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OZET

BAZI Vitis vinifera GENOTIPLERININ RAPD-PCR METODU ILE GENETIK
ANALIZI VE IBA'NIN BU GENOTIPLERIN KOKLENME BASARISI UZERINE
ETKISI

DIRICAN, Onur
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Siikran CAKIR

Bu tez calismasinda Vitis vinifera (asma)’nin 6nemli gen merkezlerinden biri
olan I¢ Anadolu bolgesinin kiiltiir formlarindan olan Hasandede ve Kalecik karasi
cesitlerinin smirli bir genetik varyasyona sahip oldugu i¢in Anadolu’nun zengin
asma biyogesitliliginden yararlanilabilmesi maksadi ile bu ¢esitlerin genetik
benzerliklerinin RAPD-PCR teknigi kullamlarak belirlenmesi ve IBA (indol Butirik
Asit)’in, bu cesitlerin koklenme basaris1 lizerine bulgularin tespit edilmesi
hedeflendi.

RAPD-PCR teknigi, Vitis sp. Molekiiler belirleyiciler veritabani kullanilarak
belirlenen primerler ile Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinden 25 farkli bireye
uygulanmis, bireyler arasinda ve c¢esitler arasinda 300-400bp biiyiikliigiinde bantlar
elde edildi. Hasandede c¢esidinden 4, Kalecik Karasi g¢esidinden 7 olmak iizere
toplam 11 adet polimorfik lokus gdzlendi. Bununla beraber IBA asit uygulanan
cesitlerin, farkli IBA derisimlerinde farkli gelisimler gosterdigi ve gesitler arasinda
gelisim acisindan farkliligin oldugu goriildii. IBA her iki ¢esit acisindan da kok
gelisimini pozitif yonde etkilerken, Hasandede ¢esidinde 6000ppm, Kalecik Karasi



cesidinde ise 7500ppm derisimde optimum kok gelisimi gozlendi. Bu fark

istatistiksel a¢idan da ifade edilerek, cesitler arasinda karsilastirma yapildi.

Anahtar kelimeler: Vitis vinifera, RAPD-PCR, IBA, Kéklenme



ABSTRACT

GENETIC ANALYSIS OF SOME Vitis vinifera GENOTYPES BY RAPD-PCR
METHOD AND THE EFFECT OF IBA ON ROOTING SUCCESS OF THESE
GENOTYPES

DIRICAN, Onur

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology, M. Sc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Sukran CAKIR

In this thesis study, as Hasandede and Kalecik Karasi grapes, culture forms of
one of the important gene centers of Vitis vinifera (grapevine), the Middle Anatolian
region, have a limited genetic variation, determination of the genetic similarities of
these species by using RAPD-PCR technique and IBA (Indole-3 Butyric Acid) and
the determination of the findings concerning rooting success of these species were

aimed in order to benefit from the rich grapevine diversity of Anatolia.

RAPD-PCR technique was applied to 25 different individuals of Hasandede
and Kalecik Karasi grapes with the primers determined by using Vitis sp. molecular
determiners database and bands with a size of 300-400 bp was gained among the
individuals and species. A total of 11 polymorphic locus, 4 Hasandede type and 7
Kalecik Karasi type grapes were observed. Besides, it was observed that types which
are applied different IBA concentrations show development difference among the
IBA acid applied species. IBA positively affects the root development of both types.

Optimum root development was observed for Hasandede type grape at 6000 ppm



concentration and for Kalecik Karasi type grape at 7500 ppm concentration. This

difference was also stated statistically and comparison was made between the types.

Keywords: Vitis vinifera, RAPD-PCR, IBA, Rooting
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1. GIRiS

FAO’nun 2003 yilina ait verilerine gore diinyada toplam 7.518.111 ha alanda
bagcilik yapilmaktadir. Aynmi yila ait {iziim {retimi ise 60.883.454 tondur. Diinya
bagciliginin alan ve iiretim degerleri, bes yillik zaman periyotlar1 incelendiginde,
diinya bag alanlart %1,6 oraninda artmaktadir. Alan yoniinden ilk bes iilkenin
siralamadaki yerinin degismedigi, Tiirkiye’nin ispanya, italya ve Fransa’nin ardindan
4. sirada yer aldigi, Tiirkiye’yi ABD’nin izledigi goriilmektedir. Ikinci grubu
olusturan bes lilke arasinda Cin’in onemli bir artis ile (%109,8) altinci siraya
yiikselmesi dikkati ¢ekmektedir. Daha sonra sirasiyla, iran, Romanya, Portekiz ve
Arjantin birer sira gerileyerek ilk on lilke igerisindeki varliklarini siirdiirmiislerdir
(Cizelge 1.1.). Diger taraftan, Tiirkiye, ABD, Cin ve Iran’da bag alanlarinda artis
saptanirken; Ispanya, italya, Fransa, Portekiz ve Arjantin’de ise azalmistir. Bag alani

yOniiyle en fazla azalma Romanya’da (%14,1) olmustur.

Cizelge 1.1. Diinyada bag alanlar1 ve lizlim iiretimi bakimindan ilk 10 iilkenin 1999
ve 2003 yillarma ait verileri (Celik ve ark. 2000,2005).

Ulkeler Alan (ha) Fark |Ulkeler Uretim (ton) Fark
1999 2003 (%) 1999 2003 (%)
1 |lspanya 1150000| 1 116 347 2.9 | ltalya 9208 141 7483780 -18.7
2 |ltalya 809 673 868 225 -3.5 | Ispanya 4418 100 6480400 +46.7
3 | Fransa 880000 851 910 -3.2 | Fransa 6 800 000 6178469 -91
4 | Tuarkiye 560 000 565 000 +0.9 |ABD 5948 000 58766200 1.2
5 |ABD 350 000 385706| +10.2|Cin 2439 030 3934972 +61.3
6 |Cin 182 600 383 000| +109.8 | Tarkiye 3 650 000 3650 000 -
7 |lran 261 169 273000 +4.5 | Iran 2 315 258 2525000 +9.41
8 |Romanya 260 000 223 379 -14.1 | Arjantin 2021000 2370000| +17.3
9 | Portekiz 252 000 220000 -12.7 | Avustralya 1265 536 1771000 +40.0
10 | Arjantin 205 000 201 000 -2.0 | Sili 1575 000 1750 000 +11.1
Diinya Diinya
Toplami |7 396479|7 518111 +1.65|Toplami 58 119 555| 60 883 454| +4.8

Diinya iilkelerinin liziim tretim degerleri incelendiginde, farkli bir siralama ile
karsilasilmaktadir. Ulkemiz alan siralamasinda farkli konumlarda olmakla birlikte,
ilk 10 {ilke igerisinde yer almaktadir. Tiirkiye 2003 yili verilerine gore diinya
tretiminde 6. siradadir. 2000 yili ile karsilastirildiginda, iiretim degeri itibariyle bir
degisim olmadig halde, Cin’in yiikselisi nedeniyle iilkemizin genel siralamadaki yeri
bir sira gerilemistir. Genel olarak 1999 yili ile karsilastirildiginda, 2003 yilinda

diinya {iziim iiretimi, %4,8 oraninda bir artis géstermistir (Cizelge 1.1.).



DIE’niin 2003 yil1 degerlerine gore bitkisel iiretime ayrilan alanlar igerisinde bahge
bitkileri ve bag alanlarmin yeri Cizelge 1.2°de verilmistir. Bitkisel liretim igin
kullanilan alan 24.730.294 ha olup, bu alanin %13.74’1i iizerinde bahge bitkileri
tarimi yapilmaktadir. 2000 yilinin verileri incelendiginde, bag alanlarimin yaklasik
%2,0 oraninda azaldig1 goriilmektedir. Buna karsilik, bitkisel {liretim ve 6zel olarak
bahge bitkileri tiretimi yapilan alanlar i¢inde baglarin kapladig: alan ¢ok dnemli bir
degisime ugramamis, bitkisel iiretim alanlar1 icerisindeki yeri 9%0,14 oraninda

artarken, bahge bitkileri i¢erisinde ise %0,7 oraninda azalmistir.

Cizelge 1.2. Ulkemiz bagciliginin alan yoniinden (ha) bitkisel iiretim i¢indeki yeri
(Celik ve ark. 2000, 2005)

Yil Tarla Bitkileri Bahge Bitkileri Toplam Bah.
Bitk.
Qrani

Ekilen  [Nadas |Sebze  |Bag Meyve  [Zeytin  |Genel Bahge Bit.
1998 16748000 4890000 | 763000 | 541000 | 1389000 | 600000 |26951000| 3313000 | 12.30
2003 16328450 | 5004782 | 817832 | 530000 | 1424210 | 625000 |24730294 | 3397 062 | 13.74
Fark(%) | -12.9 +2.4 +4.5 2.0 425 +4.2 4.2 25

Tarim bolgeleri diizeyinde bag alani ve iiziim {iretimi incelendiginde, uzun yillardan
bu yana oldugu gibi, 2003 yilinda da bolge siralamalarmin  degigmedigi
goriilmektedir. Ulkemiz bag alanlarmin %33,0’iine sahip olan Ege bolgesi, iiretimin
% 43,3 lini karsilayarak birinci siradaki yerini siirdiirmektedir. Bu bolgemizi, alan
ve Uretimin %19,5’ine sahip olan Akdeniz Bolgesi izlemektedir. Bag alanlarinin
%18,2’sine sahip olan ve liretimin %13,8’ini karsilayan Orta giiney tarim bolgesi ise

ticiincii siradaki yerini korumaktadir (Cizelge 1.3.).



Cizelge 1.3. Tarim bolgelerinin bag alani ve tiziim tiretimi (Celik ve ark. 2000,2005).

Alan (ha) Uretim (ton)

Tarim

Bolgeleri 1998 Yo 2003 Y% Fark 1998 % 2003 % | Fark

(%) (%)

1.0rtakuzey 44 743 83| 36187 67 -191 167 761 47 135101 39| <171
2 Ege 154 196 285 174698 330 +13.3| 1640446| 456 1558939 433 -5.0
3. Marmara 23720 44| 27462 58| +158] 215195 60 213857 59| -0.6
4. Akdeniz 106 823 2001 103172 195 -5.2|  530632| 147 706103 195 +33.1
5. Kuzeydodu 1899 04 1657 03] -12.7 14446) 04 11256 03| -22.1
6. Gineydogu 70 260 12.9] 69882 132 -0.5| 368527| 102 3695082 103| +0.2
7. Karadeniz 1050 02 12220 02| +16.4 6585 02 8727 0.2[+325
8. Ortadogu 37709 7.0 345393 65 -8.3 132476 3.7 96 305 27| -27.3
9. Ortaglney 98 598 182 81127 153 7.7 923932| 145 496628 138 -5.2
Toplam 541 000 530 000 -2.0| 3600000 3 600 000 -

Vavilov’un bitki gen merkezlerinin diinya iizerindeki dagilimi ile ilgili ¢aligmasi
sonucunda belirledigi 8 gen merkezinden ikisi (Yakin Dogu ve Akdeniz) iilkemiz
topraklar1 lizerinde kesismektedir [1]. Diger yandan, Anadolu yarimadasinin
kuzeydogu boliimiinii de i¢ine alan Karadeniz ve Hazar denizi arasindaki bolge,
asmanin en Oonemli tiirii olan Vitis vinifera L.’ nin gen merkezi ve kiiltiire alindig
yore olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, iilkemiz yaklagik 6000 yillik bir bagcilik
kiiltiirtine ve hem yabani asma (Vitis vinifera ssp. sylvestris) ve hem de kiiltiir
asmasina (Vitis vinifera ssp. sativa) ait olmak tlizere ¢ok zengin bir asma gen

potansiyeline sahiptir [2,3,4].

Ulkemizin hemen her bélgesinde, yabani asmalara rastlamak miimkiindiir. Bu
populasyonlar i¢inde ve arasinda zamanla meydana gelen dogal melezlemeler
sonucunda daha da zenginlesen yabani asma gen potansiyelimizi olusturan cesit ve
tiplerden pek cogu, dogal olarak ya da ¢esitli stres etmenleri nedeniyle elden ¢iksa da
kendi icinde siirekli yenilenme sonucu yeni gesit ve tipler ortaya cikmaktadir.
Ulkemizin degisik bolgelerindeki yabani asma populasyonlarmi olusturan
genotiplerin belirlenmesi, koruma altina alinmasi, hem morfolojik olarak, hem de
molekiiler tekniklerden yararlanarak tanimlanmasina yonelik ¢aligmalara son yillarda

daha ¢ok 6nem verilmistir [5,6].



Bu alandaki en Onemli calisma, 1965 yilinda Tekirdag Bagcilik Arastirma
Enstitiiisii’'nce  baglatilan ve ayni kurulusta bir “Milli Koleksiyon Bag1”
olusturulmasina yonelik projedir. Ulkemizde yetistirilen iiziim cesitlerinin
belirlenerek, anilan kurulusta bir araya getirilmesine yonelik ¢alismalarin sonucunda
belirlenen 1606 iiziim ¢esidinden 1100 adedi “Milli Koleksiyon Bagi”’na aktarilarak
koruma altina alinmig ve morfolojik tanimlamalari tamamlanmistir. Bu degerli gen
potansiyelinin ileri molekiiler teknikler (AFLP, SSR, RAPD, vb.) kullanilarak
tanimlanmasina yonelik caligmalara da baglanilmistir. Diger yandan, iilkemizde ve
diinyada yetistirilen 6nemli {iziim gesitleri ile Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesinin
5 Kalecik Bagcilik Arastirma Istasyonu’nda bir koleksiyon bagi olusturmak iizere
1994 yilinda baslatilan calisma kapsaminda koleksiyona alinan cesit sayis1 130’°a
ulasmistir.  Bu c¢esitler lizerinde degisik amaclara yo6nelik caligsmalar
sirdiriilmektedir. Benzer sekilde, hem Ziraat Fakiiltelerinin Bahge Bitkileri
Boliimleri'nce, hem de Tarim ve K&y Isleri Bakanligi’'na bagli arastirma
enstitiilerince, daha kiiciik capta koleksiyonlar olusturma yoniindeki calismalar

devam etmektedir.

Ulkemizde ticari olarak yetistirilen ve standart olarak kabul edilebilecek niteliklere
sahip liziim ¢esidi sayis1 70 — 80 dolayindadir (Celik ve ark. 1998, Celik 2002, Celik
ve ark. 2005). Buna karsin, lilkemizin degisik bdlgelerinde yaygin olarak kullanilan
asma anaglarinin sayis1 6°dir (41 B, 5 BB, 1103 P, 110 R, 99 R, Rup. du Lot). Ancak
¢esit ve anag standardizasyonu dinamik bir yap1 gostermektedir. Cesit sayisi tliketici
tercihlerine, ana¢ sayis1 ise bag bolgelerinin iklim ve toprak oOzelliklerine gore

degisebilmektedir [7].

1.1. Vitis vinifera L. ‘nin Genel Ozellikleri

15-20m boylanabilen, tirmanici ve sarilici, yapragini doken odunsu bir bitkidir.
Kabuk uzunlamasina lifler halinde kavlar ve soyulur. Yapraklar almagli, 7-15cm,
loblu, loblarinda kenarlar1 disli, palmat damarlidir. Ust yiizii koyu yesil, alt yiizii agik
yesil, beyazims1 ve tiylidir. Cigekleri sarkan panikiil (bilesik salkim) kurullar
halinde, beyaz yesilimsi renktedir. Meyve {iziimsii, yumurtams: ya da yuvarlak

parlak beyaz, sar1, kirmizi ya da siyah renklidir. Uziim ¢ok uzun yillardan beri



bilinen ve kullanilan bir meyve bitkisidir. Meyveleri taze halde ya da kurutulmus
olarak tiiketilir. Ayrica pekmezi ve kompostosu yapilir. Yapraklarindan taze halde ya
da salamura yapilarak sarma yapilir. Ayn1 zamanda park ve bahgelerde duvar, cit,
cardak, kameriyeler ve pergolalara sardirilir. Genel olarak Tiirkiye, Avrupa, Bati

Asya’da yayilis gosterirler [4].

Cizelge 1.4. Vitis vinifera nin Taksonomik Siniflandirmasi

TUBITAK- TURKIYE TAKSONOMIK TUR VERITABANI

Kingdom Plantae

Subkingdom Tracheobionta

Division Magnoliophyta Cronquist, Takht. &
Zimmerm. ex Reveal

Class Magnoliopsida Brongn.

Subclass Rosidae Takht.

Order Rhamnales Dumort.

Family Vitaceae Juss.

Genus Vitis Linnaeus

Species Vitis vinifera Linnaeus

1.2. DNA Belirleyiciler

Farkli genotiplere ait DNA’larin dizi farkliliklarint cesitli sekillerde ortaya koyan
belirleyicilerdir. DNA belirleyiciler, DNA’nin aktif bolgelerinden veya herhangi bir
genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilir.
Cevreden, diger lokuslardan veya bitkinin gelisme silirecinden etkilenmemeleri,
sayilarinin ¢ok olmasi ve giivenirliklerinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢ok genis bir
kullanim alanma sahiptir. DNA belirleyiciler, hibridizasyon ve PCR teknigine
dayanan olmak iizere simiflandirilir. Tlk molekiiler belirleyici kusagi olan RFLP
(restriksiyon parca uzunluk polimorfizmleri), DNA-DNA hibridizasyonu temeline
dayanan, yavas ve yliksek maliyetli olan bir tekniktir. DNA parcalarin1 ¢ogaltmaya
yarayan polimeraz zincir reaksiyonunun kesfi ile daha hizli ve daha diisiikk maliyetli
olan, PCR yontemine dayali ikinci kusak molekiiler belirleyicilerin olusturulmasi

saglanmistir. PCR yOntemine dayanan tekniklerde, rastgele oligoniikleotid
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primerlerin kullanilmaya baslanmasiyla birlikte, daha 6nceden karakterize edilmemis
olan genomlarla c¢alisabilmek kolaylagsmistir. Asagida bazi belirleyici sistemlerinden

ayrintili olarak bahsedilmistir.

