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SUSAMDA KAPALI KAPSULLULUK MUTANT KARAKTERINE BAGLI
MOLEKULER MARKERLERIN BELIRLENMESI
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Susamda kapah kapsiilliiliikk mutant karakterine bagh markerler belirlemede AFLP ve
RAPD teknikleri, bulk segregant analizi ile ortak olarak kullamlmstir. Ugii yapay ve biri
dogal olmak lizere dort ayrn mutant F, populasyonunun hazirlandifi ¢aligmada, bu
populasyonlara ait bireylerden elde edilen bulk DNA’lar, susamda kapah kapsiilliilitk
mutant karakterine bagh markerler belirlemede kullamlmistir. Toplam 72 farkh AFLP
primer kombinasyonu ve 12 RAPD primeri, ilgili 6zellik bakimmndan farkhihk bulmak
lizere susam genomunu tarammgtir. Sadece AFLP markerleriyle 6840 lokusun tarandigi
gahsmada, EcoRI+AAG/Msel+CAT primer kombinasyonunun, kapali kapsiilliilik
mutant karakteri ile iliskili oldugu bulunmustur. Bulklari meydana getiren bireylerin
DNA’larnm aym markerle analizlenmesi sonucunda, 258 bp uzunlugundaki trans
markerin, susamda kapah kapsilliiiik mutant karakterine sikica bagh oldugu
belirlenmistir. Ayrica, 5'-AGTCGTCCCC siralamali “H5” RAPD primerinin kapal
kapstilliiliik mutant karakteri ile iliskili oldugu bulunmustur. Sunulan bu ¢ahsmayla,
AFLP analizinin uygulanmasi ve bagh molekiiler markerlerin belirlenmesi susam
genusunda ilk defa gerceklestirilmistir.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS LINKED TO CLOSED
CAPSULE MUTANT TRAIT IN SESAME
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AFLP and RAPD techniques with bulked segregant analysis were used to identify
molecular markers linked to closed capsule mutant trait in sesame. Four mutant F,
populations consisting of three induced- and one natural-mutant were developed for the
research. Bulk DNA samples made from the individuals belonging to the populations
were used to identify molecular markers linked to closed capsule mutant trait in sesame.
A total of 72 different primer combinations and 12 RAPD primers were screened to
reveal polymorphisms for the character of interest on the genome of sesame. The study
where 6840 loci screened with only AFLP markers, the association was found out
between closed capsule mutant trait and EcoRITAAG/Msel+CAT primer combination.
The association was confirmed by analysing of the AFLP profile from single plants that
form the bulks. As a result of the confirmation, the marker in trans sized 258 bp was
closely linked to the closed capsule mutant trait. In addition, HS RAPD primer, 5'-
AGTCGTCCCC, was also found to be in relation to the character of the interest. With
the present study, the use of AFLP and the identification of the linked marker in sesame
crop were reported here for the first time.
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ONSOZ

Susam kiiltiirii yapilan yag bitkileri igerisinde eski bir ge¢mise sahip olmasina ragmen
homojen olgunlagma yerine, agagidan yukartya dogru bilyiime seyri gostermesi ve hasat
zamam tohumlarim barmndiran kapsiillerinin ¢atlamasi, susamda uygun bir hasat zamam
belirlenmesini giiclestirirken, hasat-harman islemlerinin tamamen el ile yapilmasma neden
olmaktadr. Makinalh hasatin susamda yapilamamasi, bitkinin genig alanlara ekimini
kisitlarken, ikinci {iriin tarmundaki ragbetini de her gecen giin azaltmaktadir. Susamm
kendi dogal yapisindan kaynaklanan bu problemleri agsmada kapall kapsiil susam
mutantlar1 umut verici gdziikmektedir. Kapal kapsiillii mutantlar bulunur bulunmaz,
mutasyona eslik eden negatif Gzelliklerin iyilestirilmesinde klasik 1slah programlar:
baglatilmigken, sunulan bu ¢alismayla birlikte bahis edilen programlarm hizlandiriimasi
beklenmektedir. Bu kapsamda, susamda kapah kapsiilliiliik mutant 6zelligine bagh bir
AFLP molekiiler markeri belirlenirken, susamda AFLP marker teknolojisinin kullanim ve
bagh molekiiler markerlerin belirlenmesi diinyada ilk defa gerceklestirilmistir.

