklarin égiitiilerek toz haline getirilmesi

Kurutulmus ve buzdolabinda muhafaza edilen yaprak oOrnekleri c¢ikartilarak oda
sicakligina erigmeleri beklendikten sonra 2 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Tiiplerin igine
yaprak orneklerinin pargalanmasi amaciyla {i¢ tane 6 mm ¢apinda cam bilye ile 3mm
capinda olan bes cam bilye konularak 6giitiicti yardimi ile 6rnekler ogiitiilerek toz haline

getirilmistir.

Sekil 3.2.3. Toz haline getirilmis ve her biri 20 mg olan sogan yapraklar1 6rnekleri
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3.2.4. DNA orneklerinin elde edilmesi

Asagida anlatilan DNA izolasyonu isleminde kullanilan soliisyonlarin bilesenleri:

o

1M Tris (1L, pH:8.0): 700 mL H,0, 121.1 gr Trizmabase ve 40 mL HCL.

1
2. 0.5M EDTA (500 mL, pH:8.0): 250 mL H,0O ve 84.05 g EDTA.
3.
4

%10’luk CTAB soliisyonu: 25 gr CTAB tozu ve 250 mL H,0.

EB Tamponu: 50 mL IM’lik Tris, 700 mL H,0, 40.92 g NaCl, 20 mL 0.5M’lik
EDTA ve 10 gr CTAB.

TE Tamponu: 350 mL H,O, SM’lik S mL Tris ve 0.5mM’lik 0.1 mL EDTA.

CO tamponu (Kloroform): 480 mL kloroform ve 20 mL izoamil alkol.

DNA izolasyonu igin Futterer et al. (1995) tarafin anlatilan modifiye CTAB metodu

kullanilmuistir.

1.

Genomik DNA 0Orneklerinin ekstrakte edilmesi i¢in toz haline getirilen yaprak
orneklerinden 20 mg olacak sekilde tartilmistir ve her biri isimlendirilmis 2 mL’lik
tiiplere konulmustur. (bkz. Sekil 3.2.3)

DNA izolasyonun ilk islemi olarak hazirladigimiz 50 mL’lik EB tamponun iizerine
500 puL %1°lik betamerkaptoetanol eklenmistir ve hazirlanan bu karisimdan iginde
20 mg sogan tozu olan tliplerimize 1000 pL eklenmistir. Her bir tiipteki sogan
tozlar1 eriyene kadar vorteks ile karistirilmistir ve ardindan 64-65°C’de su

banyosunda yarim saat bekletilmistir.

Sekil 3.2.4.2 Derecesi ayarlanabilir su tanki
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3. Yarim saat sonra ¢ikarilan tiiplerin igerisine 800 uL CO tamponu eklenmistir ve
karigtirilmistir.
4. Bir sonraki islem olarak tiipler 25°C’de 20 000 g kuvvetinde 5 dakika santrifiij

edilmistir. Bu islem sonucunda tiipler i¢inde iki farkli faz olusmustur ve bu iistteki

faz 2 mI’lik yeni tiiplere dikkatlice aktarilmistir.

Sekil 3.2.4.4. Santrifiijde elde edilen fazlar ve yeni tiipe aktarilan tistteki faz

5. Yeni tiiplere aktarilmis iist fazlarin tizerine 1000 pL izopropanol eklenmistir nazikce

karistirilmistir ve -20°C’de 30 dakika bekletilmistir.

Sekil 3.2.4.5. Yeni tiiplere izopropanol eklenmesi ve gozle goriiniir hale gelen DNA
yumagi
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6. izopropanol ilave edildikten sonra yarim saat -20°C’deki buzdolabinda bekletilen
ornekler ¢ikartilarak 25°C’de 10 000 g kuvvetinde 5 dakika santrifiij edilmistir ve
dibe ¢oken c¢okelti diisiirilmemek tizere tstte kalan kisim atilmistir. Bu islemin
ardindan 400 pL 1M’lik NaCl eklenmistir ve parmak hareketleri yardimi ile ¢okelti
bu soliisyon igerisinde eritilmistir.