1.2.1. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

RFLP, genomik DNA’nin 0zgiil restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesiyle
olusturulmus DNA parcalarinin uzunluklarindaki farkliliklardir. Bu enzimlerin kesfi,
yeni genetik belirleyicilerin temelini olusturmustur. Restriksiyon fragment uzunluk
polimorfizminden, ilk olarak 1980’lerde insan genom calismalar1 i¢in yararlanilmis
olup, daha sonra bitkilere uygulanmaya baglanmistir. Linkaj ve genetik akrabaligin
belirlenmesi calismalarinda 6zellikle bu yontem kullanilmistir. RFLP analizinde,
izole edilmis genomik DNA restriksiyon enzimleri ile kesilir. Olusan DNA
fragmentleri elektroforeze tabi tutularak, biiytikliiklerine goére jelde ayrilmalar
saglanir. DNA fragmentleri, “Southern” transfer metoduyla jel ortamindan naylon
filtrelere tek iplikli olarak transfer edilir. Filtre iizerindeki fragmentlerle, cesitli
bicimlerde isaretlenmis ve tek iplik haline getirilmis prob DNA hibridize edilir.
RFLP teknigi ile prob DNA’nin temsil ettigi lokusun analizi yapilir. RFLP probu
olarak, genellikle 200-2000 bg¢ uzunlugunda DNA parcalar1 kullanilir. Prob
DNA’nin en o©nemli 0zelligi genomda az sayida kopyasimmin bulunmasidir.
Genomdaki tekrar dizilerini igeren DNA problar1 kullanilmasi durumunda, membran
tizerinde prob pek ¢ok yere yapisacak ve analiz yapmak imkansiz olacaktir. Pratikte
RFLP probu olarak cDNA’lar kullanilir. Polimorfizm yaygin olarak enzimin tanidig
iki kesim bolgesi arasindaki insersiyon ya da delesyonlardan kaynaklanir. RFLP
markirlarinin en 6nemli avantajlarindan biri, bu yontemle elde edilen verilerin farkli
tiirler, cinsler ve hatta familyalar arasinda kullanilabilir olmasidir. Boylece, bir bitki
tirtinde bir RFLP markir1 bir kez haritalandiginda, diger akraba tiirlerde de bu
haritalama bolgesinde bir belirleyici bulunma potansiyeli olacaktir. Glivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglar veren bir teknik olmasina karsin, pek ¢ok dezavantaji
bulunmaktadir. RFLP belirleyicileri kodominant belirleyicilerdir, orta diizeyde
polimorfizm gosterirler ve analizleri i¢in radyoaktivite gerekmektedir. Oldukca
pahali bir yontem olmasinin yaninda, fazla zaman ve is giicli gerektirir. En dnemli

dezavantaj1 ise ¢ok miktarda ve yiiksek kalitede DNA gerektirmesidir (IAEA, 2002).



1.2.2. STS (Sequence Tagged Sites)

STS teknigi RFLP giivenilirligini ve PCR kolayligin1 bir araya getiren bir tekniktir.
Niikleotid dizisi bilinen, az kopyalt RFLP problarindan 18-24 bg¢’lik primerler
gelistirilerek probun temsil ettigi bolgenin amplifikasyonu yapilmaktadir.
Polimorfizm genellikle amplifikasyon {irlinleri arasindaki biiyiiklik farkina gore
belirlenmektedir. Ancak segilen primerlerin kopya sayilarinin az olmasi ve genomlar
arasinda yiiksek oranda korunmus olmalarindan oOtiirii, genellikle orta diizeyde
polimorfizm gdzlenebilmektedir. Uriinler arasinda biiyiikliik farkinin gdzlenmedigi
durumlarda restriksiyon enzimleri kullanilarak polimorfizm saptanabilmektedir
(Talbert ve arkadaslari, 1994). Kullanim1 RFLP’ye gore daha kolay, ucuz ve hizlidir.
Az miktarda baslangic materyali gerektirir, otomasyona uygundur ve primer
secimine bagli olmakla birlikte haritalar aras1 transferi miimkiindiir. Ilgili bélgeye ait
dizi bilgisine ihtiya¢ duyulmasi ve polimorfizm oraninin orta seviyede olmasi

teknigin en 6nemli dezavantajlarindandir [8].

1.2.3. EST (Expressed Sequence Tags)

[k kez Adams ve arkadaslar1 (1991) tarafindan tanimlanan ydntemde rastgele cDNA
kopyalarinin bolgesel dizi analizi yapilmaktadir. Haritalama ve genom dizileme
caligmalar1 i¢in de uygun bir yontemdir. cDNA’lar mRNA’lardan elde edildikleri
icin belirli sartlarda ya da gelisimin farkli asamalarinda ifade edilen genlerin

incelenmesine olanak saglar [9].

1.2.4. SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

SNP’ler en yaygim olarak goriilen DNA polimorfizmleridir. Insanlarda yaklasik ii¢
milyon SNP oldugu bilinmektedir [10], bugday genomunda bu say1 her 1/370 bg ile
1/540 bg arasindadir [11,12]. Bazi populasyon ya da populasyonlardaki normal
bireylerde bulunan ve genomik DNA iizerinde farkli dizi alternatifleri (allel) olarak
tanimlanan tek niikleotid degisiklikleridir. Bu allel frekansinin dagilimi en az %1 ve
daha biiyiiktiir (Brookes, 1999). Bazi arastirmacilar tek niikleotid substitiisyonlarini
yaygin olarak SNP adi altinda siiflandirsa da, SNP’ler tek niikleotid insersiyon ya



da delesyonlar1 degildir. Teorik olarak her bir niikleotid pozisyonunda dort allel (dort
farkli niikleotid oldugu i¢in) bulunabilir; ancak pratikte kural olarak sadece iki allel
bulunabilir. Bagka bir deyisle SNP belirleyiciler, esit olmayan (unequal) niikleotid
transisyon (A-G, T-C) ve transversiyonlar1 (A-C, A-T, G-C, G-T) olarak tanimlanan
biallelik belirleyicilerdir [13]. Multiallelik markirlarin aksine biallelik olan SNP
markirlar1 tamamen otomatize edilebilir ve DNA nin mikroarraylere uygulanmasi ile
ayni anda birka¢ bin SNP analizi yapilabilir. Modern tekniklerin kullanilmasiyla,
SNP analizlerinin etkinligi diger DNA analiz yontemlerine gore birkag misli

artirilmis olur [14].

1.2.5. SSR (Simple Sequence Repeats)

Mantar, bitki, hayvan ve insan genomu gibi Okaryotik genomlar boyunca ardisik
olarak tekrarlanan, 2—6 niikleotidlik, yiiksek varyasyona sahip DNA dizileridir. Basit
tekrarlarin ¢cogunlugu kodlayict olmayan DNA bdlgelerinde, ayrica genler arasi
bolgelerde ve intronlarda da bulunur. Genetik belirleyici olarak kullanilan
mikrosatellitler genellikle bu gruptadir ve nétral evrim gecirdikleri diistiniilmektedir.
Mikrosatellit dizileri ve genomda bulunma sikliklar1 organizmadan organizmaya
gore farklilik gostermektedir [15,16]. Ornegin insan genomu, bitki genomunun 10
kat1 kadar fazla mikrosatellit igermektedir [17]. (AC)n ve (GA)n dizileri, gesitli tahil
tiirleri arasinda sik olarak bulunan ikili niikleotid tekrarlaridir. Wang ve arkadaslari
(1994)’nin 54 bitki iizerinde yapmis oldugu calismaya gore, en sik olarak (AT)n
dizisine rastlanmis olup, bunu (A)n, (AG)n, (AAT)n, (AAC)n, (AGC)n, (AAG)n,
(AATT)n, (AAAT)n ve (AC)n tekrarlarinin izledigi tespit edilmistir. Bugday
genomunda ise (GA)n ve (AC)n ikili tekrarlari sirasiyla en sik bulunan tekrarlardir.
Mikrosatellitleri ¢evreleyen DNA dizileri genellikle ayni tiiriin bireyleri arasinda
korunmus olmakla birlikte, ardistk SSR tekrar sayisindaki farklilik nedeniyle PCR
sonucunda farkli uzunlukta DNA parcalar ortaya ¢ikar. Bu tekrarlar, ¢ok yakin tiir
ve ¢esitler arasinda dahi tekrarlanan initelerin sayisinda degisiklige yol agan
mutasyonlar nedeni ile olduk¢a polimorfiktir [18]. SSR’ leri ¢cevreleyen DNA dizileri
primer olarak kullanilarak, PCR yontemi ile bir lokustaki farkli alleller tespit
edilebilir. Amplifikasyon sonucunda elde edilen farkli uzunluklardaki SSR allelleri,

jel elektroforezi ile ayrilabilir, glimilis boyama ve otoradyografi gibi yontemlerle



goriintiilenebilir. SSR’ler yiiksek oranda polimorfizm gosterdikleri icin bitkilerde
oldukca fazla bilgi verici Ozellik gosterirler. SSR’ler haritalama ve genotipleme
arastirmalarinda oldukga iyi ¢alisilmistir. Kodominant olarak kalitilmalar1 ve PCR ile
kolaylikla c¢ogaltilabilmeleri, kullanim oranlarin1 artirmaktadir. En 6nemli
dezavantajlar1 poliakrilamid jel elektroforezi gerektirmesi, markir gelistirmenin

oldukea fazla is giicii ve zaman isteyen zor ve pahali bir islem olmasidir [19].

1.2.6. ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Hedef dizilerinin arasindaki bolgeleri ¢ogaltmak icin SSR primerlerini kullanan,
PCR teknigine dayanan bir yontemdir. Birbirine yakin bulunan SSR’ler arasindaki
DNA dizileri ¢ogaltilir ve ortaya ¢ikan fragmentlerin uzunluklar1 karsilastirilir. Tk
kez Zietkiewicz ve arkadaslar1 (1994) tarafindan tanimlanan teknikte, genomik DNA,
3' ucunda birka¢ farkli baz iceren mikrosatellit markirlar1 ile ¢ogaltilmaktadir. 3'
ucunda iki, ii¢, dort veya bes bazin c¢esitli birlesimlerine bagli olarak ¢ok sayida (or;
33=27, 44=256 ) ISSR markir1 elde etmek miimkiindiir. Cogunlukla dominant
markirlardir. Yiiksek polimorfizm gostermeleri, glivenilir olmalar1 ve otomasyona

uygunluklar1 nedeniyle olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir [20].

1.2.7. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms)

AFLP teknigi, PCR ve RFLP tekniklerinin temel prensiplerine dayanir [21].
Ozellikle birbiriyle yakindan iliskili genotipler arasindaki polimorfizmin
belirlenmesinde etkili olarak kullanilmaktadir [22,23]. Total genomik DNA, birisi sik
digeri nadir kesen bir ¢ift restriksiyon enzimi ile kesilir. Ortaya c¢ikan farkh
uzunlukta ve dizisi bilinmeyen DNA fragmentlerinin uclarina, dizisi bilinen
adaptorler takilir. Ortama koyulan adaptorlere komplementer olan isaretlenmis
primerler, restriksiyon fragmentlerini ¢ogaltmak i¢in kullanilir. PCR ile ¢ogaltilmis
olan pargalar daha sonra elektroforez ile birbirlerinden ayrilarak, bant semalari
degerlendirilir. Pek ¢ok enzim ve primer AFLP parmak izi kompleksi ile ¢aligmalara
uygun hale getirebilir. Bu yiizden ayirt edici Ozellikte primer se¢imine dikkat
edilmelidir. Teknigin polimorfizm orani ¢ok yiiksektir. RAPD kadar olmasa da

RFLP’den daha hizlidir. Masraf, is gilicii gereksinimi ve giivenirligi bakimindan



RAPD ile RFLP arasinda yer almaktadir. Cok sayida lokusu ayni anda ve etkili bir
sekilde taramasi, genom kaynagina ait dizi bilgisine ihtiyag duymamasi nedeniyle
parmak izi analizine ¢ok uygundur. Onemli dezavantajlari; fazla miktarda DNA
gereksinmesi, dominant bir markir olmasi, uygulamadaki zorlugu ve farkli genetik

haritalar arasindaki transfer giicliigiidiir.

1.2.8. rDNA-ITS (Ribosomal DNA Internal Transcribed Spacers)

rDNA, oOkaryotlarda c¢ekirdek¢ik diizenleme bolgesi (Nucleolar Organizer
Regions=NORs) olarak bilinen kromozomal boélgelerde ardigik sirali tekrarlar
halinde bulunan ¢oklu gen ailesidir. Her bir tekrar {initesi kiiglik (18S) ve biiylik
(28S) rRNA alt iinitelerini kodlayan genlerden olusur. 5.8 S rRNA genleri bu genler
arasinda yer alir ve sirasiyla ITS 1 (internal transcribed spacer) ve ITS 2 dizileri ile
genlerden ayrilir. tDNA multigen ailesinden taksonomi ve molekiiler filogeni
calismalarinda yararlanilmaktadir. 18S ve 28S alt {initelerinde bulunan korunmus
diziler evrimsel acidan oldukca bilgi verici 6zelliktedir. En kiiciik alt birim olan 5.8S
alt birimi ise filogenetik olarak giivenilir bilgi saglayamayacak kadar kisadir. Daha
hizli evrimlesen ITS dizileri korunmus dizilere kiyasla tiir-igci ve tiirlerarasi
caligmalarda daha bilgi vericidir. ITS’ler biparantel kalittim gosterirler,
kodominanttirlar ve yiliksek derecede varyasyon gostermektedirler. Etrafindaki
korunmus bolgeler esas alinarak tasarlanmis evrensel primerler kullanilarak ya da
diger molekiiler teknikler yardimiyla ITS bolgelerindeki varyasyonlar belirlenebilir
[24].

1.2.9. DAF (DNA Amplification Fingerprinting)

DAF ve AP-PCR teknikleri prensip olarak RAPD-PCR teknigine benzemekle
birlikte, deneysel bakimdan ¢esitli farkliliklar gostermektedir. DAF teknigi ilk kez
Caetano—Anolle’s ve arkadaslar1 (1991) tarafindan tanimlanmistir. Bu teknikte 5—8
baz uzunlugunda, tek bir rastgele primer kullanilir. Sistem, PCR kosullarinin ¢ok iyi
optimize edilmesini gerektirir. Olusan PCR f{iriinleri poliakrilamid jel elektroforezi

ile ayristirilir ve giimiis boyama yontemi kullanilarak analiz edilebilir [25].
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1.2.10. AP-PCR (Arbitrary Primed Polymerase Chain Reaction)

Primerler 10-50 baz cifti uzunlugundadir. Reaksiyonlar ¢ok siki olmayan baglanma
sicakligi kosullarinda gergeklestirilir. Reaksiyon iirlinleri poliakrilamid jel

elektroforezi ile otoradyografisi alinarak analiz edilir [26,27].

1.2.11. SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)

RAPD markirlar1 6zgiil ve daha uzun primerler tasarlanmasiyla SCAR markirlarina
doniistiiriilmektedir [28]. Ilgilenilen bir 6zellie ait olan RAPD fragmenti klonlanip
dizisi belirlendikten sonra, yaklasik 24 niikleotidlik primerler kullanilarak, RAPD
markirlart SCAR markirlarina doniistiiriiliir. RAPD primerlerinden daha uzun primer
kullanilmasi, sistemin etkinligini ve giivenilirligini artirmaktadir. SCAR markirlari
dominant markirlardir. Amplifikasyon dncesinde ya da sonrasinda dort niikleotidlik
tanima bolgesi olan restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak kodominant markirlara

doniistiiriilebilirler.

1.2.12. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)

PCR irlinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda olusan DNA
fragmentlerindeki uzunluk polimorfizmleridir. Kodominant bir markir sistemidir.
Primer dizaynm i¢in gerekli olan dizi bilgisi bir gen bankasindan, klonlanmis PCR

tirlinlerinden, genomik ya da cDNA klonlarindan elde edilebilir [29,30].

1.2.13. RAPD-PCR Teknigi (Randomly Amplified Polymorphic DNA) ile
Genetik Analiz

RAPD, rastgele niikleotid dizisine sahip kisa oligoniikleotid primerleri kullanilarak,
herhangi bir DNA par¢asini, niikleotid dizi bilgisine ihtiya¢ duymadan amplifiye
edebilen, PCR temeline dayali bir sistemdir. Ilk kez Welsh ve McClelland (1990)

tarafindan tanimlanmistir [27].
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RAPD belirleyiciler, genetik haritalarin olusturulmasi, tohumlarin test edilmesi,
varyasyon/hat tanimlanmasi, sec¢ilim ve bitki 1slah1 c¢alismalarinda da
kullanilmaktadir. Ancak teknigin bazi dezavantajlar1 vardir. Farkli laboratuvarlarda,
farkli arastirmacilar tarafindan ve hatta farkli PCR cihazlarinda elde edilen sonuglar
birbirinden farkli olabilmektedir. Ancak bu dezavantajlar kosullarin ¢ok iyi optimize
edilmesi ile agilabilmektedir. Sistemin diger bir dezavantaji da dominant bir markir
sistemi olmasidir. RAPD’in ortaya koydugu genetik bilgi ayrica filogenilerin yeniden
kurulmasi i¢in de kullanilabilir [31]. RAPD belirleyicileri, kiiciik (10 baz), %50’den
¢ok Guanin ve Sitozin’den meydana gelmis, rastgele secilmis primerler tarafindan
PCR ile ¢ogaltilmis nispeten daha kisa DNA fragmentlerinden (yaklasik 200—2000
baz ¢ifti uzunlugunda) olugmaktadir. Primerler, amplifikasyonun baglamasi i¢in

karsilikl yerlerdeki baslama bolgelerine baglanmalidir.

Standart PCR’da ilk olarak, analiz edilecek olan DNA bdlgesinin dizisi belirlenir.
Daha sonra hedef DNA dizisi igerisinde yer alan, ona komplementer olarak
sentezlenmis iki adet spesifik primer (18-25 bg¢ uzunlugunda), amplifikasyon
reaksiyonunu baslatmak tizere kullamilir. Buna karsiik RAPD-PCR metodunda
rastgele dizilimde, ortalama PCR reaksiyonlarindan daha diisiik baglanma sicakligina
sahip, tek ve kisa bir primer (6—10 b¢ uzunlugunda) kullanilir. Primer, DNA’nin
karsilikli  zincirleri iizerinde komplementer oldugu bolgelere baglanir ve
amplifikasyon i¢in birbirine uygun mesafede bulunanlar arasindaki (birka¢ bin baz
cifti araliginda) genom bolgelerinin amplifikasyonu gerceklesir. RAPD primerleri
rastgele diziye sahip olmasina karsilik, GC igerigi %60-70 olacak sekilde
tasarlanmis primerlerin kullanilmasi tercih edilmektedir. RAPD primerlerinin yiiksek
G-C igerigi, diisik baglanma sicakligindan kaynaklanabilecek 6zgiil olmayan
baglanmalar1 6nlemektedir. Meydana gelecek bant goriintiileri bitki genomundaki
mevcut G—C igerigi ile dogru orantili olacaktir. RAPD-PCR primerleri, belli bir
hedef sekansi ¢ogaltmak i¢in diizenlenmez. Cogaltilmis lokus anonimdir ve genom
arasina dagimistir. Filogenetik akrabaliklarin ortaya c¢ikartilmasinda genellikle
yetersiz kalmaktadir. Ancak RAPD-PCR bir¢ok taksonda, cogu mendelian alleller
gibi  davranan bagimsiz  markerlerin  polimorfizmini  kolaylikla  ortaya
cikartabilmektedir. Evrimsel siniflandirmalarda markerlerin  birgogu mevcut

varyasyonlar1 gosterir. Williams ve arkadaglar1 (1990) tarafindan gelistirilen RAPD-
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DNA belirleyicilerle, bireyin DNA’s1 artik nispeten daha ucuza ve oncelikli sekans
bilgisine ihtiya¢ duyulmadan ¢ogaltilabilmektedir. Radyoizotoplar gereksizdir. PCR,
RAPD belirleyicileri ¢ogaltmak ic¢in kullanildigindan, az miktarda, parcalanmamis
DNA gereklidir. RAPD lokusunun, ¢esitli avantajlarindan biri, ¢alisilan takson igin,
niikleotid dizisinin Onceden bilinmesine ihtiyag¢ duyulmamasi iken, digeri ise
lokuslarin ¢ogunun nétral (tarafsiz) belirleyici olarak is gérmesidir. Buna dayanarak
bircok arastirici, RAPD lokuslarimin ancak kullanilan oligoniikleotidin primer
baglanma yerine tam olarak uymasi sonucunda ¢ogaltilabilecegini ileri siirer.
Williams ve arkadaglar1 (1990), insan, soya, misir ve maya DNA’s1 ile yaptiklari
testlerde primer baglanma yerinde tek bir niikleotid degisiminin amplifikasyonu

engelleyebilecegini gdstermislerdir [32].