Kapali kapsiillii ve normal bireylerin melezlenmesi, F; bireylerinin yetistirilmesi ve F,
agilan populasyonlarinin elde edilmesi i¢in uygulanan tarla ¢ahgmalarmi destekleyen
Uluslararast Atom Enerjisi Ajansiy, IAEA-RC-TUR7855/RB projesine, laboratuvar
analizlerinin Ingiltere’nin Cambridge kentinde bulunan NIAB enstitiisiinde yapilmasma
“bench fee” ve benim yagamsal giderlerimi karsilayarak imkan saglayan Uluslararas:
Atom Enerjisi Ajansi, IAEA-C6/TUR/98006P bursuna sonsuz tesekkiirlerimi sunarmm.
Biitiin bu aktivitelerin bulunmasi, uygulanmasi ve kazanilmasimnda bana yollar agan, bizzat
destekleyen ve hatta Ingiltere’ye gelerek ¢ahsmanmn seyrini her agamada diizenleyen
sevgili Hocam saym Prof. Dr. M. Ilhan Cagirgan’a sonsuz miitesekkirlerimi sunmak
benim i¢in 6nemli bir mutluluk kaynagidir.

AFLP ve RAPD analizleri esnasinda derin bilgilerinden faydalandigim, Dr Vince Lea,
Dr David Lee ve Dr Paolo Donini’ye, Ingiltere’de degisik agamalarda yardmmlarm
gordiigiim Uluslararas1 Atom Enerjisi Ajans1 (IAEA) bitki islalm kiirstisti bagkan Prof
Miroslaw Maluszynski ve British Council temsilcim Ms Sue Shaw’a, tez izleme
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1. GIRIS

Molekiiler markerler agronomik olarak onemli 6zelliklerin genetik analizlerinde iyi
bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bir islah programmm kullandi1 yontem ne olursa
olsun genel olarak kabul edilen prosediir, genetik ilerlemenin saglanabilmesi igin yapilan
seleksiyonun miimkiin oldugunca erken donemlerde gergeklestirilmesidir. Dolayisiyla
biiyiik tarla denemelerinden ve buna bagh olarak girdilerin azaltilmasindan bahis etmek
miimkiin olabilmektedir. Bu noktada molekiiler markerlerin bitki 1slahindaki rolii 5nem
arz etmektedir. Ancak molekiiler markerlerin normal gézlem prosediirlerinin ya da klasik
bitki 1slali yOntemlerinin yerini almasindan s6z edilemez. Yeni 1slah stratejileri
gelistirmede veya mevcut programlari hizlandwrmada markerler etkin bir kaynak olarak
degerlendirilebilir. Nitekim molekiiler markerler, marker yardimiyla seleksiyon yaklagmm
icerisinde fenotipik seviyeden ¢ok genotipik seleksiyon yapma imkam saglayarak,
fenotipin genotipe tekabiil etmedigi durumlarda etkin bir zaman kazandirma mekanizmasi
olarak kargimiza gikmaktadir.

Marker yardimiyla seleksiyon gibi ister markerlerin bitki islahmda direkt kullanim
olsun isterse geri melezlemenin hizlandirilmasi, dayamikh genlerin bir araya toplanmast,
kantitatif genlerin analizi, hibridlerin belirlenmesi gibi indirekt kullanimlar1 olsun
(Langridge vd 1996), molekiiler marker uygulamalarmm iilkemiz agisindan tizerinde
durulacak en Onemli noktasi, maliyet ve uzman personel olarak nitelendirilebilir.
Iigilenilen agronomik karakter(ler)in ekonomik ©6nemi ve alternatif seleksiyon
tekniklerinin var olup olmadig degerlendirmeye tabi tutulduktan sonra molekiiler marker
kullammma karar verilmelidir. Zira molekiiler marker sistemlerinin kurulus maliyetleri
kadar, isletim maliyetleri de oldukca yiiksektir.

Susam (Sesamum indicum L.) Hindistan ve Cin basta olmak {izere diinyanin birgok
yerinde kiiltlirli yapilan tropik ve subtropik karakterde tek yilik bir yag bitkisidir.
Diinyada 6.419.371 hektar alanda ekimi yapilan susamin bashca ﬁretiéileri 1.673.200 ha.
ile Hindistan ve 700.882 ha. ile Cin ilk sralarda yer almaktadir. (Anonymous 2001).
Ulkemizde ise susam, 27 bin tonluk iiretimini 68.000 ha. alandan saglamaktadir.