7. Cokelti soliisyon i¢inde difiize olduktan sonra tiiplerin igine birer uL RNAse
eklenmistir ve 37°C’de yarim saat boyunca su tankinda bekletilmistir.

8. 37°C’de yarim saat bekleyen tiipler su tankindan cikartilarak iclerine 500 pL
baglanma soliisyonu eklenmistir ve filtreli tiiplere aktarilarak ve 4°C’de dakikada 10
000 devir ile 2 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi filtreden alt kisma gecen
stvi dokiilmiistiir ve filtrenin tizerine 500 pL yikama soliisyonu konularak dakikada
10 000 devir ile santrifiij edilmistir ve yine alta gegen kisim atilmistir. Bu yikama
islemi bir kez daha tekrarlanmistir.

9. Yikama iglemi bittikten sonra filtreler eski tliplerden ¢ikartilarak yeni tiiplere
yerlestirilmistir. Filtrelerin iizerine 50 pL eliisyon sivisi konulduktan sonra oda
sicaklandiginda 2-3 dakika bekletilmis ve dakikada 10 000 devir ile 2 dakika
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi ile DNA filtreden ¢ikmis oldugu i¢in filtreler
atilmistir ve elde etti§imiz DNA ornekleri bir sonraki asamada kullanilmak {izere -

20°C’de saklanmustir.
3.2.5. DNA miktarmin él¢iilmesi ve DNA kalitesinin testi

DNA orneklerinin elde edilmesinden sonra her bir 6rnegin konsantrasyonu Qubit
Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ile 6lciilmiistiir ve her bir &rnegin
konsantrasyonu 50 ng/mL olacak sekilde ayarlanmigtir. Konsantrasyonlarin
esitlenmesinden sonra DNA Kalitesinin gézlenmesi i¢cin DNA ornekleri etidyum bromid

iceren 1%’lik agaroz jelde elektroforez edilmistir.
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Sekil 3.2.5.2 DNA orneklerinin elektroforez tankinda yiiriitiilmesi ve ultraviyole 11k
altinda kamera ile fotografinin ¢ekilmesi

Sekil 3.2.5.3 Ultraviyole 151k altinda DNA 6rneklerinin gézlemlenmesi
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3.2.6. SSR molekiiler isaretleyici bolgelerinin PCR ile cogaltilmasi ve analizleri

Yapilan bu calismada kullanilan SSR molekiiler isaretleyici bdlgelerine ait primerler
Jakse ve ark. (2005) tarafindan gelistirilmistir ve PCR kosullar1 ayni sekilde bu
calismaya aktarilmistir. Bu ¢alismada Schuelke (2000) tarafindan gelistirilen 3 primerli
yontem adapte edilmistir. Bu yonteme dayanarak; bir, ¢ogaltmak istenilen bolgeye ait
sekans spesifik geri primer; iki, 700 veya 800 nm dalga boyunda LI-COR kizil 6tesi
boya ile isaretlenmis M13 primerleri (LI-COR, Lincoln, Neb., USA) ve 3. olarak bu
primerlere spesifik olarak baglanabilen ve bir ucunda (5°-

GACGTTGTAAAACGACGGCC) sekansini tagiyan ileri primerler kullanilmistir.

Her bir PCR reaksiyonu 20 pL karisimdan olusmaktadir ve igerigi soyledir: 1,0 U Taq
DNA pollimaraz enzimi (Fermentas, CA, USA) ve bununla birlikte saglanan 1 x
konsantrasyonlu reaksiyon tamponu, her bir ANTP’den 0,25 mM, 1,5 mM MgCI2, 0,1
uM 5’ kuyruguna (5’-GACGTTGTAAAACGACGGCC) sekansi eklenmis ileri primer,
0,20 uM geri primer, 0,20 uM 700 veya 800 nm dalga boyunda LI-COR kizil 6tesi boya
ile isaretlenmis M13 primerlerinden biri ve 50 ng DNA. Polimeraz zincir reaksiyonlari
Applied Biosystems thermal cycler (model 2720) (Foster City, CA, USA) cihazi ile
yapilmistir ve sicaklik dongtileri asagidaki gibidir:

1. 95°C 4 dk.