Belirli bir lokusta ki allel ¢esitliligini 6lgmek i¢in bireylerin genotiplerini belirlemek
gerekmektedir. Jel elektroforezi, populasyonlarda ki genetik varyasyon miktarin
hesaplamak ic¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Ozetle -elektroforez,
molekiilleri birbirinden ayirmada kullanilan bir tekniktir. Bu teknikte jel iizerinde yer
alan oyuklara molekiil karistmini igeren soliisyon, pipet araciligiyla doldurulur. Jel
daha sonra elektrik akimini iletmesi i¢in bir tampon c¢ozelti igerisine yerlestirilir.
Elektrotlara baglanmis olan bir giic kaynag: jel ortaminda bir elektriksel alanin
olugsmasini saglar. DNA molekiilii 6ncelikle her bir niikleotidde bulunan fosfat grubu
nedeniyle soliisyon i¢inde negatif yiikliidiir. Uzunluklar1 ne olursa olsun tiim DNA
molekiilleri aymi ylik/kiitle oranina sahiptirler. Ancak, kiigiik DNA molekiilleri
elektroforez jelinde daha hizli hareket ederler [33].

Jel tizerindeki farkli boyutlardaki bantlarin genellikle bagimsiz lokusu temsil ettigi
diisiiniiliir ve bagimsiz 6zellikler olarak degerlendirilir. Ancak her 6rnekte boyle bir
durum yoktur. Martin ve arkadaslar1 (1991), Smith ve arkadaslar1 (1994), farkh
bantlarin homolog diziler iceren tek bir primerle ¢ogaltilabilecegini gostermislerdir.
Bu da farkli bantlarin bagimsiz 6zellikleri gerektirmedigini gosterir. Bu tiir bantlar,
ayni lokustaki homolog allelleri veya gen dublikasyonlarin1 gosterebilir. Kullanilan
rastgele dizilimli primerler, tiim genom boyunca komplementer olduklar1 bolgelere
baglanabildiklerinden, belirli bir DNA bolgesi degil, genom boyunca bir¢ok lokusun

amplifikasyonu gerceklesmis olur. Reaksiyon iiriinleri, agaroz jel elektroforeziyle,
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radyoaktif izotoplar kullanilmasina gerek kalmadan, etidyum bromiir ile boyanarak
analiz edilebilir. Polimorfizm genel olarak, ilgili bantlarin bireylerde “var” ya da
“yok” olma durumlarma gore belirlenir. Teknigin en biiyiik avantaji, analiz edilecek
olan genomik DNA’nin dizi bilgisine ihtiya¢ duymamasidir. Kisa oligoniikleotidlerin
spesifik kosullar altinda farkli bir¢ok genomdan tekrarlanabilir amplifikasyonlar
gerceklestirebilmesi miimkiin oldugundan, hemen hemen tiim organizmalardan
nanogram diizeyinde genomik DNA kullanarak polimorfizmleri dogrudan

belirleyecek evrensel primer panelleri olusturmak miimkiindiir [36,37].

Bazi durumlarda, bir bandin varhigina ya da yokluguna karar vermek zor
olabilmektedir ¢linkii, bant yogunluklar1 kantitatif olarak degisebilir. Bant
yogunlugunun kendisi, kalitilabilir olmasina ragmen kalitsal olmayan faktorler,
ornegin PCR sartlari, DNA konsantrasyonlar1 ve diger lokuslarla iliskiler 6nemli
derecede bant yogunlugunun varyasyonuna sebep olabilir. Cogunlukla farz edilen
sudur; belirli bir primer, ayn1 molekiiler agirlikli bantlar1 amplifiye ettigi zaman, ayni1
allelik durumu ifade edebilmektedir, bu da dominant (baskin) alleldir. Tersine bir
bandin yoklugu da tek bir alternatif allelik durumu gostermektedir, buna null
(resesif) allel denir. RAPD bantlar1 genellikle diploitlerdeki fenotipik dominant
markerler olarak ifade edildiginden, baskin allel i¢in homozigot ve heterozigot
bireylerin genotipleri arasinda ayrim yapmak cogunlukla imkénsiz olabilmektedir

[38].

RAPD lokusundaki polimorfizm, birgok nedenden kaynaklanabilmektedir, drnegin

cogaltilmig bir bant, en azindan su ii¢ yolun birisinde null allel sayilmaktadir:

1- Hem bir hem de her iki baglanma bolgesi, mutasyonlara bagli olarak kaybolabilir.
2- Baglanma bolgeleri arasinda insersiyon meydana gelebilir.
3-Baglanma bolgelerinde yeniden diizenlenmeler (re-arrengements) meydana

gelebilir.

Karsilikl1 baglanma bélgelerinin bir veya her ikisinde meydana gelen mutasyon, bu
bolgeyi komplementer bir primer tarafindan taninabilir hale getirir, kisa bir par¢anin

araya girmesiyle, sekansin yeniden diizenlenmesiyle veya meydana gelen bir
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delesyon, PCR ile amplifiye edilebilir. Populasyonun genetik parametrelerini ve
filogenilerini analiz etmek i¢in RAPD belirleyicileri kullanildigir zaman varyasyonun
varhigi ya da yoklugu, amplifikasyon artefaktlarina veya arastirma metodlarinin
yanlishgma bagli olabilir. Bununla birlikte, RAPD belirleyicilerinin filogenetik
bilginin belirli bir miktarin1 igerdigini fakat filogenilerin bu belirleyicilerle
¢ikartilmasinin kolay degildir ve elde edilen sonuglarin yorumlanmasi da genellikle
zor olmaktadir. Ayrica, RAPD belirleyicilerindeki gozlenen asikar varyasyonlarin
sebebinin, tanima bolgesindeki nokta mutasyonlarinda olmayabilecegine bunun
yerine PCR irilinleri ve primerler arasindaki rekabetten kaynaklandigia dikkat
cekerler. Bu tip varyasyonlar, akrabalik iliskilerinin oOl¢timlerini karigikliga

stiriiklemektedir [31,39].

Yiiksek c¢oziiniirliklii bir genetik belirleyici, belli bir bireyden giivenli ve
tekrarlanabilir olarak ¢ogaltilabildigi zaman kullanighdir ve her element kalitilabilir
olmalidir. Diger yiiksek ¢oziiniirliikklii belirleyicilerde oldugu gibi, PCR bagimh
teknikte, farkli amplifikasyon sartlari, farkli amplifikasyon iiriinlerini ortaya
cikartabilir. Bu tarz amplifikasyon artefaktlari, cogaltilan lokus anonim oldugundan,
RAPD-PCR igin bir¢ok ciddi probleme neden olur ve primer-kalip baglanma
sartlarina nispeten izin verir. Dolayisiyla farkli amplifikasyon parametreleri
baglanma bigimlerini etkileyebilir [38]. Sheweder ve arkadaslar1 (1995), giivenilmez

ve tutarsiz amplifikasyonlarin genel nedenlerini sdyle agiklamiglardir:

1- PCR cihazinin modeli
2- Baglanma sicakliklari
3- Denatiirasyon, primer baglanmasi ve uzama zamanlari
4- ANTP konsantrasyonu

5- Taq Polimeraz konsantrasyonu ve kaynagi

Bu nedenlerin yaninda, kalip DNA’ya spesifik olmayan baglanmalar da tutarsiz
amplifikasyonlara neden olabilir. Ornek islenmesindeki ve saklanmasidaki
farkliliklar ~ (6rnegin,  donma-¢ozme  sayisi) da  varyasyonlar1  ortaya

cikartabilmektedir.
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Sonug¢ olarak RAPD prosediiriiniin sirasiyla dikkatli bir sekilde izlenmesi, farkli
amplifikasyon {iriinlerinin ortaya c¢ikmasini biiyiik oranda engelleyebilir. RAPD
bantlari, agaroz jelde birbirine yakin kosabilmektedirler ve bu durumda ayrim
yapmak zor olur. RAPD lokuslarinin mesafeleri yakin oldugu zaman, amplifikasyon
tirtinlerinin veya ayni lokusdaki farkli allellerin molekiil agirligi ayirt edilemeyebilir.
Ayni bireydeki (jelde ayni seritte) homolog (fakat farkli) allellerin veya homolog
olmayan allellerin birlikte gogii, iki veya daha fazla amplifikasyon iirlinlerini igeren
karisik (birlesik) bir bandi iiretebilir. Bu sekildeki karisik bantlar, lokus basina allel
sayisinin,  heterozigotlugun  ve  polimorfik  lokusun frekansinin  eksik
degerlendirilmesine neden olur ve birey genotipleri ve populasyonlar arasindaki
ayrim giiclinii azaltir. Dolayistyla, homolog ve homolog olmayan iirlinlerin birlikte

gocli kladistik analizleri degistirebilecektir [38].

Biitlin bu sorunlarin karsisinda iizerinde durulmasi gereken iki nokta bulunmaktadir.
Bunlardan biri RAPD-PCR’in ¢6ziim gliciinii arttirmak digeri ise bagimsiz
lokuslardaki polimorfizmi ortaya ¢ikartmaktir. RAPD-PCR’in ¢6ziim giiciinii
arttirmak i¢in Oncelikli izlenecek yol, probleme jel seviyesinde yaklasmak olacaktir.
Agaroz jel elektroforezi, 6zellikle bantlar net olmadigi zaman ¢ogaltilmis DNA’nin
molekiiler agirligindaki kiiclik farkliliklar1 ortaya c¢ikarmakta bazen yetersiz
olabilmektedir. Bu nedenle, pahali ve toksik bir madde olmasina ragmen akrilamid,
yiiksek ¢ozlim giicii nedeniyle kullanilmaktadir. Daha ucuz bir yontem de 6rnekleri
uzun jellerde kosturmaktir. Hunt ve Page (1992), ¢apraz baglarin eklenmesiyle
(%1’lik synergel, capraz baglar1 icermektedir) diisiik konsantrasyonlu agaroz jelin
(%0.6) de diger bir yontem olarak kullanilabilecegini ileri siirmiistiir. Boylece
bulaniklik miithis bir sekilde azaltilmis ve 10 baz cifti kadar az olan bolgeleri ayiran
bantlarin izlenmesine izin vermistir. RAPD bantlar1 genellikle varlik ya da yokluk
karakterlerinin ayrimimna gore degerlendirilmesine ragmen, yine de, bazi bantlar,
digerlerine gore siirekli olarak daha fazla amplifiye olur ve farkli bireylerdeki belirli
bir bandin durumu ya da goriintiisii, nicel olarak eser halde goriilebilirlikten hatasiz

parlakliga kadar degisebilir.
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Ayrica, parlak bantlar, zayif olanlardan daha hatasiz ¢ogaltilma egilimindedirler.
Ciinkii zayif bir sekilde cogaltilmis iirlinli ethidium bromiir ile boyanmis jelde teshis
etmek zor olur. Gergekte zayif bir sekilde amplifiye olan bir allel bulunmasina
ragmen, bu lokus null/null homozigotu olarak degerlendirilebilir [38]. Bant
yogunlugundaki bazi varyasyonlarin, hem tekrarlanabilir hem de kalitsal oldugu

goriilmiistiir. Bant yogunlugundaki kalitsal varyasyon sunlara bagli olabilir:

1- Belirli bir primer-kalip kombinasyonu ile ¢ogaltilabilir lokuslarin kopya
sayilarindaki varyasyonlara

2- Lokus icindeki ardisik tekrarli cogaltilabilir sekanslarin kopya sayisindaki
varyasyonlara

3- Lokus arasindaki ilave interaksiyonlardaki varyasyonlara

Sonug olarak spesifik RAPD bandinin yogunlugu hem tekrarlanabilir hem de kalitsal
oldugu zaman bile, ayni bandin bir tanesinde gii¢lii ifade edilmis digerinde ise zayif
ifade edilmis oldugu durumda iki bireyin nasil kiyaslanabilecegi sorusunu akla
getirmektedir (Sekil 1.1.). Boyle yogunluk farkliliklarini degerlendirmeyle ilgili bir
problem, beklendigi gibi 6zellikle ethidium bromiir ile boyanmis jellerde bandin
yogunlugunun miktarmi1 hesaplamak zordur. Ikinci problem, yogunluktaki
farkliliklarin, bunun altinda yatan genotip farkliliklar ile nasil iliskilendirileceginin

bilinememesidir.

GUGLD +
: ZEYIF

R

Sekil 1.1. Giiglii ve zayif bandin sematik gdsterimi ve jel tizerindeki goriiniimii
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Bantlar parlakliklarina goére siniflandirilabilir, belirli bir bandin parlaklik siniflarinin
kalitimi analiz edilebilir ve farkli parlaklik kategorileri, ayn1 lokustaki farkl alleller
olarak degerlendirilebilir. Diger iki ¢oziim daha gercekgidir. ilkinde her polimorfik
bant kullanilir: bant, var olarak degerlendirilir, e8er belirlenemeyecek gibi ise
yogunlugu g6z ardi edilir ve yok sayilir. Bu prosediir bant yogunlugundaki
varyasyonun sebebinin genetik veya genetik olmadigini ayirt edemez. Diger ¢oziim
ise bu bantlar sadece parlak bir sekilde mevcut oldugu zaman degerlendirilir. Bu
durumda, bant ¢ok zayif veya hi¢ olmadiginda (6rnegin, degerlendirilememesi
durumunda) yok sayilir. Bu degerlendirme prosediiriin de, bantlarin varligr veya
yoklugu gibi siddetine aldirmayarak biitiin bantlarin siiflandirilmasinda siibjektif bir
egilimin olmadig1 aciktir. RAPD allelleri, dominant markerler gibi ifade edilir.
Boylece RAPD lokusundaki allelik ve genotipik frekanslari su nedenlerden dolayi
dogru bir sekilde hesaplamak olasidir:

1- Ornek sayisinin gok olmasi gerekir (bu nedenle gergek allelik frekanslarin
hesaplanmasinda hata en aza indirilmis olur)
2- Null allellerin siklig1 0,1°1 agmalidir

3- Burada incelenen lokus biallelik olmalidir.

Eger biitlin bu sartlarin tiimii karsilanirsa, F istatistikleri hesaplamak i¢in bu
frekanslar kullanilabilir ve ebeveyn olasiliklar1 da karakterize edilebilir. Bu sartlar
yoksa allelik ve genotipik frekanslari hesaplamak imkénsiz olacaktir [38]. RAPD
lokusunun nétral oldugu varsayilarak, her lokusun iki allelden olustugu, birinin ifade
edildigi, digerinin ise null oldugu disiiniilmektedir. Bazi lokuslarda, allellerden
birinin, digerinden daha yaygin olacagi, oysa diger lokuslar i¢in tersinin dogru
olacag: diistintilmektedir. Ciinkii bir allelin digerinden sistematik olarak daha yaygin
olduguna inanmak icin bir sebep yoktur (6rnegin, allellerin varlik-yokluk orani
yaklagik olarak 50:50 olmalidir). Null alleller bir¢ok defa mevcut allellerden sayica
istiindiir ve fenotip yoklugu, RAPD-PCR tarafindan ¢ogaltilmayan karakterleri i¢ine
alan bir allel havuzunu kapsar. Eger bu dogruysa ve mevcut fenotipler pek ¢ok allelli
kapsarsa, varlik yokluk verisinden RAPD allelik frekansi hesaplamak i¢in bir yol
bulunamayabilir [38]. RAPD markirlarinin Mendelian olmayan kalitimi, RAPD

lokuslarindaki allelik varyasyon miktarinin ve heterozigotlugun hesaplanmasinda
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normalden yiiksek degerlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Clinkii RAPD
lokusu anonimdir ve RAPD bantlarinin bi¢imi, sadece ¢oklu lokuslarin ve dominant
allellerin kalittimini yansitir. RAPD markirlarinin Mendelian olmayan kalitimini ayirt
etmek ¢ok zor olabilir. Sans eseri RAPD markirlarinin gegis genetiginin bir¢ok
analizi gostermistir ki, bantlarin ¢ogu, Mendelian alleller gibi davranir. Yavru

bireylerde atasal olmayan bantlarin bulunmasinin ii¢ tane nedeni vardir:

I- Olasi ebeveynler aslinda gergek genetik atalar degildir.

2- Kontaminasyon, kalip DNA’nin par¢alanmasi ve uygun olmayan bir teknik gibi
laboratuar ve saha artefaktlari, tutarli ve tekrarlanabilir bantlarin bazilarinin
sahte goriiniimiine ya da bantlarin gézden kaybolmasina yol agar.

3- RAPD-PCR’da olduk¢a miisamahakar baglanma sartlar1 kullanildigindan,
heterodubleks yapilar ortaya cikabilir. Bu yapilar homolog alleller, homolog
olmayan bdlgeyi igerdigi zaman ortaya ¢ikar. Bu, jeldeki go¢ orani lokusdaki her

allellin gercek uzunlugundan farkli olan hibrit bir fragment meydana getirir.