Vejetasyon siiresinin kisa olmas: susamin {ilkemizde ikinci lirlin bitkisi olarak kullanimma
imkan vermektedir. Ancak susamm eski bir kiiltlir bitkisi olmasma ragmen, asagidan
yukariya dogru olgunlagma karakterinde olmasi ve hasat zamam kapsiillerinin ¢atlamasi,
hasat-harman islemlerinin tamamen el ile yapilmasmna neden olmaktadir. Kapsiillerinin
catlamasi nedeniyle makinah hasatimin miimkiin olmamasi, susamm diger ikinci {iriin
bitkileriyle rekabet etme sansimn giin gegtikge azalmasma yol agmaktadir.

Susammn kendi dogal yapisindan kaynaklanan bu olumsuz 6zellii gidermede ve
yogun tarmma elverigli susam gegitlerinin 1slahinda, yapay olarak ilk kez elde edilen kapali
kapsiillii susam mutantlan (Cagwrgan 1996, 1997) umut vericidir. Ancak, kismi kisirlik,
kisa kapsiil ve diigiik verim gibi pleiotropik etkilerin, meydana getirilen mutasyona eglik
etmesi kapali kapsillii mutantlar {izerinde degisik slah programlarmin baglatiimasm
gerekli kilmustir. Yiiriitiilen klasik 1slah programlarna ileri molekiiler marker tekniklerinin
eklenmesi, makinal tarima elverigli susam mutantlarmm uygulamaya aktarilmasma ¢ok

yonlii ivme kazandirmasi beklenmektedir.

1990 yilmda PCR’a dayah RAPD (Williams vd 1990, Welsh ve McClelland 1990)
markerinin gelistirilmesiyle molekiiler genetik ve 1slah alamnda birgok ilerlemeler
kaydedilirken, RAPD’in dezavantajlarim gideren ve RFLP’nin glivenilirligini katan diger
bir PCR’a dayali teknik AFLP (Zabeau ve Vos 1993, Vos vd 1995)’nin gelistirilmesi, bu
alanda yapilan ¢ahgmalarm biiyilik bir ivime kazanmasm saglamustir. Genetik ¢esitliligin
tespiti, yliksek yogunlukta genetik haritalarm olugturulmasi ve agronomik olarak énemli
6zelliklere bagh molekiiler markerler belirleme gibi degisik amaglarda AFLP analizi
kullanim alan1 bulurken, birgok genusda da denenmistir.

Bu aragtirmada marker yardmmyla seleksiyon yaklasimma uygun olarak, susamun
makinal hasatmmn yapilmasmna imkan veren kapal kapsiilliilik mutant karakterine bagh
molekiiler markerlerin belirlenmesi amaglanmistir. Bu gaye dogrultusunda, ileri molekiiler
marker teknolojisi olan AFLP, susam genusunda ik defa kullanilnus ve yine ilk defa
susamda bir karaktere bagh molekiiler marker belirlenmistir. Ayrica, AFLP ve RAPD
teknolojileri susam bitkisine basariyla adapte edilmigtir.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Nayar (1984), arkeolojik bulgulara dayanarak susamm bugiinkii Suriye ve Urdiin
tilkelerinin bulundugu bolgelerde, yaklasik M.O 3000 yihnda kiiltiire almdigmi ve
susamin biyiik bir varyasyon gosterdigini belirtmistir. Demir (1962) de, Sanskrit
lisaninda susam ile yagm aym kelime ile ifade edilmesini dayanak géstererek, susamin
insan tarafindan ilk olarak tamman ve kiltiire alman bir yag bitkisi oldugunu
desteklemisgtir.

Susam ¢ok eski bir kiiltiir bitkisi olmasma ragmen, orijin merkezi kesin olarak
bilinmemektedir (Ashri 1998). Hiltebrandt, Burkill, Dalziel ve Portéres gibi eski yazarlar
susam tlirlerinin tgte ikisinin Afrika’da yer almasma ve ekonomik olarak susamm bu
kitada baskin olmasma dayanarak, susamm orijini olarak Afrika’y1 gostermislerdir (Nayar
1984). Aym sekilde Weiss (1983), susammn Afrika’dan orijin aldigm ve Bati Asya
lizerinden Hindistan, Cin ve Japonya’ya yayildigmi ve bu bolgelerin ikincil yayilma
merkezleri oldugunu ifade etmistir.