2. 94°C 30 sn. —

3. 35°C 45 sn. - 28 Déngii
4. 72°C 1 dk. 20 sn. )

5. 94°C 30sn. —

6. 53°C 45sn. — 8 Dongil
7. 72°C 1 dk. 20 sn. _

8. 72°C 8 dk.

9. +4°C o0

Sekil 3.2.6.0. PCR sicaklik kosullar1 ve dongii sayilari
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Cizelge 3.2. Kullanilan oligontikleotid primerlerin 6zellikleri

SSR Tleri primer sekansi Geri primer sekansi Tekrar Tipi
ACMO017  CCTTCTCCCCATTCTCTTCC CATCGTCCTCGTCCTCATC (CAA)4
ACMO018 GGGGAATGGTGGAGAATAGA AACAGAGGCAAGAGGAGCG (CTT)6
ACMO024  CCCCATTTTCTTCATTTTCTCA TGCTGTTGCTGTTGTTGTTG (GCA)10-NNN-
(GCA)A(ACA)4
ACMO031 CCAAAGCCGACCTCCTCT CGTGGGAAGACCAAGGGT (AC)6
ACM068 CGAAGGTGAAGGTGTACGGT CAAATGGCTGCAATAAGCAA (TA)6
ACMO0O71  TCTCATTTCAACTTTCTACCTATCC  CTGACATTTGCTCGACTGGA (AG)10
ACM078 CGCAGAATCTCGTCCTTTTT AATGGTTTGGAGGTCAGTCG (TCG)7
ACMO082 CACCGTTCCTCAGCTCACTT AGAGGGACGAAATGAAAGCA (TCT)13
ACMO093  GCCAACAGTTTTCGTAAGTTGA ATTCTCTTCGGCTTTCGTGA (CCA)7
ACM094  GATGATGGCGAAGACACAGA AAé\AACGGCTTAGGAATTTAAC (TGG)5
ACM101  CCTTTGCTAACCAAATCCGA CTTGTTGAGAAGGAGGACGC (TCC)5
ACM102 TGGATTTGTGAACAACCGAA GATGCAGGCAGTGTTTTGAA (CAA)7
ACM105 CAAGTGGAGCGGGTATTTGT GAGGCACAACTTCCTCTTCG (ATG)5
ACM121  GCAAACTCATATAGTGCCGC GAACCGATTCTACGAGCAGC (TAT)5
ACM132  ATGGGGCCTGGTAAGTTTTT TGCACACCGTTTCCATTTTA (ACAT)14AC
ACM133 CCACATGGATGAAAAACACAA CGCTGGTAGCTGAAGCAAAT EEQ)T;BC(%%)G
ACM134  ACACACACAAGAGGGAAGGG CACACACCCACACACATCAA (GA)8
ACM138  ACGGTTTGATGCACAAGATG CCAACCAACAGTTGATACTGC (CTGO)11
ACM147  CACTTTCCCGTCTAATCGACA TTCCCACAATCAAAACACCA (CTC)5
ACM169  ACTTTCCCCCTCCAACATTC TAGCACAAGGAGGGTCGAGT (TA)30

Jakse ve ark. (2000)’den adapte edilmistir
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PCR iiriinleri LI-COR cihazinda yiiriitiilmeden 6nce yeni bir plate’te her kuyuda hem
700 nm hemde 800 nm boya ile isaretli M13 primerli farkli iki reaksiyon olacak sekilde
aktarilmistir fakat bu islem yapilirken reaksiyonlara ait DNA fragmentlerinin ayni veya

¢ok yakin baz ¢ifti uzunlugunda olmamasi saglanmaistir.

LI-COR cihazinda PCR o6rneklerinin yiiklenecegi denatiire edici poliakrilamid (%6°lik
Akrilamid, 20 uL TEMED, 200 pL APS) jel bir giin 6nceden hazirlanmistir ve yiikleme
oncesinde kuyucuklar1 olusturan tarak cikartilarak jeli iceren cam paneller cihazin

diizgiin okuma yapabilmesi igin jel artiklarindan titizlikle temizlenmistir.