Bu soruna tek ve kesin yaklasim, biitiin bantlar lizerinde ayrim (segregation)
analizleri uygulamak olmalidir. Boylece Mendelian alleller gibi davranan markerleri
Oyle davranmayanlardan ayirir ve biitiin ayrilmayan bantlar sonraki analizlerde
elimine edilir. Teorik olarak, eger gézlenen tiim bantlar, Mendelian markerler gibi
davransaydi, her tiirlii dahil etme (inclusion), hari¢ tutma (exclusion) birlesimlerini
kullanarak veya olasilik (likelihood) algoritmalar1 kullanilarak atayi (ebeveynleri)
analiz etmek miimkiin olabilirdi. Benzer olarak, bu tip biitiin markerler, daha yiiksek

taksonlardaki soy iligkilerinin hesaplanmasi i¢in kullanigh bilgiler saglayabilir [38].

RAPD teknigi, ciddi zayifliklar gosterebilmektedir; kurulan filogeniler, farkli memeli
ordolar1 arasinda her zaman ayirt edici olmayabilir. RAPD karsilastirmalari, aym
primerle ¢ogaltilmis ayn1 molekiiler agirliktaki bantlarin homolog DNA sekanslarini
temsil ettigi varsayimina dayanir. Fakat birbirinden daha uzak iki 6rnegin, bu
varsayimi karsilamasi daha az muhtemeldir. Yine de, RAPD markerleri sayisiz
caligmada da gosterildigi gibi yakin akraba organizmalardaki genetik polimorfizmi
belirlemede ¢ok giiclii bir aragtir. Bu gozlemler familya seviyesine kadar

karsilagtirmalarin muhtemelen daha diizenli oldugunu gostermistir. Belirli bir
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calisma icin gerekli primer sayisi da 6nemlidir. Calismaya daha fazla primer katildigi
zaman tutarlilik artacaktir. Bununla birlikte, RAPD markerleri ile ortaya ¢ikarilan
sonuglar, filogenetik yaklasimlara ve/veya segilen mesafe katsayilarina baghdir. Bu
secimler dikkatle distiniilmelidir, ¢iinkii karsilastirilan organizmalarin akrabaliklari

etkileyici bir faktordiir [31].

1.3. Celiklerin Kéklenme Basaris1 Uzerine Hormonlarin Etkisi

Oksinler ¢eliklerde kok olusumunu tesvik ederler [42]. Celik koklendirme hormonu
olarak oksin grubundan IAA, IBA veya NAA kullanilmaktadir. Indol bilesikleri
genellikle naftalen bilesiklerinden daha c¢ok sacak kok yaparlar. Bugiin pratikte en
fazla kullanilanm diisiik toksite ve yiiksek kok olusturma kabiliyeti olan IBA’dir [43,
44, 45, 46]. Pratikte en ¢ok kullanilan IBA dozu ise tiir ve ¢esitlere gore 1000—4000
ppm arasinda olmakla birlikte farkli uygulamalar da vardir. Mesela muhtelif tiirlerde
IBA, 20-200 ppm’lik ¢ozeltiye yavas daldirma veya 500- 5000 ppm’lik ¢dzeltiye
hizl1 daldirma seklinde yaralar onarilmadan 6nce uygulanabilmektedir [47]. Elmada,
su yerine etanol i¢indeki 600-2500 ppm’ lik IBA ¢ozeltilerinin daha uygun olacagy,
otsu  bitkilerin de  yukanidaki  uygulamalara  benzer  uygulamalarla
koklendirilebilecekleri kaydedilmektedir [48]. Biiylimeyi diizenleyici maddeler her
bitkiye celikle tliretim imkani veren etkili maddeler degildirler. Bunlar yardimci
maddelerdir. Ancak ¢eliklerin koklenme siirelerini kisaltmada ve koklenme
oranlarinin ytikseltilmesinde yardimci rol oynamaktadirlar [49]. Bununla birlikte bazi
bitkiler biiyiime diizenleyicilerle bile koklendirilememektedir [50]. Chong (1983)
yiilksek IBA konsantrasyonlarmmin koklenme iizerine etkilerini inceledigi bir
calismada degisik tiirlere ve baz1 elma cesitlerine (Mor spur McIntosh, Hopa) ait
celiklere 0, 1250, 2500, 5000, 10000, 20000 ve 40000 ppm dozlarinda IBA
uygulayarak aralikli sisleme altinda koklenmeye birakmis, sonuglar1 koklenme
yiizdesi, ortalama kok uzunlugu ve kok sayisi agisindan degerlendirmistir. Hopa
celikleri 10000 ile 40000 ppm IBA konsantrasyonlari arasinda optimum tepkiler
vererek, koklenme oraninda, kok uzunlugunda ve sayisinda kayda deger artislar
gostermis, Mor Spur McIntosh ise IBA uygulamalarina ragmen kok vermede
basarisiz olmustur [51]. Hormonlarla ilgili c¢alismalara bakildiginda, eksojen ve

endojen hormon diizeylerinin koklenme {izerinde etkili oldugu saptanmistir. Ancak
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hormonlarin koklenme tizerindeki etkilerinin birbirine ve hormonlar arast dengeye
bagli oldugu gosterilmistir. Oksin bir¢cok bitkinin gévde dokularma uygulaninca
adventif kok olusumu arttigindan, dogal olarak var olan veya disaridan verilen

oksinin belirli miktar1 kok taslaklarinin olusumunda rol oynamaktadir [52, 53, 54].

Kaska ve Yilmaz (1974)’e gore, kullanilabilen hormon c¢esitleri ¢ok olmasina
ragmen, c¢eliklerde adventif koklerin meydana gelmelerini tesvik etmekte en
giivenilir bulunan kok uyartict sentetik kimyasal maddeler, indol biitrik, naftalen
asetik, indol asetik asitlerdir. Genel kullanislar i¢gin IBA muhtemelen en iyisidir.
Ciinkii bu asit genis konsantrasyon sinirlari iginde toksik olmamakta ve ayrica bir¢ok
bitki tiirlerinin kdklenmelerini tesvik bakimindan yeterli etkide bulunabilmektedir

[55].

1.4. Literatiir Ozeti

1.4.1. RAPD-PCR Calismalar

S.0z Aydin tarafindan 2004 yilinda yapilan ¢alismada RAPD-PCR tekniginin
prensipleri uygulama alanlarini, bu uygulama alanlarinin bitki sistematigine etkisini,
avantaj ve smnirhiliklarini belirtilmistir. Ayrica RAPD-PCR teknigi de molekiiler
sistematik tekniklerin DNA temelli tekniklerinden biri oldugu vurgulanarak , bircok
alanda oldugu gibi bitki sistematigi alaninda genis kullanim alan1 buldugu
belirtilmistir. Bu teknik uygulanirken oOncelikle her bitki taksonu ig¢in
optimizasyonunun yapilmasi sart oldugu bununla birlikte son yillardaki ¢aligmalarda
oldugu gibi, sistematik veya farkli amaclarla yapilan caligmalarda birden fazla
molekiiler teknik kullanilmasi, bitkinin tiim dizi analizinin miimkiin olmadig
durumlara gore daha uygun oldugu Ongoriilmiistiir. Ayrica calisma, tiirlerin
belirlenmesi amacgli oldugunda bu karakterlerle morfolojik karakterlerin

karsilastirmali analizlerine gidilmesi daha degerli sonuglar vermektedir [56].
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C. S. Kim ve arkadaglar1 1997 yilinda yapilan ¢alisma ile bitkilerde bulunan ikincil
metabolitlerin, DNA safligin1 dolayisiyla genetik materyalin kalitesini etkiledigini ve
bu metabolitlerden arindirilmasimin , uygulanacak olan RAPD-PCR metodunun
sonucuna etki etmemesi veya sonucun belirgin olmasi agisindan genetik bir
izolasyon mekanizmasi ongdrmiislerdir. Calisma, baz1 meyve agaclar1 (Vitis spp.,
Malus spp., Pyrus spp. ve Diospyros spp.) ile baz1 koniferler de (Pinus densiflora,
Pinus koraiensis, Taxus cuspidata ve Juniperus chinensis ) uygulanarak sonug elde

etme yoluna gidilmistir [57].

Muhammad A. Lodhi ve arkadaslar1 1994 yilinda; Asma tiirleri ve melezlerinde
basit, hizl1 ve gilivenilir bir yontem gelistirmistir. Genel prosediir olarakta, Doyle ve
Doyle (1990)’un  metodu baz almmistir. NaCl kullanilmasi,  polifenol ve
polisakkaritlerin yapidan uzaklastirilmasiyla , safa yakin oranlarda DNA eldesine
saglanmistir. Metod diger meyve tiirlerinde de [elma (Malus domestica), kayisi
(Prunus armeniaca), Kiraz (Prunus avium), seftali (Prunus persica), erik (Pmmus
domestica), ve ahududu (Rubus idaeus)] yliksek oranda saf DNA eldesine yonelik

sonuclar vermistir [58].

Y.Sabit AGAOGLU ve arkadaglar1 2001 yilinda; Asmalarin vejetatif otsu dokular
(slirgiin ucu-geng yapraklar, siiliikler) ve bir yash dallarindan DNA izolasyonu i¢in
kullanilan, sirasiyla Lodhi ve ark. (1994), Lin ve Walker (1997) tarafindan
gelistirilen yontemlerin, dokularin farkli yetistirme kosullarindan (bag, sera, doku
kiiltiirii bitkileri) alinmasi durumunda DNA verimlilikleri ve RAPD tekniginde
kullanilabilirlikleri incelenmistir. Lodhi ve ark. (1994)' na ait yontemde, bagdan
alinan ancak bekletildikten sonra kullanilan siirglin ucu-geng yapraklar 6rnekleri ile,
stiliiklerin kullanildigr durumlarda 10/4 DNA/g doku diizeyinden daha az (yetersiz)
DNA elde edilirken; yetersiz diizeyde olmamakla beraber, doku kiiltlirii ve sera
bitkilerinden de 20-53 ,ug DNA/g doku diizeyinde diisik DNA miktar1 elde
edilmistir. Yontemde, soguk ethanol ilavesi ve 4°C'de DNA iplik¢iklerinin
olusmadigr asamadan sonra gergeklestirilen modifikasyon sonucunda, her dort
kosulda da tatmin edici DNA miktarlarina ulasilmistir. Bir yash dallardan Lin ve
Walker (1997) 'a gore izole edilen DNA miktarlar1 (28-40 ,ug DNA/g doku)

arastiricilarin bulgulari ile uyumlu bulunmustur [60].
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R. Herrera ve arkadaslar1 2002 yilinda; Sili’de en ¢ok yetistirilen 4 Vitis vinifera
¢esidi lizerinde (viz. Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot and Carmenere).
Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) ve Birbiri Ardina Tekrarli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (ISSR-PCR) analizleri kullanilarak karsilastirma yapildi. Her iki
teknikten ISSR’1n profilleri ¢6zme giiciine ragmen, cesitlerin ayrimin da daha genis
bir kullanim i¢in uygun olacagini disiindiirmektedir. Ayrica c¢alisilan cesitler
arasinda ki ayrimm RAPD metodu ile daha yiiksek basarildigim
degiskenligin; Merlot, orijinal Sili klon ve Fransa temsilcisi klonlar1 arasinda
gbzlendigini , benzerligin %64 oldugu ancak Fransiz Merlot ile Sili stokunun yakin

akraba olmadig bildirilmistir [61].

C. Tessier ve arkadaglar1 1999 yilinda; Cesitli cografik bolgelerde bulunan 224 adet
Vitis vinifera c¢esidine ait ornekler lizerinde 21 adet RAPD primeri ve 2 adet
Mikrosatelit primeri ile eslesmeler yapma yoluna gidilerek , bu primerlere ait
lokuslarin belirlenmesi ve arasinda ki tiir i¢i genetik uzakligin belirlenmesine
calisilmigtir. Ayrica Varyetelere ait kaliplarin bagimsizlik hipotezi altinda
Karsilastirilarak, teorik ve gercek verim ile birlikte bir primer kombinasyonu ortaya

konulmustur [62].

G. Fanizza ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptiklar1 bir calisma da ; 10 farkli Vitis
vinifera genotipinde 320 farkli primer ile denemeler yaparak RAPD fragment
numaralarin1 ve bu genotipler arasinda ki genetik uzakligt primer ve band
polimorfizmine dayali bir sekilde tayini ile diisiikk ve yiiksek polimorfik primerler

arasinda bir korelasyon kurmaya ¢alismistir [63].

J. R. Vidal ve arkadaslar1 1999 yilinda ; Fransa ve Ispanya da bulunan 32 beyaz
tizim (Vitis vinifera) cesidi RAPD teknigi kullanilarak belirlendi. 33 primer
kullanilan bu ¢aligmada , RAPD diisiik ve yiiksek frekanslar1 ile gruplar arasinda

kiimeleme analizi de ortaya konulmaya ¢alisilmistir [64].
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S. G. Tangolar ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda yapilan calismada, Tiirkiyenin
Dogu Akdeniz bolgesinin asma gen kaynaklarinin tanimlanmasi amaci ile 14 SSR
primeri kullanilarak 59 {iziim ¢esidinin genetik analizleri yapilmistir. Calisma
sonucunda cesitler arasindaki genetik iliskilerin bolge i¢indeki ekocografik
dagilimlar ile baglantili olmadig belirlenmistir. Calismada analiz edilen gesitler
arasinda farkli isimlerle anildig1 halde ayni genotip (sinonim) veya ayni isimli ancak
farkl1 genotip 06zelligi (homonim) gosterenler saptanmistir. Bdlgenin asma

genotipleri ile ilgili ilk genetik analiz sonuglarinin sunulmustur [65].

1.4.2. IBA ve Koklenme Basaris1 Uzerine Calismalar

V. Erdogan ve arkadaslari, 2004 yilinda yapilan ¢alismada, kara dut yesil celiklerin
koklenmesi lizerine IBA’nin etkisi incelenmistir. Celikler Temmuz ay1 ortasinda
alinmig ve IBA’nin farkli dozlari uygulanmistir. Serada sisleme {initesinde perlite
dikilen c¢elikler 60 giin siire ile koklenmeye birakilmistir. IBA uygulamalar
koklenmeyi ortalama %14.2 arttirdigi goriiliirken, kontrol celiklerinde koklenme
%42.5 olmus ve 4000ppm, 6000ppm, 8000ppm dozlarinda sirastyla %57.5, %60 ve
%52.5 koklenme elde edilmistir. Ortalama kok sayisi, uzunlugu, kuru agirlign ve
koklenme derecesi gibi kalite kriterleri en yiiksek 8000ppm uygulamasinda oldugu
belirtilmistir [66].

D. Séyler ve N. Arslan 2000 yilinda Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi seralarinda
tesadiif parsellerinde bdoliinmiis parseller deneme metoduna gore dort tekerriirlii
olarak yiiriitilmiistiir. Arastirmanin amact Capparis spinosa’nin kiiltiire almnip,
alimamayacaginin arastirilmasidir. Vejetatif yolla iiretimde otsu ve yari odunsu
celikler kullanilmistir. Celiklere biiylimeyi diizenleyici maddelerden IBA, IAA ve
NAA degisik doz ve siirelerde uygulanmistir. C. spinosa [ geliklerinde en yiiksek
koklenme orant Nisan aylarinda yiiriitilen [] ¢alismada IAA’nin 500 ppm’lik
diizeyinde uygulanan dozunda % 28, Mayis ayinda ise IBA in 250 ppm lik dozunda
%29 oraninda elde edilmistir [67].
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I. H. Kalyoncu ve arkadaslar1 2008 yilindaki ¢alismada, selekte edilmis bir igde
(Eleagnus angustifolia L.) tipinden erken Haziranda, alinan yesil u¢ celiklerinin,
“Sisleme Sisteminde” iki farkli hava nispi nem ortami (% 85-90 ve % 95-100),
IBA’nin uygulanan 5 farkli konsantrasyonu (0, 500, 1500, 2500 ppm ve 3500 ppm)
ve perlit koklendirme ortaminin koklenmeleri tizerine etkileri incelenmistir.
Arastirmada, dikilen ¢eliklerin tiimiiniin canli kaldig1 ve yiizde yiize varan oranda
koklendigi belirlenmistir. Celiklerde kalluslanma, en yiiksek % 95-100 nem
seviyesindeki 500 ppm doz uygulamasindan (%12.50) elde edilmistir. Koklenme
orani kontrol grubu dahil tiim uygulamalarda % 75.00’in {izerinde gergeklesmis olup,
en ytiiksek koklenme % 85-90 nem seviyesindeki ortamda kontrol, 500 ppm ve 1500
ppm doz uygulamalarindan (% 100) elde edilmistir. IBA dozu ve nem artiglarinin
koklenmeyi artirmadigi gézlenmistir. Celiklerde koklenme yiizey uzunlugu, en fazla
% 85-90 nem seviyesinde 500 ppm doz uygulamasinda (2.563cm) belirlenmistir.
Kok sayist bakimindan, en yiiksek deger % 85-90 nem seviyesinde, 500 ppm doz
uygulamasindan (18.75 adet/celik) elde edilmistir. Celiklerde en uzun kok % 85-90
nem seviyesindeki kontrol grubundan (6.083cm), en kisa kok ise, % 95-100 nem
seviyesindeki kontrol grubundan (0.323) elde edilmistir. Kok dallanmasi en yiiksek
% 85-90 nem seviyesindeki 500 ppm doz uygulamasinda (8.083 adet/celik)
bulunmustur. Incelenen koklenme ozellikleri dikkate alindiginda, igde yesil ug
celiklerinin kolay koklendigi belirlenmis olup, % 85-90 nispi nem seviyesindeki,
kontrol grubu (% 100), 500 ppm (% 100) ve 1500 ppm IBA doz uygulamalarindan

en iyi koklenme 6zellikleri elde edilmistir [68].

H. Zenginbal ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 c¢alismada Hayward odun
celikleri, 10-12 yasindaki agaglardan 1 Ocak tarihinde 2 - 3 gozlii olacak sekilde
alinmistir. Deneme iki agamada yiiriitiilmiistiir. Denemenin birinci boéliimiinde direk
dikimi yapilan ve degisik ortamlarda 3 ay muhafaza edilen (toprak, perlit ve soguk
hava deposu) celiklere dikimden oOnce kontrol ve 4000 ppm IBA uygulamasi
yapildiktan sonra sera ortamina dikilmistir. Denemenin ikinci boliimiinde ise 3 ay
siireyle toprak, perlit ve soguk hava deposunda (+4 OC) muhafaza edilen c¢eliklere
kontrol, muhafazadan 6nce 4000 ppm IBA ve dikimden sonra ( muhafazadan sonra )
4000 ppm IBA uygulamalar1 yapildiktan sonra sera ortamina dikilmistir. Celikler,

alttan 1sitma ve mistleme iinitesine sahip 1sitmasiz cam serada perlit ortaminda 90
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giin koklenmeye alinmustir. Calismada koklenme orani, canlilik orani, kok sayisi ile
kok kalitesi belirlenmistir. Denemenin birinci boliimiinde en iyi kdklenme (%73.0),
canlilik (%88.0), kok sayis1 (9.8 adet) ve kok kalitesi (3.8) direk dikimi yapilan
celiklere dikimden dnce 4000 ppm IBA uygulamasindan elde edilmistir. Denemenin
ikinci boliimiinde ise muhafaza ortamlar1 bakimindan en iyi koklenme (%66.0),
canlilik (%91.0), kok sayisi (7.3 adet) ve kok kalitesi (3.5) soguk hava deposunda
muhafaza edilen celiklere dikimden once 4000 ppm IBA uygulamasindan elde
edilmistir [69].