Temel olarak gelismekte olan iilkelerin bitkisi olan susam, ¢ok eski bir kiiltiir bitkisi
olmasma ragmen islahinda hala kat edilecek bliyikk mesafeler bulunmaktadir. Ayrica
kapal kapsiilliiliik ve hastalklara dayamkhlk gibi olduk¢a aramlan Gzellikler, susamin
genis bir varyabilitiye sahip olmasina ragmen dogal olarak mevcut degildir (Ashri 1998).
Susammn bu tiir ihtiyaglar1 mutasyon slahi projelerinin baglatilmasma temel tegkil etmigtir
(Anonymous 1994, 1996). Bu projeler kapsaminda agronomik olarak nemli olabilecek
birgok mutant genotip elde edilmigtir. Bunlar i¢erisinde gamma 1sinlartyla yapay olarak
bulunan kapah kapsiillii mutantlar, susamm makinali hasatinin yapilabilmesi bakmmndan
biiylik bir potansiyele sahiptir (Cagirgan 1996, 1997) ve arandan 6zelliklerin baginda
gelmektedir.

Birgok kiiltiir bitkisinde molekiiler marker teknolojileri genis bir kullanim alanna
sahipken, susamda heniiz baglama donemindedir. 1999 yilinda, 58 farkli susam
genotipinin RAPD markerleriyle molekiiler diizeyde genetik farkliliklarmin belirlenmesi



diginda (Bhat vd 1999), susamla ilgili DNA diizeyinde yaymlanms bir makale
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, 68 farkli kiiltliri yapilan susam ¢esitlerinin
varyasyonunu belirlemek i¢in bir izoenzim ¢ahgmasi (Isshiki ve Umezaki 1997) ve susam
tohumlarindan genomik DNA izolasyonunu saglayan bir protokol (Chung vd 1998)
literatiirde yer almaktadir.

1953 yilmda DNA’mn ¢ift sarmall molekiiler yapismm ortaya ¢ikariimasiyla (Watson
ve Crick 1953) hizh bir ivme kazanan molekiiler genetik, DNA’nm belki de en nemli
fonksiyonu olan kendi replikasyonunu yapma yetenegini saglayan DNA polimeraz
enziminin 1960 yilnda kesfedilmesiyle (Kornberg 1960) yap-boz gibi bir oyun haline
gelmigtir. Bitki slahmda DNA olanaklarndan asil faydalanma ise PCR aletinin ve buna
dayali RAPD (Williams vd 1990, Welsh ve McClelland 1990) ve AFLP (Zabeau ve Vos
1993, Vos vd 1995) molekiiler marker tekniklerinin gelistirilmesiyle baglamustir.

2.1. AFLP ile ilgili Bilgiler

Zabeau ve Vos (1993), bitki ve hayvan islahmda, ¢esit teshisinde, diagnostik tipta,
hayvan ve bitki hastaliklar1 teghisinde, genetik kalitim ile gecen insan hastahklarmn
belirlenmesinde, aile akrabaliklarimi analizlemede ve mikrobiyal belirlemede olmak {izere
birgok alanda DNA markerlerinin kullanimi ve DNA parmak izi uygulamalariyla ilgili bir
icat olarak Selective Restriction Fragment Amplification (SRFA) teknigini 1993 yilinda
ortaya koymuslardir. Bu teknoloji, RFLP ve PCR tekniklerini birlestirirken,
dezavantajlarmu ortadan kaldirmaktadir. Teknik; restriksiyon endoniikleazlar1 ve bu
endoniikleaz enzimleriyle kesilen fragmentlere sentetik oligoniikleotidlerin ligasyonunu
ve sonugta elde edilen fragmentlerin PCR ile ¢ogaltilmasm 6ngérmektedir. 1993 yilinda
SRFA teknigini bir patent bagvurusu (yaym no: EP 0534858) ile ortaya koyan
arastiricilar, 1995 yilinda yine aym arastiricilarm Snciiliik ettigi bir grup tarafindan (Vos
vd 1995) yaymlanan “AFLP: a new technique for DNA fingerprinting” adli makaleyle,
DNA diizeyindeki bu analiz yOnteminin tanmmas: ve bir¢ok alanda yaygm olarak
kullanilmas1 baglamustir. Vos vd (1995), AFLP analizini, (i) genomik DNA’mn
restriksiyon enzimleriyle kesimi ve oligoniikleotid adaptorlerle baglanmasi, (ii) kesilen