Yeni plate’e aktarilan PCR diriinleri 20 pL olacak sekilde formamide tamponu ile 20
kere seyreltilmistir ve PCR cihazina konularak 5 dakika boyunca denatiire edilmistir.

Denatiirasyon islemi biter bitmez plate buz igine yerlestirilmistir.

Yiikleme islemine gegmek iizere hazirlanan poliakrilamid jel LI-COR cihazina
yerlestirilerek 1XTE tamponu tanklara doldurulmustur. Hazirlanan poliakrilamid jeldeki
kuyucuklar bir sirnga yardimi ile TE tamponu nazik¢e piskiirtiilmek iizere
temizlenmistir ve buz lizerinde yerlesik bulunan PCR iiriinlerinden belirli bir sira ile 0,3

pL alinarak yiiklenmistir.

Yiiklenen 6rneklerin her iki yanina IRDye700 ve IRDye800 (LI-COR) ile isaretlenmis
50-350 be¢’lik biiyiikliik standartlariin yiiklenmesi ile 30 W, 45°C’de 15 dakika 6n
yiirtitme yapilmistir ve son olarak 30 W, 35°C’de 4 saat ayristirilmstir.
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Sekil 3.2.6.2. SSR molekiiler isaretleyicilerinin ayristirildig: ve analiz edildigi LI-COR
4300 DNA analizatorii
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3.2.7. Veri analizleri

SSR molekiiler isaretleyicilerinin Jakse ve ark (2005) tarafindan gelistirilen 18 sogan
primeri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmasiin ardindan LI-COR DNA analizatoriinde
ayristinlmistir ve  SSR molekiiler isaretleyicileri ve allel biiyiiklikleri SAGA GT
Software (LI-COR) kullanilarak goriintiilenmigtir. SSR molekiiler isaretleyicilerinin

varligi (1), yoklugu (0) olarak manuel olarak degerlendirilip binari veri olusturulmustur.

Sekil 3.2.7.1. ACM147 ve ACMO071 SSR molekiiler isaretleyicilerinin SAGA GT
programinda goriintiisii
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Sekil 3.2.7.2. ACM147 ve ACMO071 SSR molekiiler isaretleyicilerinin SAGA GT
programinda yakindan goriiniisii

147 o e 0 T e e e e 5 | e A e e 5 O (e S (O O | e [ (e o e G| | ) A G e e ]
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Sekil 3.2.7.3. ACM147 ve ACMO071 SSR molekiiler isaretleyicilerinin manuel olarak
polimorfik oluslarinin yorumlanmasi

Bununla birlikte 36 sogan ¢esidi arasinda benzerlik matrisi; Dice benzerlik katsayisina
gore olusturulmustur. (Dice 1945): Sij = 2a/(2a+b+c)

Burada:

Sij = benzerlik katsayisi, a = 1-1 eslesme sayisi, b = 1-0 eslesme sayis1 ve ¢ = 0-1

eslesme sayisini ifade eder.

Benzerlik matrisindeki veriler kullanilarak sogan ¢esitleri arasindaki genetik akrabalik
iligkisini ortaya koyan bir dendogram, UPGMA’ya (Aritmetik Ortalamay1 Kullanarak
Agirlikli Olmayan Cift Grup Yontemi) gére NTSY Spc version 2.11V (Exeter Software,
Setauket, NY; Rohlf 2004) paket bilgisayar programi kullanilarak olusturulmustur.
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Cizelge 3.3. Otuz alt1 ¢esit soganin basit benzerlik eslesmesi matrisi

Ac01
Ac02
Ac03
Ac04
Ac05
Ac06
Acll
Acl2
Acl3
Acl4
Acls
Aclé
Acl?
Acl8
Ac20
Ac2l
Ac22
Ac23
Ac24
Ac25
Ac26
Ac27
Ac28
Ac29
Ac30
Ac3l
Ac32
Ac34
Ac3s
Ac36
Ac37
Ac38
Ac39
Acd0
Acdl
Acd2