0. Unal ve arkadaslar1 2004 yilinda yapilan arastirmada, Antalya i¢in endemik olan
Origanum solymicum P.H. Davis, O.husnucan-baseri H. Duman, Z. Ayta¢ & A.
Duran, O. bilgeri P.H. Davis, O. minutiflorum O.Schwarz & P.H. Davis ve O.
saccatum P.H. Davis tiirlerinin tohum ¢imlenmesi ve ¢elikle ¢ogaltilmasi ¢alismalari

yapilmistir. Origanum tiirlerinin tohumlarinin ¢imlenmesi iizerinde farkli saklama

kosullarinin (+40C ve oda sicakligl), aydinlik-karanlik (18 saat karanlik-6 saat
aydinlik) 151k kosulunun ve karanlik (24 saat) ortamm, GA;liin ¢esitli

konsantrasyonlarinin (0.1 ppm, 1 ppm, 10 ppm) ve farkl sicaklik derecelerinin

(ISOC, 20 0C, 25 OC, 30 0C) etkileri incelenmistir. Calismanin sonucunda, ¢imlenme

oncesi diisiik sicaklikta bekletilen tohumlarda, aydinlik-karanlik 151k kosulu, 1 ppm

GA, ve 10 ppm GA,ile 15, 20 ve 25 °C stcaklik uygulamalarinda ¢imlenme yiizdesi
daha yiiksek bulunmustur. Tirler icinde en yiiksek ¢imlenme yiizdesi algak

rakimlarda yayilis gosteren O. solymicum tiirlinlin tohumlarinda goriiliirken, en
diisiik ¢cimlenme ylizdesi ise O. husnucan-baseri tiirliniin tohumlarinda saptanmastir.
Celikle ¢ogaltma calismalarinda ise O. husnucan-baseri ve o. minutiflorum tiirleri
hari¢ diger Origanum tiirlerinde kdklenmenin gerceklestigi ancak, koklenme orani
bakimindan gerek kontrol ve IBA uygulamasi arasinda gerekse her iki uygulama igin

de tiirler arasinda 6nemli bir farkliligin olmadig1 gortilmiistiir [70].

K. Yildiz ve arkadaslar1 2009 yilinda yapilan ¢alismada kara duttan (Morus nigra L)
alinan odun, yar1 odun ve yesil ¢eliklerin koklenme durumu incelenmistir. Kontrol
grubu yaninda, odun ve yar1 odun ¢eliklerinde 6000 ve 7500 ppm, yesil ¢eliklerde ise
4000 ve 6000 ppm indol biitirik asit (IBA) uygulamalar1 yapilmistir. Odun
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celiklerinde, kontrol grubunda %9.5 oraninda koklenme olurken, 6000 ppm IBA
uygulamasindan %24 oraninda koklenme elde edilmistir. 7500 ppm IBA uygulanan
odun ¢eliklerinin hi¢ biri koklenmemistir. Yar1 odun c¢eliklerinde, kontrol
uygulamasindan %13.33 oraninda bir kdklenme elde edilirken bu oran 6000 ve 7500
ppm IBA uygulanan celiklerde sirasiyla %60.00 ve %76.67 olarak gerceklesmistir.
Yesil celiklerde ise hormon uygulamasi yapilmayan kontrol c¢eliklerin %251
koklenirken, 6000 ve 7500 ppm IBA uygulanan ¢eliklerin sirasiyla %55.9 ve %68.5’1
koklenmistir. Celik basina kok sayisi, odun geliklerinde hem kontrol hem de hormon
uygulamasinda diisiik bulunmustur. Yart odun ¢eliklerinde kok sayisi kontrolde 1.0
iken, 7500 ppm IBA uygulanan celiklerde 5.07°ye ulasmistir. Yesil celiklerde ise
kontrol grubunda kok sayisi 4.38 olarak belirlenirken, bu deger 6000 ppm IBA
uygulananlarda 10.33, 7500 IBA uygulananlarda ise 11.34 olarak tespit edilmistir
[71].

U. Sirin ve F. E. Tekintag 2004 yilinda celikleri iizerinde yiiriitiillen arastirmada
celiklerde adventif kok olusumunun izlenmesi amaglanmistir. Arastirmada,
koklenmenin seyrini incelemek amaci ile perlit ortamina dikilen celiklerden 4., 8.,12.
ve 16. haftalarda alinan Ornekler iizerinde incelemeler yapilmistir. Sonbahar
doneminde dikilen ¢eliklerde adventif kok olusumuna iliskin herhangi bir hiicre
farklilagsmasi ve kok primordiast olusumu goriilmezken ¢elik tabaninda yogun bir
kallus dokusu gelisimi oldugu saptanmigtir. ilkbahar doneminde ise bilezik alma
uygulamasi yapilan ¢eliklerde dikimden itibaren 4. haftada ve 16. haftada alinan
orneklerde, kok primordiyumu gelisimi oldugu goriilmiistiir. Adventif kok
hiicrelerinin ilk ¢ikiginin kambiyumun hemen dis tarafindan ve floem dokusu i¢inden
yogun bir hiicre farklilagsmasi seklinde gelistigi belirlenmistir. Ayrica sklerankimatik

halkalarin bu tiire 6zgii olarak olduk¢a fazla sayida oldugu belirlenmistir [72].

M. C. Heloir ve arkadaslar1 1997 yilinda yapilan ¢alismada, Vitis vinifera ¢esitlerin
hizli ¢ogaltilmasin1 in vitro kosullarda gelistirmek amaclanmistir. Oncelikle
mikrogogaltim i¢in aliman Ornekler kiiltiire alinarak biiylime diizenleyicilerine olan
gereksinimleri, farkli agsamalarda incelenmistir. 8.9 mM ‘dan baglayan BA ( Biitirik
asit) denemeleri 4.4 mM’ a kadar diisiliriilmiistiir ve en uygun degerin bu oldugu ,

gelisim siiregleri kontrollerine bakilarak anlagilmistir. Daha sonra 2.5 mM IBA ile
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yapilan deneme ile % 100 sonu¢ alindigi ve kok gelisim sistemini uyardigi

belirtilmistir [73].

1.5. Calismanin Amaclari

1. Tiirkiye’nin iki 6nemli Vitis vinifera ¢esidi olan Hasandede tiziimii ve Kalecik
Karasi iiziimiinden alinan 25 farkli bireyin DNA 6rneklerinin RAPD-PCR
teknigi kullanilarak karsilastirilmasi, benzerlik ve farkliliklarinin ortaya

konulmasi,
2. Hasandede Uziimii ve Kalecik Karas1 Uziimii gesitlerinden alman ¢eliklere

farkli derisimler de uygulanan IBA’ in bu ¢esitlerin koklenme basarisi lizerine

etkisinin gézlemlenmesi ve karsilastirilmasi esas alindi.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismada kullanilan Vitis vinifera gelikleri, 2010 yilinin ilkbahar donemi baslangici
olan Mart ay1 itibariyle, tomurcuklanma mevsimi adi verilen donemde, yapraklari ise
Haziran ay1 itibariyle toplandi. Ornekler Kirikkale ili Hasandede ilgesi ve Ankara ili
Kalecik ilgesi Gokdere koyii bolgesinden, Hasandede ve Kalecik Karasi iiziim
cesitlerinin her ikisinden olmak {izere, 28 ayr1 bireyden alindi. Toplanan bitki
orneklerinin Kirikkale Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinde

teshisi yapildi.

2.2. Koklendirme ve IBA Uygulamalari

2.2.1. Koklendirme Ortami

Calismada kullanilan ortam volkanik bir tiir kayactan elde edilen perlittir. Perlit daha
once ki yiiriitiilen benzer c¢alismalarda kullanilan ortam olarak en uygun materyal
oldugu belirlendi. Su tutma kapasitesi, 1s1 koruyucu ve genlesme 6zelligi olan, asit ve
bazlara kars1 dayaniklilig1 ile anorganik yapisinin bitkisel gelisime miisait oldugu da

bilinmektedir [68, 69, 71, 74].

Bitkinin kdklenme asamasinda ortamda ki 1s1, 151k, nem gibi faktorler dikkate alindi.
Ayni1 1sitmali ortamda bulunan gelikler 12 hafta boyunca, ortam sicakligi 25 °C de
sabit tutularak, mevsimsel periyodizmin disinda giinliik fotoperiyodizm de dikkate
alinmis ve 12 saatlik boliimlerle 6zel olarak ayarlanan elektrik diizenegi ile gece -
giindiiz fotoperiyodizmi saglandi. Bu diizenek giin igerisinde ki 12 saatlik bolim
olan sabah 06.00 - 18.00 saatlerinde 151k kaynagini aktif hale getirildi, diger 12
saatlik boliim olan 18.00 - 06.00 saatleri arasinda devre disi1 kalarak karanlik bir
ortam saglandi. Ayn1 kapali ve 1sitmal1 ortamda bulunan tiim 6rnekler i¢in nem sabit

kabul edildi.
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2.2.2. IBA Uygulamasi ve Celiklerin Ortama Yerlestirilmesi

Mart ay1 sonunda tomurcuklanma doneminde olan, Hasandede ve Kalecik Karasi
cesitlerinden alian celikler, ortalama olarak 10 — 12 cm boyuna kisaltilmis ve her
celikte en az 2, en ¢ok 3 tomurcuk olmasi saglandi. Tomurcuk uglart iist konumlu ve
koklenecek kisimlar ise asagi yonlii olacak sekilde, alt kisimlarindan 45° lik ag1 ile
kesilerek, IBA uygulamasina hazir hale getirildi. Her iki gesitten alinan her birey
hem 3 farkli derisim i¢in hem de 4,8 ve 12 haftalar sonunda ki kok gelisimine ait
degerlerin alinabilmesi i¢in hazirlandi. Bu durumda her iki ¢esitten 5 er adet birey ve
3 farkli derisimin haftalara gore 3 tekerriirlii oldugu diisiiniilerek, 90 adet yaklagik
ayni Olciilerde celik kullanildi. 600 ml’lik dereceli cam ortam igerisine, 500 ml lik
seviyeye kadar yerlestirilmis olan perlitli ortamdan, her birinin igerisine ayn1 gesitten
5 farkli birey gelecek ve 3 tekerriirlii olacak sekilde toplamda 18 cam ortam
hazirlandi. Daha Once yapilmis olan koklendirme c¢alismalarinda kok uyarict ve
kallus olusumunu tesvik edici oldugu belirlenen IBA (indole-3-butyric acid), kok
gelisimi calismalarinda otsu, yar1 odunsu veya odunsu govdelere sahip bitkilere gore
farkli derisimler de kullanildiginda optimum sonug¢ alindig1 belirlenmistir. Bitki otsu
govdeden, yar1 odunsu ve odunsu govdeye gelistikce koklenmede kullanilan kok
uyarict maddelerin derisimlerinin artirilmast gerektigi de yer almaktadir. Bu calisma
acisindan derisimler Vitis vinifera bitkisi agisindan degerlendirilerek ve derisim
artirtlma yoluyla, IBA yogunluklari tespit edildi. Bu derisimler sirasi ile, su (kontrol),

6000ppm ve 7500ppm olarak belirlendi.

IBA uygulamalari genel olarak koklendirme ¢alismalarinda “hizli daldirma metodu”
ile uygulanmaktadir. Bu metoda gore; calismada belirli dlciilere gore hazirlanan 90
adet celik, hazirlanan cam malzemede bulunan perlit ortamina alinmadan once,
45°°1ik aciyla boyutlandirilan boliimleri, oncelikle %95°lik etil alkolden gegirilerek,
kallus yapis1 ile baslayacak olan kok gelisim bolgesinin, IBA ile tepkimeye
girebilecek veya gelisimi olumsuz etkileyecek maddelerden uzaklagtirilmasi veya
etkisiz hale getirilmesi saglandi. Etil alkolden gegirilen celikler, 5 dakika siire ile oda

sicakliginda bekletilerek, alkoliin dokudan uzaklasmasi saglandi [68].
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Su (kontrol) ile birlikte 6000 ppm ve 7500 ppm derigimler de bulunan IBA ¢ozeltisi,
hizli daldirma metodunda kullanilmak {iizere, 90 adet celikten her birinin 45°’lik
actyla kesilmis alt kisminda bulunan ilk 3 c¢m lik boliimiine, 5 saniye siire ile hizh
daldirma metodu uygulandi. Bu uygulamanin ardindan zaman kayb1 olmadan ¢eligin
IBA’e maruz kalan bolimde ki, 5 cm lik kismi perlit igerisinde kalacak sekilde
yerlestirildi. En son c¢elik yerlestirildikten sonra cam ortamlara 150 ml su eklendi.
Ayrica bu uygulama sirasinda her cam ortamda ayni c¢esitten, ayr1 5 bireyin
bulunmasina dikkat edildi ve her 4 hafta sonrasi1 gelismelerin not edilmesi sirasinda
olusabilecek karisikliklart ve sikintilari 6nlemek igin, ¢eliklere numarali bantlar
takildi. Bu bantlar siras1 ile; Hasandede c¢esidi i¢cin H1,H2,H3,H4,H5 ve Kalecik
Karas1 ¢esidi icin K1,K2,K3,K4,K5’tir. Bu uygulama sonrasin da her 4 hafta
sonunda 1sitmali ortamdan ¢ikarilarak kok gelisimi gozlenecek ve tekrar i1sitmali
ortama konulmayacak olan 6 cam kap, Sekil 2.1.’de verilmistir. Bu sistemde 4, 8 ve
12 ci hafta sonrasi kontrollerinden dolayi, 3’er tekerriirlii olacagindan toplam 18 (3 x
6) cam kap, 1sitmali ve 12 saatlik periyotlar ile aydinlik-karanlik evre dontisiimlii
ortama, 24 Mart tarihinde, ayn1 anda yerlestirildi. Her haftanin sonunda isitmali
kapali ortam aydinlik evrede ve giindiiz saatlerinde 30 dakika havalandirilmis ve her
cam ortamdaki azalan su miktar: tekrar 150 ml ye tamamlandi. Boylece nem, ortam
sicakligl, 151k miktari, koklenme ortami gibi degerler sabit olarak kabul edildi.
Ortamda olusabilecek herhangi bir aksakliga kars1 tiim ortam goézetim altinda tutuldu.
Her 4 hafta sonunda ¢ikarilan 6 adet cam ortamda ki gesitlerin ve bireylerin kok
gelisimleri uzunluk, adet ve kok kalitesi notu seklinde rapor edildi. Rapor edilen
bireyler tekrar 1sitmali ortama alinmadan diger bireylerle uygulama, 8. hafta sonuna

ve son olarak 12. hafta sonuna kadar ayn1 sekilde stirdiiriildii.

Bireyler su hususlara gore rapor edildi;
Kok kalitesi notu, her ¢eligin sahip oldugu kok sistemi 0-4 arasinda degisen
degerlere sahip 5 ayr1 grup halinde rakamsal olarak degerlendirildi. Bu

degerlendirmede;
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0 = Koklenme olmadigini

1= Zay1f koklenme oldugunu (0-25 mm)

2= Orta diizeyde koklenme oldugunu (26-50 mm)
3= Koklenmenin i1yi oldugunu (51-75 mm)

4= Koklenmenin ¢ok iyi oldugunu belirtilmektedir. (>75 mm)

Ayrica; perlit igerisinden Ol¢iim amaciyla c¢ikartilan koklerden, perlit ortamina
takilarak, kok kisimlarinin bir boliimii perlit igerisinde kaldig goriildii. Cikartilirken
perlit iginde kalan makro boyuttaki kdk pargalari ¢ikartilarak rapor edildi. Ancak 1
cm boyutun altinda ki kdk parcalarinin tahmini say1 ve boyutlarin verileri rapora

dahil edildi.
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2.3. Bitkisel Dokudan DNA izolasyonu

Genetik calismalarin baslica 6gesi konumunda bulunan DNA (Deoksi Riboniikleik
Asit), calistigimiz tiir ve gesitlerden aliman dokulara uygulanan spesifik islemler
sonucunda elde edilen genetik materyalin kendisidir, bu ¢aligma igerisinde RAPD-
PCR metodunda kullanilmak iizere eldesi saglandi. Bu elde isleminde hedef olarak
belirlenen baslica unsur, izolasyon sonucu elimizde bulunan DNA yogunlugu ve
saflik derecesidir. Bu unsurlardan uzak olan DNA molekiilii ile yapilan ¢aligmalarin
sonra ki asamalarinda, sonu¢ elde edilememesi veya net sonuglarin ortaya
konulamamasi gibi durumlar s6z konusu olabilmektedir. Yani, “temel madde” olarak

gordiigiimiiz DNA c¢alismanin en 6nemli unsurudur.

DNA izolasyon islemlerinde kullanilmak iizere hazirlanan soliisyonlar, hangi
dokudan izolasyon yapilacagina gore degisken olup, ilgili izolasyon protokoliine
bagli kalinarak uygulanabilmektedir [58,75,76,77,78]. Ayrica, hazir olarak piyasadan
temin edilen c¢esitli markalarin spesifik dokulara uygun DNA izolasyon kitleriyle de
DNA elde islemine kolayca gidilebilir. Kit kullanimi olduk¢a pratik, zaman

agisindan hizli bir ¢6ziim oldugu ve genel olarak tercih edildigi bilinmektedir.

Yapilan bu c¢aligma da her iki yontemle de DNA izolasyonu gerceklestirildi.
Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinden 28’er birey uygulamaya tabi tutuldu.
Bitkisel doku olarak Vitis vinifera’nin yapraklar: kullanildi. Yapraklar her iki
izolasyon yonteminde de sivi azot kullamilarak izolasyon basamaklarinin ilk

asamasina hazir hale getirilmek i¢in havanda ezilmek suretiyle toz haline getirildi.