Ac01 Ac02 Ac03 Ac04 Ac05 Ac06 Acll Acl2 Acl3 Acl4 Acl5 Acl6 AC17 Acl8 Ac20 Ac2l Ac22 Ac23 Ac24 Ac25 Ac26 Ac27 Ac28 Ac29 Ac30 Ac31 Ac32 Ac34 Ac35 Ac36 Ac37 Ac38 Ac39 Acd0 Acdl Acd2

0.65
0.87
0.59
0,59
0.80
0,90
0.80
0,79
0.76
0,74
0.64
0,71
0.62
0,70
0.67
0,63
0.61
0.74
0.87
0.65
0,78
0,59
0.63
0,76
0.67
0.86
0.58
0,57
0,74
0.60
0.67
0.67
0.71
0.67
0.67

0.71
0.87
0,88
0.69
0,63
0.59
0.86
0.74
0.86
0.79
0.82
0.86
0,82
0,78
0,84
0.80
0.74
0,71
0,69
0.62
0.88
0.84
0.56
0,75
0,64
0.85
0,77
0,79
0,69
0,71
0,79
0.82
0,75
0.76

0,69
0.65
0.84
0.89
0,90
0.79
0,77
0.77
0,69
0.72
0,68
0.80
0,77
0.74
0,73
0.74
0,95
0.71
0,88
0.70
0,70
0.82
0.68
0.90
0.67
0.70
0,75
0.67
0,63
0.74
0,77
0.73
0.63

0.90
0.72
0.54
0.58
0.78
0.68
0.82
0.70
0,77
0.88
0.88
0.88
0.94
0.78
0.72
0.69
0,79
0.61
0.90
0.71
0,55
0.78
0.58
0.89
0.76
0.73
0.76
0.65
0.79
0.77
0.78
0.74

0.68
0.60
0,52
0,79
0.68
0.83
0,75
0.78
0.86
0.81
0.82
0.83
0.84
0,73
0.65
0.68
0.56
0.88
0,79
0.49
0.78
0.57
0.86
0,71
0.73
0.64
0.74
0.76
0,73
0.78
0,75

0,76
0,78
0,79
0,75
0,78
0.76
0,75
0.67
0.74
0.79
0,72
0.67
0.84
0.84
0,73
0.76
0,72
0.68
0,70
0,71
0,78
0,77
0,59
0.70
0,70
0,71
0.67
0,75
0,77
0.67

0.88
0,75
0,71
0,73
0.63
0,70
0.56
0.65
0.62
0.58
0.63
0.67
0.83
0.55
0.85
0.56
0.65
0.71
0.59
0.94
0.56
0.61
0,73
0.49
0.63
0.59
0.67
0.63
0.63

0,73
0.69
0.67
0.58
0.65
0,56
0.68
0.65
0,62
0,59
0,67
0.85
0.59
0.86
0,57
0.57
0.80
0,55
0.89
0.62
0.67
0.67
0.59
0,54
0.59
0,70
0.60
0,53

0,79
0.84
0,73
0,80
0,76
0.82
0.84
0,78
0,71
0,77
0,79
0.67
0,71
0,78
0.78
0,70
0,72
0,77
0,78
0,68
0.84
0.67
0,71
0,76
0.76
0,72
0.67

0,83
0.68
0,62
0,67
0,70
0,71
0,73
0.67
0.74
0,72
0.60
0,72
0,68
0.73
0,71
0.62
0.74
0.67
0.63
0.82
0,55
0,72
0,73
0.67
0,67
0.67

0.77
0,71
0,76
0.78
0.83
0.76
0,70
0.86
0,72
0.70
0,65
0.86
0.81
0.63
0.82
0.72
0.83
0.72
0,78
0.63
0.81
0.80
0,70
0.87
0,74

0.69
0.69
0.64
0.69
0.67
0.65
0.77
0.69
0.64
0.57
0.71
0.71
0,55
0.73
0.62
0.72
0.62
0.59
0.56
0.74
0.68
0.77
0.75
0.60

0.80
0,79
0.76
0,73
0.73
0,71
0.77
0,71
0.68
0.73
0,73
0,57
0,72
0,70
0.76
0.70
0.79
0,71
0.68
0.76
0.84
0.74
0,73