2.3.1. DNA izolasyon Kiti Kullanilarak DNA Elde Yéntemi

DNA izolasyonu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®) protokoliine bagli kalinarak
gerceklestirildi.
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2.3.2. Bitkisel Dokudan DNA Izolasyon Yontemi

Bitkilerde DNA izolasyonundan 6nce temin edilen dokunun korunmasi oldukca
onemlidir. Temin edilen bitkisel dokular izolasyon sirasina kadar soguk ve nemli
yerlerde saklanmalidirlar. Bitkisel dokularin dikkatli bir sekilde korunmasi izolasyon
sonrast elde edilen DNA’nin kalitesini olumlu sekilde etkilemektedir. Bitkilerden
DNA izolasyonu genel olarak asagida belirtilen prensiplere gore yapilmaktadir;
bitkisel hiicrelerini, hayvansal hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri bitki
hiicrelerinin seliilozdan yapili bir hiicre duvari igermesidir. Bitkilerdeki hiicre duvari,
bitkisel dokunun s1vi azot ya da kuru buz igerisinde dgiitiilmesi ile kirilir ve boylece
DNA hiicre igerisinde serbest kalir. Hiicre duvari kirildiktan sonra, CTAB (Cetyl
Trimethyl Ammonium Bromide), SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ve PVP
(Polyvinylpyrrolidone) gibi deterjanlar kullanilarak hiicre zar1 parcalanir. Homojen
hale getirilen bitki hiicresi icerisindeki DNA’ya bagli proteinler kloroform ya da
fenol karigimi eklenerek uzaklastirilir. RNA’y1 yikan RNaz enzimi kullanilarak
soliisyon igerisindeki RNA’lar uzaklastirilir. DNA’nin saf bir sekilde elde edilmesi
icin etil alkol ile bir ya da birka¢ defa yikama yapilir. DNA izolasyonu sirasinda
DNA’y1 parcalayan enzimler i¢in en uygun olan pH diizeyinden kac¢inilmalidir.
DNA’y1 parcalayan enzimler olan DNazlar pH 7,0 civarinda calisirlar (Dunham ve
Bryant 1983). Bu durumda bitki ekstraksiyon buffer1 pH 8,0 hatta pH 9,0 civarinda

olmalidir.

Bitki hiicreleri genelde ¢ok sayida ikincil bilesik igerirler, bunun sonucu olarak
belirli tiirlerde yiiksek diizeydeki ikincil bilesikler DNA’nin saflifin1 bozmaktadir.
Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in alternatif ekstraksiyon tamponlart kullanilir.
Teknik ve 6zel sorunlara ¢oziim getirmek amaciyla izolasyon tamponlar1 kullanilir

[79].

Izolasyonu gergeklestirilen DNA’larin safliklari ve miktarlarnin belirlenmesinde
spektrofotometrik yontemler kullanilir, DNA agaroz jelde kosularak standart
DNA’larla karsilagtirma yapilir veya son donemde siklikla kullanilan ve oldukga

hizl1 ve basit bir ¢6ziim olan Nano-drop cihaziyla direk olarak bu veriler saglanir.
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Caligmada kullanilan bitki ¢esitlerinden temin edilen tam biiyliklige gelmis taze

yapraklar saf su altinda yikanmis alimiinyum folyo ile sarilmistir ve ardindan

ornekler sivi azot igerisine batirildi. Her O6rnek havan igerisinde sivi azot ile

ogiitiilerek santrifiij tliplerine yerlestirildi [80].

1—

Toz haline gelmis yapraklar 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alind1 ve iizerine 750ul
CTAB’l1 mikroekstraksiyon tamponu ve 4 ul 2—merkaptoetanol eklendi. Ornek

ile tamponun iyice karigmasi saglandi.

Ornekler 65°C’deki su banyosunda yaklasik 45 dakika bekletildi. 15 dakikada

bir drnekler alt—iist edilerek tampon ile iyice karigmasi saglandi.

Sicak su banyosundan alinan ornekler oda sicakligina gelene kadar sogutuldu.
Uzerine 750 pl kloroform: izoamil alkol (24:1 oraninda) eklendi ve iyice

karigsmasi saglandi.

Ependorf tiipler i¢indeki 6rnekler 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan yeni bir ependorf tiipe alindi. Uzerine 750 pl etanol (% 100’liik,
soguk) ve 250 pl, 0,3 M sodyum-—asetat ¢ozeltisi eklendi. Bu asamada presipite
olan DNA, gozle goriilebilir hale gelir pipet ucuna sarilarak yeni bir ependorf
tiipe aktarildi. Alternatif olarak 10.000 rpm’de 30 sn kadar santrifiij edilerek
DNA ¢oktiiriildii ve alkoliin fazlas1 uzaklastirildi.

DNA 200 pl Tris-EDTA (TE) tamponunda ¢oziildii. Bu karisima 20 pl RNase
eklendi ve 37 °C’deki su banyosunda 3 saat bekletildi.

Ornek iizerine 250 ul fenol ve 250 ul kloroform eklendi. Birkac kez alt—iist
edilerek karistirildi ve 10.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

Yeni bir tiipe alinan siipernatanin {izerine 600 pl etanol (%100, soguk) eklendi

ve DNA’nin ¢okmesi saglandi.
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9— Ornek tiipleri 13.000 rpm’de kisa siire santrifiij edilerek, alkoliin fazlasi
uzaklagtirildu.

10— DNA pelletinin tizerine 400 pl soguk %70’lik etanol eklendi. 13.000 rpm’de

kisa siire santrifiij edilerek alkoliin fazlasi uzaklastirildi.

11- DNA 100 ul TE tamponunda ¢6ziildii.

12— DNA ornekleri kullanima kadar —20°C’de saklandi.

Kullanilan DNA izolasyon yontemi Hulbert ve Bennetzen (1991) 'den modifiye
edildi.

2XCTAB Mikroekstraksiyon Tamponu, pH 7.5 (100 ml)
0.025 M - EDTA

2.175 M - NaCl

0.1 M - Tris

%2 - CTAB

TE Tamponu (pH 7.5)
10 mM Tris—HCI
1 mM EDTA

2.3.3 Uygun Olgiilerdeki DNA’larin Secimi ve Saklanmasi

Elde edilen DNA’larin saflik dereceleri ve yogunluklar1 Nano-drop cihaziyla kontrol
edilerek, izolasyon sonucu DNA eldesi isleminden gecen en uygun yogunlukta ve
saflikta 25 birey i¢lerinden secilerek, bir sonra ki asama olan RAPD-PCR siirecine
alindi. Ayrica RAPD-PCR metodunda kullanilmak iizere elde edilen ve ardindan
uygun yogunluk ve saflik derecelerine sahip oldugu tespit edilen DNA ornekleri -20

°C soguk ortamda muhafaza edildi.
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2.4. RAPD-PCR Uygulamalar:

2.4.1. Primerlerin Secimi

Bu populasyonlardaki allellerin = sikliginin  tespitinde 6nceden kullanilmis
primerlerden optimizasyon asamasinda 11 tane primer denendi. Bu primerler; OPA-
01, OPA-05, OPA-18, OPB-03, OPB-07, OPD-15, 1F, 2F, 4F, F-05, F-06’dir. Ancak

Cizelge 2.1°de belirtilen iki adet primer disinda diger primerlerden sonug¢ alinamadi.

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan primerler.

Primer Dizileri

1. OPA-01 5’-CAG GCC CTT C-3°

2. 4F 5’-CAT CCC CCT G-3’

2.4.2. PCR Kosullar

PCR vyapay oligoniikleotitler kullanilarak in vitro ortamda hedef bdlgenin
cogaltilmasidir. Diger bir ifade ile DNA replikasyonunun in vitro ortamda

gerceklesmesidir [81].

Bir PCR i¢in asagidaki bilesenlere ihtiyag¢ vardir:
Kalip DNA: Genomik, plazmid, faj DNA’s1 ya da herhangi bir DNA parcasi

kullanilabilir.

Polimerazlar: dNTP kullanarak c¢alisilan hedef dizinin sentezini katalizlerler.
Cesitli tiirleri olsa da siklikla Thermus aquaticus’tan elde edilen taq polimerazlar

kullanilir.
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Primerler: Kalip DNA’nin sentezi i¢in baslangi¢c noktasini olusturan genellikle 18-

25 niikleotit uzunlugundaki yapay oligoniikleotitlerdir.

dNTP: Deoksiriboniikleozid trifosfat olarak isimlendirilen dNTP’ler (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) primerden sonra zincirin uzamast i¢in gereklidir.

Tamponlar ve MgCI2: Reaksiyon sirasinda enzimin aktivitesini arttirmak igin

kullanilir [82,83].

Bir PCR reaksiyonu bu bilesenlerin esliginde ii¢c basamakta gerceklesir:

1- Kalip DNA vyiiksek sicaklikta denatiire olarak zincirler birbirinden ayrilir
(ayrilma=denatiirasyon).

2- Primerler denatiire olmus zincirlere baglanir (baglanma=annealling).

3- Primerlerin baglanmasindan itibaren polimeraz enziminin de aktivesi ile

DNA sentezi gerceklesir (uzama=extention).
PCR kosullarinin optimizasyonu i¢in Onceden PCR ydntemi ile
yapilan g¢alismalar incelendi ve en iyi sonuglarin alinmis oldugu

calismalardan yararlanilarak optimizasyon gerceklestirildi.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan reaktiflerin miktarlar

Kullanilan Reaktifler Miktarlar1

1. Primer 2.Primer
5X Green Tag buffer (PROMEGA®): 4 uL 4 uL
MgCI2 ¢ozeltisi 25 mM (PROMEGA®): 1.2 uL 1.2 uL
dNTP 10 mM c¢ozeltisi (Sibenyzim) 0.25 pL 0.25 uL
Primerler (RAPD primers) forward 1 uL 1 ul
Tag Polimeraz Enzimi (PROMEGA®): 0.1 uL 0.1 uL
DNA 1 uL 1 uL
dH20 12.45 uL 12.45 uL
TOPLAM 20 uL 20 uL
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PCR i¢cin DNA disindaki tiim bilesenler 0,5 mL’lik ependorf tiiplere hazirlandi ve
onceden DNA’lar1 konulmus olan 0,2 mL'lik ependorf tiiplere toplam hacim 20 pL
olacak sekilde dagitildi. Sonra vurularak karistirilan tiipler i¢inde hava kabarcigi
kalmamasma 0Ozen gosterildi ve PCR cihazina yerlestirildi. PCR cihazina
yerlestirilen DNA ipliklerinin birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) icin 94 °C,
primerlerin DNA zincirinde uygun bolgelere baglanmasi (annealing) igin 35 °C,
zincirin uzamasi (extention) igin 72 °C sicaklik uygulanmaktadir. Bu ii¢ asama bir

dongli adin1 almaktadir. Calismamizda 35 dongli uygulandi ve sentez igleminin

tamamlanabilmesi i¢in 72 °C de 10 dakika bekletildi [84].

Calismada kullanilan 1. ve 2. primer i¢in en uygun olan PCR kosullar1 su sekilde

belirlendi:
Baslangi¢ Denatiirasyonu — 94 °C de 5 dk
Ayrilma (Denatiirasyon) — 94 °C de 30 sn

Primer baglanmasi (4nnealing) — 35 °C de 1 dk > 35 dongi

Uzama (Extention) — 72 °C de 2 dk

Son uzama (Final Extention) — 72 °C de 10 dk

2.5. Elektroforez Teknigi

Calismada jel yogunlugu, elektrik akimi ve jelde yliriitme siiresi i¢in en uygun
degerler deneme-yanilma yontemi ile belirlendi. Elektrolit ¢ozeltisi olarak TBE
(Tris-Borat-EDTA) kullanildi. Cozelti 10 misli konsantre olarak hazirland1 (54 g
Tris, 27.5 g Borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA). Bu stok ¢ozelti 10 misli distile su ile

sulandirilarak elektrolit ¢ozelti olarak kullanildi.
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2.5.1. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Calismamizda %]1.7 lik agaroz jel kullanildi. Agaroz jel hazirlanirken 1X TBE
tamponundan 180 mL alindi ve igerisine 3.060 gr agaroz eklerek karisim
berraklasana kadar kaynatildi. Karisim 50-60 dereceye kadar sogudugunda
icerisine 0,5 pg/mL etidyum bromiir eklenip karistirildi. DNA molekiiliinii boyamak
icin kullanilan etidyum bromid mutajenik bir etkiye sahiptir. Bu yiizden ¢alismada
kullanilan jeller ve etidyum ile kirlenen diger katt maddeler tibbi atik olarak

saklandi.

2.5.2. Agaroz Jelin Dékiilmesi ve Orneklerin Yiiklenmesi

50-60 °C sicakliktaki jel, taraklari takilmis olan jel tepsisine dokiildii ve igerisinde
hava kabarcig1 kalmamasina 6zen gosterildi. Taraklar yerlestirildi ve kuyucuklarin
olugmasi saglandi. Jel donduktan sonra taraklar ¢ikarildi ve jel igerisinde 1X TBE
yiirlitme tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Soguyarak katilagsmis
olan jel lizerine st kismimi tamamen oOrtecek kadar 1X TBE dokiildi. PCR
triiniinden yaklasik 10pL alindi ve jel {izerinde olusan kuyucuklara yiiklendi.
Ciplak gozle goriilebilen 5X Green Taq Buffer da bulunan ve UV altinda 1s1ma
yapan boya, elektroforez sirasinda DNA bantlarmin  yaklasik  konumunu

gostermektedir. Uriinleri kontrol etmek igin 100 bg lik, 5 pL marker yiiklendi [85].
2.5.3. Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

Ornekler en iyi sonucun alidig: 110 voltta 45 dk yiiriitiildii.

2.6. Verilerin Gozlemlenmesi ve Kaydedilmesi

Yiriitilen o©rnekler SYNGENE (Gene Genius Bio Imaging
System) marka UV cihazi1 sehpasina alinarak gozlemlendi. Jel

goriintiileme sistemi ile elde edilen bant goriintiileri bilgisayara aktarilarak

yorumland1 ve siyah beyaz fotograflandu.
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2.7. Verilerin Istatistiksel Analizi
2.7.1. Koklendirme Verilerinin Istatistiksel Analizi

IBA in, baz1 Vitis vinifera gesitlerinde koklenme basarisi iizerine etkisini gérmek
lizere, uyguladigimiz yontemler sonucu elde edilen verilerin istatistiksel agidan
degerlendirilmesi i¢in SPSS paket program dahilinde; Derisimler (kontrol, 6000ppm,
7500ppm), haftalar (4. ,8. ve 12. hafta sonlar1 elde edilen gelisim degerleri), cesitler
(Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esidi) ve bireyler arasinda ki karsilagtirmali
analizlerin her biri i¢in, Friedmann, Wilcoxon isaret testi ve Kruskall- Wallis testi

uygulanmstir.
2.7.2. RAPD-PCR Verilerinin istatistiksel Analizi

Goriintiilenen agaroz jellerdeki PCR iiriinlerine bakilarak, monomorfik ve polimorfik
bantlar tespit edildi. iki farkli iiziim ¢esidine ait populasyondan elde edilen DNA
ornekleri, 2 primer ile tarandi. Veriler POPGENE software (POPGENE Version 1.31
Microsoft Window-based Freeware for Population Genetic Analysis) istatistik paket

programi kullanilarak degerlendirildi.
2.7.2.1. Allel Frekanslar:

Diploid populasyonlar i¢in allel frekanslar1 agagidaki formiil ile hesaplandi;
Her bir RAPD allelinin frekansi = X;= ), %

N; verilen populasyondaki birey sayisi
N;i; belirli RAPD bantlarinin bulundugu diploid 6rneklerdir [86].

2.7.2.2. Genetik Varyasyonlarin ol¢iilmesi

Populasyondaki parametreler degisik parametreler ile dlctilebilir [86].

42



2.7.2.2.1. Lokuslarin Yiizdesi

Bir lokus dikkate alindiginda en yaygin allelin populasyonda ki oran1 %95’in (ya da
%99) altindaysa, bu lokus polimorfik olarak degerlendirilir [87]. Bu ¢aligmada
polimorfik lokus i¢im 0.99 degeri esas alindi. Eger ¢alismada yeterli sayida 6rnek ve
yeterli lokus varsa genetik varyasyon, polimorfik lokus ve her lokusta ortalama
heterozigotluk ile olciilebilir. Polimorfik lokuslarin yiizdesi asagidaki formiil ile

hesaplanabilir [86];

P=ny/r
P; polimorfik lokuslarin yiizdesi
Np; polimorfik lokuslarin sayisi
r; toplam lokus sayisi
2.7.2.2.2. Heterozigotluk
Gen frekans1 g6z Oniinde bulunduruldugunda genetik varyasyon, ortalama
heterozigotluk veya gen cesitliligi ile Olgiilebilir. Eger populasyon rastgele
ciftlesiyorsa ve 1i’ninci allelin populasyondaki siklig1 X; ise beklenen heterozigotluk
asagidaki gibi hesaplanabilir [86].

h=1-21X3

Bir lokustaki heterozigotluk tahmini h =2n (1- ¥ 1 Xiz) ile yapilabilir [86].
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2.7.2.2.3. Allellerin Sayis1

Genetik c¢esitliligin tahmin edilebilmesi i¢in lokustaki allellerin sayisindan (n,)

yararlanilabilir. Ancak bu degerler 6rnek sayisina bagli olarak degisebilir.

Ortalama (n,) = Y 1 ny

n,; allellerin sayisi

n,i; 1’ninci lokustaki allellerin sayis1 [86]

2.7.2.2.4. Bir lokustaki Allellerin Etkili Sayis1

Allel sayis1 ortalama olarak zararli genler hakkinda fikir verebilir, allel sayisi ne
kadar az ise genetik varyasyon o kadar kiiciik demektir. Etkili allel sayis1 asagidaki
gibi hesaplanabilir (86);

n.=1/Y X’

n, : allellerin etkili sayis1

Xj: 1’ninct allelin siklig1

2.7.2.2.5. Shannon’un Bilgi Endeksi

Shannon’un bilgi igerigi her populasyonda RAPD bantlarinin sikligr ile
hesaplanmaistir [86].

Ho = pill’lpi

Hp : Shannon’un bilgi igerigi

P;i : RAPD bantinin siklig1
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2.7.2.3. Alt Populasyonlarin Gen Farkhiliklarimin Analizi

Populasyonlar arasinda ve populasyon i¢inde gen farkliliklarinin bilinmesi
gerekmektedir. Bir alt populasyona ait gen kimligi (1-gen farkliligi) asagidaki
formiille hesaplanabilir [86];

=Y X’
Jx : gen kimligi
Xyi : k’nincer alt populasyonun i’ninci allellinin siklig1

Bir alt populasyonda bir bireyin beklenen heterozigotlugu Hy’dir. Bu asagidaki
formiille hesaplanabilir [86];

HSZZthj/S

h; : j’ninci alt populasyonda beklenen heterozigotluk

s : alt populasyon sayis1
Tiim populasyonlarda gen kimligi ; J, =Y. X ile hesaplanabilir [86].