0.83
0.80
0.82
0,77
0,67
0.68
0,75
0.59
0.82
0.69
0,57
0,77
0,60
0.80
0,70
0.74
0,75
0.64
0,73
0.80
0.68
0,73

0.88
0.89
0.86
0.68
0.80
0,78
0,71
0.89
0.72
0.65
0.80
0.68
0.86
0.83
0,78
0,78
0.62
0.87
0,79
0.76
0,77

0.82
0,73
0,76
0,77
0,75
0.68
0.86
0,69
0.67
0.81
0,65
0.86
0,70
0.76
0,71
0.64
0.83
0,72
0.81
0.63

0.84
0,67
0.74
0,76
0.65
0.88
0.67
0.59
0,70
0,62
0.84
0.81
0,73
0,77
0.60
0.80
0,78
0,70
0.80

0,65
0,73
0.67
0.63
0,84
0,70
0.56
0.68
0,59
0.80
0.81
0.70
0.67
0.63
0.81
0.73
0,68
0.80

0,74
0.65
0,65
0,73
0,68
0.63
0,71
0.67
0.80
0.62
0,72
0.56
0,90
0,74
0.62
0.83
0.65

0.71
0.83
0.70
0.65
0.77
0.73
0.85
0.67
0.70
0.75
0,71
0.63
0,79
0.81
0.73
0.68

0.60
0.60
0.78
0.54
0.86
0.60
0.65
0.70
0,57
0.53
0.63
0.68
0,59
0,57

0.75
0.54
0,78
0,57
0,93
0.81
0.68
0,72
0,70
0.83
0,73
0.78
0,75

0.54
0,74
0,62
0,71
0.62
0,73
0.64
0,70
0.67
0.69
0.83
0.65

0.56
0.74
0,58
0.63
0.69
0,60
0,50
0,61
0.67
0,56
048

0,60
0.76
0.65
0,70
0.76
0,68
0,77
0,77
0.86
0,74

0,56
0.61
0,72
0.54
0,59
0,59
0,70
0.60
0,59

0.82
0.67
0,73
0.70
0.79
0.74
0.78
0.74

0.61
0.68
0.54
0.80
0.74
0.65
0.71

0,63
0,76
0.80
0.74
0,72
0.76

0.48
0.67
0,79
0.71
0,72

0.70
0.59
0.80
0.69

0.73
0,80 0,68
0,76 0,73 0.68
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Dice Similarity

Sekil 3.2.7.4. Otuz alt1 ¢esit sogan arasindaki genetik yakinligin dendogram ile
gosterilmesi
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4. BULGULAR

Onalti SSR primer ¢ifti 36 ¢esit soganda 45 polimorfik allel ortaya koymustur.
Polimorfik allel sayilart her bir SSR primeri i¢in 1 (ACM®68) ila 7 (ACM132) arasinda
degismistir.

Yapilan bu calismada, UPGMA’ya (aritmetik ortalamay1 kullanarak agirlikli olmayan
cift grup yontemi) gore olusturulan dendogramda sadece %80 ve lizerinde benzerlik
gosteren ¢esit gruplarinin sayisi dokuzdur. Bu dokuz grubun kendi i¢inde ihtiva ettigi en
az iki ve en ¢ok dokuz tane farkli ve ayni firmalara ait sogan cesitleri vardir. Daha
yiikksek benzeme orani olan %90 ve ilizerinde ikiser bireyden olusan bes ayri grup

gozlenmistir ve bu gruplardan biri %95 oraninda bir benzerlik oranina sahiptir.

Benzerlik oranlar1 en az %52 ile en ¢ok %95 orani arasindadir. Ac05 ve Acl2 sogan
cesitleri %52 birbirine ile en az benzeyen sogan cesitleridir. AcO3 ve Ac25 sogan
cesitleri %95 ile birbirine en fazla benzeyen sogan ¢esitleridir. Birbirine %80 ve daha
fazla oranda benzeyen sogan ¢esitlerinin ait oldugu firmalar agisindan gozlemlendiginde
daha once bahsedilen dokuz gruptan dort tanesi Firma 6 ve Firma 8 arasindadir. Bu
calismada, firmalar arasindan temin edilen sogan ¢esitleri arasindaki sayica benzerlik en

¢ok Firma 6 ve Firma 8’dedir.