Jx : gen kimligi

X : allellerin ortalama sayis1

Alt populasyonlarda bireylerin beklenen heterozigotluk H; ile gosterilir ve

H,=Y h;/s ile hesaplanir [86].

H;: j’ninci alt populasyonda beklenen heterozigotluk

s : alt populasyonlarin sayi1s1
Toplam populasyonlardaki gen kimligi Jr =Y X;* ile hesaplanabilir [86].

Jr: gen kimligi

X : ortalama allel sayis1
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Toplam populasyonda bireylerin beklenen heterozigotluk, Hr = 1- ¥ X’ ile
hesaplanabilir [86].

Hr : toplam populasyonda bireylerin beklenen heterozigotluk durumu

Xia : tim alt populasyonlarda ortalama i’ninci allelin siklig
Toplam populasyonda gen ¢esitliligi Hr = 1- Jy’dir [86].
Ht= Hgs- Dgt Dgr : alt populasyonlar arasinda ortalama gen ¢esitliligi
Alt populasyonlard arasinda ki gen farklilagsmasinin goéreceli biiyiikliigii Gsr olarak

adlandirilir ve Ggr = Dgt / Hr esitligi ile bulunabilir [86].

Dgr : alt populasyonlar arasinda ortalama gen gesitliligi

Hr . toplam populasyonda ki gen cesitliligidir.

Alt populasyonlar arasinda ortalama minimum genetik mesafe Dy, ile ifade edilir

[86].
D, =sDst/ (s - 1) esitligi ile hesaplanabilir.

S : alt populasyon sayis1
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3. SONUC VE TARTISMA

3.1. IBA’in Koklenme Basaris1 Uzerine Etkisi

IBA uygulamasi sonucu 3 tekrarli cam ortamlar 4. , 8. ve 12. hafta sonlarinda siras1

ile disar1 alinarak, ortalama kok adedi, kok uzunlugu ve kok kalitesi notu belirlendi.

Kok kalitesi notu her bir bireyin, her kontrol sonu ve her derisim i¢in rapor edilen en

kisa kok ile en uzun kdk boyutunun ortalamasi alinarak yapilmistir. Bu degerler bir

tablo haline getirilerek Cizelge 3.1. , Cizelge 3.2. ve Cizelge 3.3. verilmistir. Ayrica

her bireyin kok uzunlugu ve bitkisel gelisimi de fotograflanarak takip edildi ( Sekil

3.1., Sekil 3.2.).

Cizelge 3.1. 4. Hafta sonunda yapilan kontrollerde, Hasandede ve Kalecik Karasi
cesitlerinin kok gelisim degerleri
HASANDEDE UzOMU ( Vitis vinifera ) KALECIK KARASI ( Vitis vinifera )
4.Hafta Sonu suU 6000 ppm 7500 ppm su 6000 ppm 7500 ppm
10-12 adetkék | 12-14 adet kok 14-16 adet kok Kélklenme 1-2 adet kok 4-6 adet kok
1. Nolu Birey 0.5-2cm 1-3cm 1-4cm gozlenmedi. 0.1-0,5 cm 0.5-1cm
o)) @ @ (U] @ @
8-10 adet kek 8-10 adet kek 10-12 adet kék Kolklenme 4-6 adet kok 6-8 adet kolk
2. Nolu Birey 0.1-0.3 cm 0.5-3 cm 1-3cm gozlenmedi. 0,1-0.5 cm 0,5-2 cm
@ @ @ U} 1)) 1}
. Kéldenme 8-10 adet kok 10-12 adet kak Keéldenme 2-4adetkok | 4-6 adet kak
3. Nolu Birey sodlenmed 0.5-1cm 0.5-2cm gozlenmedi. 0.5-1cm 0.5-1cm
() @ @ (U} (Y] 1))
: Kélkdenme 14-16 adet kok 14-16 adet kék Kéklenme 4-6adetkok | 8-10 adet kak
4. Nolu Birey gozlenmedi. 0.5-2 cm 1-4em gozlenmedi. 0.1-0.5 cm 356 e
(1)) @) @ (U] 1] @
210 adet kok 10-12 adet kak 12-14 adet kak 6-8 adet kik 8-10 adet kok 8-10 adet kék
5. Nolu Birey 0,1-0.5 cm 2-5em 2-6 cm 0.5-1cm 0,1-1.5cm 1-4cm
1) @ @ @ @ @
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cesitlerinin kok gelisim degerleri

Cizelge 3.2. 8. Hafta sonunda yapilan kontrollerde, Hasandede ve Kalecik Karasi

HASANDEDE UzOM ( vitis vinifera )

KALECIK KARASI ( Vitis vinifera )

8. Hafta Sonu suU 6000 ppm 7500 ppm SuU 6000 ppm 7500 ppm
12-14 adet kok 14-16 adet kok 18-20 adet kk 2-4 adet kok 3-4adetksk | 8-10 adet kek
1. Nolu Birey 1-35cm 1-6 cm 2-8cm 05-2cm 1-4 em 3-5em
@ @ @ @ @ (0]
12-14 adet kik 12-14 adet kak 14-16 adet kdk 4-6 adet kok 8-10 adet kék | 12-14 adet kok
2. Nolu Birey 0.1-0.5 cm 1-5cm 3-7em 05-1cm 0.5-1cm 1-3cm
1 @ ) 0] a 0]
3. Nolu Birey 6-8 adet kdk 10-12 adet kok 12-14 adet kok 1-2 adet kok 2-4 adet kok 6.8 adet kok
0.5-15 cm 1-3cm 1-7 em 0.1-05cm 0.5-15em 053 cm
@ @ @ 1) 1) o
] 12-14 adet kok 14-16 adetksk | 16-18 adetkok | 10-12adetkék | 10-12 adetkok |16-18 adet kok
ol 1-5em 1-2cm 3-7em 0.1-0.5 cm 05-1cm 37.cm
@ 0] @ @ a @
10-12 adet kok 14-16 adet kok 16-18 adet kok 8-10 adet kak 10-12 adet kok | 18-20 adet kok
5. Nolu Birey 3-Tem 3-9cm 4-10 em 2-6cm 1-5cm 3-7cm
@ @) @ @ ® @

cesitlerinin kok gelisim degerleri

Cizelge 3.3. 12. Hafta sonunda yapilan kontrollerde, Hasandede ve Kalecik Karasi

HASANDEDE UzUMU ( Vitis vinifera )

KALECIK KARASI [ Vitis vinifera )

12. Hafta Sonu

suU

6000 ppm

7500 ppm

Su

6000 ppm

7500 ppm

16-18 adet kok

18-20 adet kok

22-24 adet kok

2-4 adet kok

8-10 adet kek

10-12 adet kék

1. Nolu Birey 3-7cm 4-8 cm 4-10 em 1-3em 2-25cm 1-4em
@ &)] €)] Q) @ @
12-14 adet kok 12-14 adet kok 18-20 adet kok 7-9 adet kok 12-14 adet kék | 14-16 adet kék
2. Nolu Birey 1-3cm 2-5cm 1-9cm 0.5-2cm 2-10 cm 2-12em
D @ @ )] 3 @)
) 8-10 adet kok 14-16 adet kok 18-20 adet kik 7-9 adet ksk 24-26 adet kok | 28-30 adet kok
3. Nolu Birey 03-3cm 1-7em 3-9cm 48cm 2-12em 414 cm
@ @ 3 3 k)] ()
18-20 adet kok 18-20 adetkok | 22-24 adetkok 10 adet kok 12-14 adet kok | 20-22 adet kek
4. Nolu Birey 1-3em 2-6cm 6-10 cm 0.5-6cm 3-5cm 3-7cm
) ) @ o) ) 0
10-12 adet kék 18-20 adetksk | 20-22 adet kdk 12 adet kok 16-18 adet kdk | 22-24 adet kok
5. Nolu Birey L e 3-9em 4-10 cm 2-6cm 5-13cm 6-14 cm
@ 3 &)] @ @ @
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Su

4. Hafta
6000ppm

7500ppm

N

Su

8. Hafta
6000ppm

7500ppm

Y4

2.birey
4

Su

12. Hafta
6000ppm

7500ppm

\

Sekil 3.1. Hasandede cesidinin tiim haftalar sonucunda ki genel gelisim goriintiisii
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2.birey

Su

4. Hafta
6000ppm

7500ppm

N

Su

8. Hafta
6000ppm

7500ppm

Y4

Su

12. Hafta
6000ppm
A

7500ppm
A

N -

Sekil 3.2. Kalecik Karasi ¢esidinin tiim haftalar sonucunda ki genel gelisim

goruntisi



Elde edilen verilerin istatistiksel analizi dogrultusunda ortaya ¢ikan karsilastirmali
tablolar, olusturuldu (Cizelge 3.4., Cizelge 3.5., Cizelge 3.6., Cizelge 3.7., Cizelge
3.8., Cizelge 3.9.). Bu cizelgelerde bulunan genel basliklardan Ul’de; cesitlere ait
bireylerin ortalama kok uzunlugu, Al’de ise; cesitlere ait bireylerin ortalama kok
adedi alindi. Yapilan analiz sonuglarint ve Hasandede-Kalecik Karasi arasinda ki,
derisimleride baz alarak, haftalara gore farkliligin anlamli olup olmadiginin ifadesi
olan p degerleri tespit edildi. p<0,05 standardina gore degerlendirmesi yapildi. Bu
degerlendirmeye gore istatistiksel olarak; p<0,05 oldugunda bireylerin degerleri
acisindan “anlamli fark oldugu” durumundan, diger durumlarda ise bireylerin
degerleri agisindan “anlamli fark olmadigindan” bahsedilebilmektedir. Tablolar da

ayrica, fark olmayan durumlar ayni harf kullanilirken, fark olan durumlar ise farkl

harf ile ifade edildi.

U1: Tablolar

Cizelge 3.4. 4. Hafta kok uzunluguna ait gelisim tablolar

Cesitler Su 6000 ppm | 7500 ppm
Hasandede 0,35 (a) 1,85 (b) 2,45 (¢)
Kalecik Karas1 |0,15 (a) 0,49 (¢) 1,95 (¢)

Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinin farkli IBA derisimleri uygulanan 4.hafta
sonunda, kok uzunlugundaki gelisime yonelik yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucu, p degerine bagli olarak yapilan karsilastirmada; su (kontrol) ve 7500ppm
IBA derisimin de ki gelisim agisindan, g¢esitler arasinda fark olmadig1 gozlenirken,

6000ppm IBA derisimin de farkli yonde gelisim gosterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 3.5. 8. Hafta kok uzunluguna ait gelisim tablolar

Cesitler Su 6000 ppm | 7500 ppm
Hasandede 2,31 (a) 3,2 (a) 5,2 (b)
Kalecik Karasi 1,32 (a) 1,6 (a) 3,55 (b)

Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinin farkli IBA derisimleri uygulanan 8. hafta
sonunda, kok uzunlugundaki gelisime yonelik yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucu, p degerine bagl olarak yapilan karsilastirmada; her iki c¢esidinde gelisim
olarak benzerlikler gosterdigi ve gelisimin tiim haftalarda benzer oranlarda oldugu
gbzlendi. Ayrica gelisim agisindan Su (kontrol) ve 6000ppm IBA ¢ozeltisinde ki
gelisim acisindan fark bulunmazken, 6000ppm ve 7500ppm IBA ¢ozeltisi arasinda

gelisim agisindan fark oldugu goriilmektedir.

Cizelge 3.6. 12. Hafta kok uzunluguna ait gelisim tablolar1

Cesitler Su 6000 ppm |7500 ppm
Hasandede 3,15 (a) 4,7 (b) 6,6 (c)
Kalecik Karas1 |3,3 (a) 5,65 (b) 6,7 (c)

Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinin farkli IBA derisimleri uygulanan 12. hafta
sonunda, kok uzunlugundaki gelisime yonelik yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucu, p degerine bagli olarak yapilan karsilagtirmada; her iki ¢esidinde gelisim
olarak her derisimde benzer gelisim oranina sahip oldugu goriilmektedir. Her iki
cesitte de derisimin artmast kok gelisimini pozitif yonde etkilemistir. Bu durum her

derisimde gelisimi, oranlarina bagli olarak farkli harflerle ifade edildi.
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A1l: Tablolar

Cizelge 3.7. 4. Hafta kok adedine ait gelisim tablolar1

Cesitler Su 6000 ppm 7500 ppm
Hasandede 5,8 (a) 11,4(a) 13,0(b)
Kalecik Karasi 1,4(a) 4,8(c) 7,0(c)

Hasandede ve Kalecik Karasi cesitlerinde, farkli IBA derisim uygulamalarinin
4.hafta sonunda kok adedi verilerinin istatistiksel degerlendirme sonucu, p degerine
bagli olarak yapilan karsilagtirmada; iki ¢esit arasinda su grubunda benzer oranda
gelisim gozlenirken, 6000ppm ve 7500ppm’lik IBA derisimlerinde farkli oranlarda
gelisim gozlendi. Hasandede ¢esidinde, su ve 6000ppm IBA derisimin de gelisim
acisindan farklilik bulunmazken, 6000ppm ve 7500ppm IBA derisimler de fark
oldugu kaydedilmistir. Kalecik karasi ¢esidinde ise; su ve 6000ppm IBA derisim de
fark oldugu ancak 6000ppm ve 7500ppm arasindaki gelisim oraninda fark olmadigi

goriilmemektedir.

Cizelge 3.8. 8. Hafta kok adedine ait gelisim tablolar

Cesitler Su 6000 ppm 7500 ppm
Hasandede 11,4 (a) 13,8 (a) 16,2 (b)
Kalecik Karasi 6,0 (c) 7,6(c) 13,0 (b)

Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinin farkli IBA derisim uygulamalarinin 8.hafta
sonunda, kok adedi ile ilgili istatistiksel degerlendirme sonucu, p degerine bagl
olarak yapilan karsilastirmada; su ve 6000ppm IBA derisiminde, farklilik oldugu
gozlendi. 7500ppm IBA derisim de ise; her ili ¢esitte benzer gelisim gosterdi.
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Cizelge 3.9. 12. Hafta kok adedine ait gelisim tablolari

Cesitler Su 6000 ppm 7500 ppm
Hasandede 13,8 (a) 17,0 (a) 21 (b)
Kalecik Karasi 8,2 (¢) 15,4 (a) 19,8 (b)

Hasandede ve Kalecik Karasi gesitlerinin farkli IBA derisimler de uygulanan 12.
hafta sonunda, kok adedinde ki gelisime yonelik yapilan istatistiksel degerlendirme
sonucu, p degerine bagli olarak yapilan karsilastirmada; Cesitler arasinda suda ki
gelisim farkli oranlarda iken 6000ppm ve 7500ppm IBA derisimler de gelisim
oranlarinda fark olmadigi goriilmektedir. Hasandede c¢esidi igerisinde ki gelisim
yalnizca 6000ppm ve 7500ppm IBA derisimleri arasinda fark gostermekte iken,

Kalecik Karasi ¢esidi icerisinde ki gelisim her {i¢ derisimde de farkli oranlardadir.

H.Zenginbal ve arkadaglarinin 2006 yilinda yaptig1 ¢alismada, Hayward ve Matua
kivi (Actinidia deliciosa, A. Chev.) odun ¢elikleri, 1 Ocak’ta alinmistir. Celikler 3 ay
siireyle soguk hava deposunda +4 °C’de muhafaza edilmistir. Depodan c¢ikarilan
celiklere IBA’nin 0, 50, 100, 150, 2000, 4000, 6000 ppm dozlar1 uygulanmistir.
Celikler, alttan 1sitma ve mistleme {nitesine sahip 1sitmasiz cam serada perlit
ortaminda 90 giin koklenmeye alinmistir. Calismada koklenme orani, canli celik
orani, kok sayisi ile kok kalitesi belirlenmistir. Arastirma sonucunda en 1yi sonuglar,

celiklere 6000 ppm IBA uygulamasindan elde edilmistir [69].

V.Erdogan ve A. Aygiin’iin 2007 yilinda yaptig1 ¢alismada, kara dut yesil ¢eliklerin
koklenmesi iizerine IBA’nin etkisi incelenmistir. Celikler Temmuz ay1 ortasinda
alimmis ve IBA’nin farkli dozlar1 uygulanmistir. Serada sisleme iinitesinde perlite
dikilen celikler 60 giin siire ile koklenmeye birakilmistir. IBA uygulamalari
koklenmeyi ortalama %14.2 arttirmistir. Kontrol celiklerinde koklenme % 42.5
olurken 4000ppm, 6000ppm ve 8000ppm dozlarinda sirasiyla %57.5, %60 ve %52.5
koklenme elde edilmistir. Ortalama kok sayisi, uzunlugu, kuru agirligi ve koklenme

derecesi gibi kalite kriterleri en yiiksek 8000ppm uygulamasinda olmugstur [66].
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D.Soyler ve N.Arslan, 2000 yilinda yaptigi calismada, koklendirmede kullanilan
farkli hormonlarin farklt donemlerde elde edilen sonuglarinda Nisan ve Mayis
aylarinda koklendirmeye alman Capparis spinosa L. Celiklerinden, hizli daldirma
metodu ile uygulanan 500ppm NAA %28, 250ppm IBA ise %29 oraninda kok
gelisimi gozlenmistir [67].

K.Yi1ldiz ve arkadaglar1 2009 yilinda yapilan ¢alismada, kara duttan (Morus nigra L)
alian odun, yar1 odun ve yesil celiklerin kdoklenme durumu incelenmistir. Kontrol
grubu yaninda, odun ve yar1 odun geliklerinde 6000 ve 7500 ppm, yesil ¢eliklerde ise
4000 ve 6000 ppm indol biitirik asit (IBA) uygulamalari yapilmistir. Odun
celiklerinde, kontrol grubunda %9.5 oraninda kdklenme olurken, 6000 ppm IBA
uygulamasindan %24 oraninda koklenme elde edilmistir. 7500 ppm IBA uygulanan
odun c¢eliklerinin hi¢ biri koklenmemistir. Yart odun ¢eliklerinde, kontrol
uygulamasindan %13.33 oraninda bir kdklenme elde edilirken bu oran 6000 ve 7500
ppm IBA uygulanan celiklerde sirastyla %60.00 ve %76.67 olarak gergeklesmistir.
Yesil celiklerde ise hormon uygulamasi yapilmayan kontrol ¢eliklerin %251
koklenirken, 6000 ve 7500 ppm IBA uygulanan celiklerin sirasiyla %55.9 ve %68.5°1
koklenmistir. Celik basina kok sayisi, odun geliklerinde hem kontrol hem de hormon
uygulamasinda diisiik bulunmustur. Yar1 odun ¢eliklerinde kok sayist kontrolde 1.0
iken, 7500 ppm IBA uygulanan ¢eliklerde 5.07°ye ulagsmistir. Yesil celiklerde ise
kontrol grubunda kok sayist 4.38 olarak belirlenirken, bu deger 6000 ppm IBA
uygulananlarda 10.33, 7500 IBA uygulananlarda ise 11.34 olarak tespit edilmistir
[71].