Benzerlik oran1t %90 ve lizerinde olan bes ¢ift sogan cesit gruplari ve temin edilen

firmalar asagidaki gibidir:

Firma 6 (Ac24) [Uzun giin] ve Firma 8 (Ac38) [Uzun giin] Benzerlik Orani: %90
Firma 6 (Ac28) [Uzun giin] ve Firma 8 (Ac34) [Uzun giin] Benzerlik Orani: %93
Firma 2 (Ac04) [Uzun giin] ve Firma 6 (Ac22) [Uzun giin] Benzerlik Orani: %94
Firma 4 (Acll) [Kisa giin] ve Firma 8 (Ac32) [Kisa giin] ~ Benzerlik Orani: %94
Firma 2 (Ac03) [Kisa giin] ve Firma 6 (Ac25) [Kisa giin] ~ Benzerlik Orani: %95

o kB WD
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FIRAA 1
FiRMA Z
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FIRMA &
FIRMA 4
FiRMAS &
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FIRMA S
FIRMAS
FiRMA B
FIRMS 9
Fifsas 1
FIRMA 2
FiRMA G
FiRMA 2
FIRMA &
FiRMA &
FIRMA &
FIRMA S
FIRMA &
FiRMA S
FiRMA &
FIRMA S
Elana &
FIRMA S
FIRMAL B
FIRMA 5
FIRMAE
FiRMA B
FIRMA T
FIRMA &
FiRMA 8
FiRMA &

FiAMA &

FIRMA B

Sekil 4.1.1.1. Dendeogram ile yakinlig1 gosterilen sogan ¢esitlerinin ait oldugu firmalar

ile gosterilmesi
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5. TARTISMA ve SONUC

UPGMA Dendogrami ile 36 sogan ¢esidi gruplanmistir. Mallor ve ark. 2014, tarafindan
yapilan ¢alismanin aksine dendogramda olusan dallar, giin uzunluklari ihtiyacina goére

kisa gilin ve uzun giin olmak iizere 2 ayr1 ana gruba ayrilmstir.

Bu caligmada elde edilen genetik benzerlik oranlar1 Mahajan ve ark. 2009 ile uyum
icerisindedir fakat ¢alismalarinda kullanilan iki sogan ¢esidi arasinda %100 eslesme
bulmuslardir. N-53 ve Bombay-red sogan c¢esitleri arasindaki benzerligi %95
bulmuslardir ve bu oran bu c¢alismada kullanilan Ac03 ve Ac25 sogan c¢esitleri

arasindaki benzerlik ile aynidir.

Mahajan ve ark. 2009, tarafindan yapilmis ¢alismada da gozlemlendigi gibi baz1 SSR
primerleri [ACM105, ACM133, ACM102] ile gogaltilan SSR bolgesindeki allellerden
sadece biri bir sogan ¢esidinde gozlemlenirken; bazi primerler [ACM121, ACM147,
ACM3I1] ile ¢ogaltilmis sogan cesitleri SSR bolgesindeki bir allel diger tiim sogan

cesitlerinde mevcut iken sadece bir sogan ¢esidinde bulunmamaktadir.

Soganlarin agik tozlastigi diisiiniildiiglinde benzeme oranlarinin biraz azalmasi normal
karsilanabilir. Buna ragmen sogan cesitlerinin temin edilen firmalar arasinda %90’dan
daha fazla ve hatta %95 seviyesinde benzemesi bu durumun tesadiif olmadigini

gostermektedir.

ACM132, ACM138, ACM134, ACM102, ACM71, ACM78 primerleri en ¢cok 7 ve en
az 3 polimorfik allel ortaya koymasi ile sogan c¢esit analizlerinde kullanilabilecek
oldukga elverisli SSR molekiiler isaretleyici primerleridir ve TTSM tarafindan detayl
cesit analizlerinde kullanilabilir ve yeni ¢esitlerin gelistirilmesinde farkli genotipte

ebeveyn bireylerin secilmesine yardimci olabilir.
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