U.Sirin ve F.E. Tekintag, 2004 yilinda yaptig1 ¢alismada, Uniperus oxycedrus subsp.
Macrocarpa  ¢elikleri {izerinde, koklenmenin seyrini incelemek amaci ile perlit
ortamina dikilen ¢eliklerden 4., 8., 12. ve 16. haftalarda alinan Ornekler iizerinde
incelemeler yapilmis ve Sonbahar doneminde dikilen celiklerde adventif kok
olusumuna iligkin herhangi bir hiicre farklilasmasi1 ve kok primordiasi olusumu
goriilmezken, ¢elik tabaninda yogun bir kallus dokusu gelisimi oldugu saptanmustir.
[Ikbahar déneminde ise bilezik alma uygulamasi yapilan geliklerde dikimden itibaren
4. haftada ve 16. haftada alinan Orneklerde, kok primordiyumu gelisimi oldugu

goriilmistiir. Adventif kok hiicrelerinin ilk ¢ikisinin kambiyumun hemen dis
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tarafindan ve floem dokusu i¢inden yogun bir hiicre farklilasmasi seklinde gelistigi
belirlenmistir. Ayrica sklerankimatik halklarin bu tlire 6zgii olarak oldukca fazla

sayida oldugu belirlenmistir [72].

Bu ¢alismada; Onceki benzer calismalardan baz alinan ortam kosullari, ¢eliklerin
alinma ve yerlestirilme siirecleri, uygulanan doz ve hormon sec¢imi gibi hususlar ile
birlikte metod olarakta hizli daldirma metodu kullanildi. Benzer ¢alismalardan baz
alimarak uygulanan yontemin sonuglarida karsilastima yapilabilmesi agisindan
uygunluk saglayacag diisiiniildii. IBA uygulamasinin kok gelisimi konusunda pozitif
yonde etki ettigi, kok kalitesi notu, kok adedi ve kok uzunlugu gibi degerler baz
alindiginda haftalara baglh olarak kok gelisimini olumlu yonde etkiledigi ve benzer
caligmalarla parallelik gosterdigi belirlendi. Friedmann, Wilcoxon ve Kruskall-
Wallis testlerinden yararlanilarak, ortalama kok uzunlugu i¢in, p degerine bagh
olarak yapilan analiz ve karsilagtirmalar sonucunda, Hasandede ve Kalecik Karasi
cesitleri arasinda ki, IBA yogunluguna bagl degisen kok gelisiminde anlamli fark
oldugu goriildi. Haftalar arasinda ve IBA derisimleri arasinda ki ikili
degerlendirmelerde bazi1 derisim veya haftalarda, p degerine bagli olarak farkliligin
olmadig1 yoniinde sayisal degerlere ulasilmis olsa bile bu durum genel olarak ele
alindiginda gelisimin biitiin ortak sartlara ragmen Hasandede ve Kalecik Karasi
cesitleri arasinda farkli oranlarda oldugunu ve iki ¢esit arasinda, IBA uygulamasinda
verilen farkli tepkiler ile bu ¢esitler arasinda ki farki ortaya koymada yardimci
olabileceginden soz edilebilir. Hasandede c¢esidinde haftalara bagli olarak 6000ppm
degerinde IBA uygulanan celiklerde optimum gelisim gozlenirken, derisimin artmasi
ile gelisimin ayni hizla artmadig1 ortalama sayisal degerlerde gozlenmektedir. Ayn
durum Kalecik Karasi g¢esidine ait bireylerde 7500ppm degerine yaklagildiginda
goriilmekle birlikte kok gelisimi bakimindan daha yiiksek dozda IBA uygulandiginda
gelisim hizinin arttigi goriildii. Yani Kalecik Karasi ¢esidinde yiliksek oranda kok
gelisimi gozlemlemek i¢in Hasandede ¢esidine oranla daha yiliksek dozda IBA
uygulanmasi gerektiginden sozedilebilir. Ayrica ¢alismanin daha fazla Vitis ¢esidi,
farkli donemlerde alinan c¢elikler ve farkli IBA konsantrasyonlariyla fazla sayida
deneme yapilmasi, daha genel bakis agisiyla elde edilen degerlerin, benzer sonuglar
isaret edip etmeyeceginin anlasilabilmesi, ¢esitler arasinda ki gelisimin ortaya

konulmasi yoniinden yararli olacaktir.
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3.2. Cesitlere Uygulanan RAPD-PCR ve Elektroforez Metodu Sonrasi Elde
Edilen Bulgular

Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinde, RAPD-PCR metodu kullanilarak OPA-01
ve 4F primerleri ile taranmasi sonucu elde edilen elektroforez jel goriintiileri Sekil

3.4., Sekil 3.5., Sekil 3.6., Sekil 3.7.’de verildi.

Sekil 3.3. Hasandede c¢esidinde OPA-01 primeri ile elde edilen RAPD bantlar

Sekil 3.4. Kalecik Karasi ¢esidinde OPA-01 primeri ile elde edilen RAPD bantlar1
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Sekil 3.5. Hasandede ¢esidinde 4F primeri ile elde edilen RAPD bantlar1

Sekil 3.6. Kalecik Karasi ¢esidinde 4F Primeri ile elde edilen RAPD bantlar1

Irk i¢i ve wrklar aras1 polimorfizmi belirlemek ic¢in yapilan molekiiler genetik
analiz sonucunda elde edilen RAPD bantlart var “1” ve yok “0” seklinde
degerlendirildi. Elde edilen verilere gore olusturulan veri matrisi ek olarak tezin

son kisminda verildi.
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3.2.1. Degerlendirilen RAPD Primerleri

Hasandede ve Kalecik karasi irklar1 OPA-01 ve 4F olmak tizere iki RAPD primeri ile
degerlendirildi. G6zlenen RAPD bantlarinin biiyiikliikklerine ait deger araliklar1 (bg)
cizelge 3.10’de verildi.

Cizelge 3.10. Degerlendirmeye alinan 2 primerin tim g¢esitler ve bireylerde

olusturduklar1 RAPD bantlarinin biiytikliiklerinin yaklasik degerleri

Primerin Ad1 Gozlenen Bantlarin Yaklasik Bityiikliikleri (bp)

OPA-01 300-500

4F 300-475

3.2.2. Populasyonun Genetik Yapisi

Bu calismada Hasandede ve Kalecik karasi irklaria ait bireylerin OPA-01 ve 4F
primerleri ile taranmasi sonucunda elde edilen verilere gore toplam 11 polimorfik

RAPD bant1 gozlendi.

3.2.3. Polimorfik Lokuslarin Yiizdesi

Hasandede irkinda 4 polimorfik bant gozlenirken, Kalecik Karasi irkinda 7 adet
polimorfik bant gézlendi. Irklardaki polimorfik lokuslarin yiizdesi Hasandede 1rki
icin %36.36 iken Kalecik Karasi irkinda 9%63.64 olarak hesaplandi. Na degeri; biitiin
alleller ayn1 siklikta oldugu zaman gozlenen allel sayisidir. Bu deger Hasandede
irkinda 1.3636, Kalecik Karas1 irkinda ise 1.6364 olarak hesaplandi. Etkili allel sayisi
(Ne) ise; Hasandede irkinda 1.0414, Kalecik Karasi irkinda ise 1.2371 oldugu
gozlendi. Zararli genlerin bulunmasi durumunda, Ne orani her zaman i¢in Na’dan
daha kiigiiktiir. Bu calismada Ne orani Na oranindan kiiciik hesaplandi. iki Vitis
vinifera ikinda genetik cesitlilik istatistik 6zeti Cizelge 3.11°de verildi.
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3.2.4. Heterozigotluk

OPA-01 ve 4F primerleri ile elde edilen verilere gore Kalecik Karasi irkinda

heterozigotlugun daha fazla oldugu gozlendi.

3.2.5. Shannon’un Bilgi Endeksi

Shannon’un bilgi endeksinin Kalecik Karasi irkinda daha yiiksek oldugu goézlendi.
Bu endekse degerleri ile heterozigotluk ile paralellik gostermektedir. Irklar i¢in bu

degerler 0.06 ve 0.23 olarak belirlendi.

Cizelge 3.11. Hasandede ve Kalecik Karasi irklarinda iki lokus i¢in genetik cesitlilik
istatistik Ozeti (Nal; Gozlenen allel sayisi, Ne?; Allellerin etkili sayisi,

h*; Gen cesitliligi, I'; Shannon’un bilgi ierigi)

Cesitler Ornek
Sayis1 | Na' Ne? h’ I
Hasandede 25 |1.3636 |1.0414 | 0,0346 | 0.0683

Kalecik Karasi 25 1.6364 |1.2371 [0.1485 | 0.2363

Cizelge 3.12. Hasandede ve Kalecik Karasi irklarinda tanimlanmus istatistik degerleri

Ornek Sayisi Na Ne h I
Ortalama 50 2.00 1.3798 | 0.2195 | 0.3400
Standart Sapma 50 0.00 0.4163 | 0.2056| 0.2719
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3.2.6. Cesitler ici ve Cesitler Arasinda Genetik Farkhihklar

Hasandede ve Kalecik Karasi irklarinda, Irk i¢i ve irklar arasindaki farkliligi gosteren

degerler Cizelge 3.13’te verildi.

Cizelge 3.13. Hasandede ve Kalecik Karasinda gen cesitliligi analizi

Ornek Sayis1 | Hry Hg Gsrt
Ortalama 50 0.2195 0.0916 0.5829
Standart Sapma 0.0423 0.0075
Polimorfik Lokus 11

3.3.7. Genetik Kimlik ve Genetik Mesafe

Nei’ye gore hesaplanan, Hasandede ve Kalecik Karasi irklar1 arasindaki genetik

kimlik ve mesafe degerleri Cizelge 3.14°da verildi.

Cizelge 3.14. Hasandede ve Kalecik Karasi wrklar1 arasindaki genetik kimlik ve
mesafe degerleri Caprazin iistiinde Genetik kimlik ve ¢aprazin altinda

genetik mesafenin tarafsiz 6l¢timii

Cesitler 1! 22
Hasandede shkokeok 0.7197
Kalecik Karasi 0.3289 okokok

RAPD belirleyicilerinin, 1slah caligmalarinda uygun atalarin segilmesi ve genetik
cesitliligin  korunmasi acisindan o6nemli oldugu bilinmektedir (Karcicio, 2006).
RAPD-PCR teknigi kullanilarak elde edilen degerler; reaksiyon kosullarina,
kullanilan 6rnek ve primer sayisina bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir.
Sistemin tekrarlanabilirligi hassastir. Bu tez c¢aligmasinda verilerin giivenilirligini

saglamak amaci ile PCR kosullari iyi bir sekilde optimize edildi ve her primer i¢in
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deneyler yinelenerek, sadece tekrarlanabilir nitelikteki bantlar bilgi verici 6zellikte
kabul edildi. Calismada literatiirde, Vitis tlirlerinde bilgi verici ozellikte oldugu
bilinen primerlerin se¢ilmesine dikkat edildi. RAPD-PCR tekniginde, rasgele
dizilime sahip kisa oligoniikleotidler kullanilmas1 ve elde edilen bant profilleri belli
bir bolgeyi temsil ettigi i¢in ¢ok sayida ornek ve primerle g¢alisilmasinda fayda
vardir. Ayrica RAPD-PCR c¢aligsmalarinda kullanilmak {izere elde edilen DNA’nin
miktar ve yogunlugunun onemi tartisilmaz olmakla birlikte DNA elde yontemlerinin
bu amaca yonelik olmasi, hizli ve pratik olarak elde edilmesi, birey sayisinin fazla
olmasi gereken calismalarda tercih edilebilir. Bu calismada kullanilan DNA
izolasyon kiti ve protokolden yararlanilarak manuel olarak uygulanan izolasyon
yontemi karsilastirilmistir. Ve yogunluk agisindan protokolle manuel elde edilen
bireylerin DNA miktarlar1 yliksek olmakla beraber, saflik dereceleri DNA izolasyon
kiti ile elde edilen bireylerde daha uygun oranlarda elde edildigi goriilmiistiir. Her iki
yonteminde kullanilarak iclerinden PCR asamasina en uygun degerlere sahip
DNA’lar segilerek kullanilmasi ¢alismanin sonuglarinin net olmasi acisindan uygun

olacag diisiiniilmektedir.

This and Dettweiler (2003) tarafindan GenRes 081 Avrupa projesi kapsaminda
yapilan c¢alismada, Avrupa Vitis sp. veri bankasi olusturulmasinda laboratuvarlar
aras1 mikrosatelit verilerin kolayca karsilastirilmas1 amaciyla mikrosatelit yontemiyle
veri degerlendirilmesine yonelik bir metot gelistirilmis ve projede VVS2, VVMDS5,
VVMD7, VVMD27, VrZAG62 ve VIrZAG79 lokuslarinin, iiziim cesitlerinin
ayriminda ¢ok etkili oldugu bildirilmistir. Bu strateji diinyada en iy1 bilinen referans
cesitlere gore allellerin kodlama esasina dayanir. 13 ten 23’e kadar degisen alleller

sunan 6 lokusun her biri i¢in, 10-16 arasinda degisen referans cesit se¢ilmistir [89].

C.Tessier ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaptigi calismada; Vitis tiiriine ait 224
cesitte 21 RAPD primeri ve 2 mikrosatelit lokusu taranmis ve 224 cesitte, 2
mikrosatelit ve 6 RAPD primer lokusu olmak iizere 8 primerde optimum farklilagma
gozlendigi rapor edilmistir. Bu farklilasmanin, cografik farkliliklardan

kaynaklanabilecegi bildirilmistir [62].
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G.Fanizza ve arkadaslar1 1999 yilinda yaptig1 calismada, Vitis vinifera’da genotipik
farkliliklarin evriminde RAPD markir numaralarinin etkisi tizerine, 10 farkli genotip
ve 320 primer ile taramislar ve ¢ok sayida (400 ve iizeri) polimorfik bant elde

ettiklerini bildirmislerdir [63].

Islah  c¢alismalarinda, bitkilerin  genlerinin  degistirilmesiyle ortaya c¢ikan
varyasyondan yararlanilarak yapilacak seleksiyonlarla daha kaliteli, yiiksek verimli,
hastaliklar ve zararlilara dayanikli ve adaptasyon yetenegi yiiksek olan yeni ¢esitlerin
miimkiin oldugunca kisa silirede elde edilmesi istenmektedir. Bitki 1slahinda
melezlemeler yoluyla genetik islemlerin ve seleksiyonun etkinligi arttirilmaya
calisilsa da, bunlar ¢ok uzun zaman alan, zahmetli ve yliksek maliyetli islemlerdir.
Molekiiler belirleyicilerin  kullanilmas: 1slah ¢alismalarinda siireyi kisaltarak,
maliyetlerini diistirmektedir. Seleksiyonda, genetik ve linkaj haritalamalarinda, ¢esit
tanimlamas1 ve korunmasinda, genotipler arasi genetik uzakligin belirlenmesinde
molekiiler markirlardan yararlanilmaktadir. Genetik markir c¢alismalarindan elde
edilen verilerle, gen bankalarinda 6rnek duplikasyonlari engellenebilecegi ve hangi

irklarin koruma altina alinmasi gerektigine karar verilmesi asamasinda etkilidir [88].

Benzer iklim ve cografik kosullarda yetisen farkli iki Vitis ¢esidinin, fenotipik olarak
ayriminin yani sira molekiiler genetik analizler ile bu ayrimin yapilmasi ve akrabalik
iliskilerinin ortaya konulmasi agisindan énemlidir. Calismada taranan OPA-01 ve 4F
primerleri i¢in 1rklar arasindaki (Hy) ve 1wk i¢i farklihgin (Hg) karsilastirildi.
Hesaplamalar sonucunda bulunan Ggr degeri (0.58), irk ici farkliliklar olmamasina
ragmen 1rklar aras1 genetik farkliligin oldugunu gostermektedir. Ayrica ayni ¢eside
ait bircok bireyin baz ¢ifti biiyiikliigii acisindan ayni sonuglari ortaya koyacak sekilde
sonu¢ vermesi, ‘“vejetatif yolla iireyen bitkilerde genetik cesitliligin korunmasi”
konusuna isaret etmektedir. Ve bu duruma paralel sonuglar ortaya konulacak sekilde
ayni baz biiyiikliigiine sahip bireylerin goriintiisii jel lizerinde agikc¢a goriilmektedir.
Bu durumda ¢esitlerin birbirleriyle olan yakinlik-uzaklik iligkilerini belirlemek i¢in
yalnizca c¢esitler arasinda ki, baz c¢ifti biiylikliigli ve polimorfik bant goriintiisii

tizerine iliskilendirilmelidir.
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Hasandede ve Kalecik Karasi ¢esitlerinin RAPD-PCR teknigi sonucu yapilan analiz
ve farkli IBA derisimleri ile kok gelisimi iizerine etkisi, bu iki g¢esit arasinda ki
farklilig1 ortaya koymasi agisindan degerlendirilebilir. Bu tez calismasindan elde
edilen bilgiler, yapilacak olan daha ileri arastirmalar i¢in bir baslangi¢ niteligi
tagimaktadir. Bu sonuglar 1slah ¢aligmalarinda uygun atalarin tanimlanmasi amaci ile
yapilan calismalar ve gelecekte yapilacak olan ornekleme stratejileri ig¢in kullanigh
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle bu calisma sonucunda, Kalecik karasi
cesidinde ki 4F primeri ile yapilan polimorfik DNA sonucu, 6rnegin toplandigi
bolgeden alinacak olan yeni Orneklerle, daha ileri analizlerin yapilmasi da
onerilmektedir. Elde edilen sonuglarin baska yontemlerden alinacak sonuglar ile

karsilatirilmasi daha verimli degerlendirme yapilabilmesi agisindan dnemlidir.
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name = Hasandede

fis=0.0

10010 100000
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10000 100100
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11000 100000
10000 100000
10000 100000
10100 100000
10000 100000
10000 100000
10000 100000
10100 100000
10000 100000
10000 100000
10000 100000
10100 100000
10000 100000
10100 100000
10100 100000
10000 100000

76



name = Kalecik Karasi

fis=0.0

00100
00100
00100
00101
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100
00100

010100
101100
001010
001010
000110
000101
001010
001101
000110
000110
000100
000100
000110
000110
001100
000100
000110
001010
001010
100100
010100
101000
100000
100010
100100

77



	(1).pdf
	2.pdf
	(3).pdf
	(4).pdf