fragmentlerin segici amplifikasyonu ve (iii) cogaltilan fragmentlerin jel analizi seklinde ti¢
ana kisma ayrmuglardir. Kalip DNA’larmun kesim bdlgeleri ve adaptorlerin sekanslar,
PCR primerlerinin hedef DNA’ya yapigmasi i¢in kullanlmugtir. Segici amplifikasyon ise
sekanslar1 bilinen bu bdlgelerle aym sekansa sahip primerlerin  kullaniimastyla
gerceklestirilmistir. Boylece, niikleotid sekans: bilinmeden kesilen fragmentlerin PCR ile
goriilmesi, bu metod sayesinde basarilmustir.

Mohan vd (1997), AFLP analizinin heniiz haritalama ¢aligmalarinda genis bir sekilde
kullamlmadigim belirtirken, polimorfik markerler belirlemek adma yaygm olarak
kullamldigm ifade etmektedir. Aym zamanda, AFLP’nin RFLP ve RAPD markerleriyle
karsilastirildiginda, yiiksek oranda polimorfizm vermesi ve tekrarlanabilmesi nedeniyle
cok etkili bir teknik oldugunu belirtmislerdir. Hansen vd (1999), AFLP analizinin DNA
izolasyonundan degerlendirmeye kadar tiim asamalarmda yapilan toplam 5088
kiyaslamada % 97.6 oraminda tekrarlanabilirlik sagladifim, giivenilirliini belirlemede
kullanlan 3160 ayri1 polimorfizmde ise % 0.2 genotipik hata oram bulundugunu
bildirmislerdir. Bu sonuglar: destekler nitelikte Jones vd (1997) de, RAPD, AFLP ve SSR
marker tekniklerinin tekrarlanabilirliklerini belirlemek amaciyla sekiz ayn laboratuvar
arasmda yaptiklari deneylerde, AFLP’nin gok yiiksek oranlarda tekrarlanabilir oldugunu
gOstermislerdir. RAPD tekniginin ise tekrarlanabilirliginin 50 RAPD primerinde % 75
oldugunu ancak analizlerinin gergeklestirilmesinde biiyik kolayhk oldugunu
vurgulamiglardir. Aym sekilde, Lin vd (1996a), soyada molekiiler markerler belirlemek
izere RFLP, RAPD ve AFLP tekniklerini kiyaslamali olarak kullandiklan arastirmada,
yilksek oranda tekrarlanabilirik ve belirlenebilir AFLP polimorfizmlerinin ytiksek
frekanslarda bulunmas1 gibi nedenlerle, AFLP DNA analizinin linkageler ve
polimorfizmler belirlemede cazip bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.

Becker vd (1995), farkh DNA markerlerinin spesifik avantajlar1 ve dezavantajlari
oldugunu, AFLP marker analizinin RAPD analizleri kadar kolay olmadigm ancak PCR’a
dayali olmayan RFLP ve genom sekans bilgisi gerektiren mikrosatellit kullammindan
daha etkili oldufunu belirtirken, haritaya dayali gen izolasyonu ¢ahgmalarmda AFLP
markerlerinin RAPD, RFLP ve mikrosatellit tekniklerine gore tek kolon tizerinde ¢ok



daha fazla polimorfik band ortaya ¢ikarma kapasitesi oldugunu bildirmiglerdir. Bununla
birlikte, arpa haritalama populasyonlarmda AFLP polimorfizm oranmmn (% 11.3),
genomik klon (% 27.8) ve ¢cDNA klonlarmdan (%15.8) elde edilen RFLP polimorfizm
oranlarmdan diisiik oldugunu ve bu kiigiik veriler g6z 6niine alindiginda AFLP’nin gok
yiiksek polimorfizm oranlar vermediZini, ama jel bagmna aym anda bir¢cok band vermesi
yOniiyle yiiksek oranda etkili bir teknik oldugu ifade edilmistir. Kasha (1996), AFLP’nin
bir tek jelde ¢ok sayida band ortaya ¢ikarmastyla molekiiler haritalar gelistirmede hizli bir
teknik oldugunu belirtmigtir. Aym gekilde Ridout ve Donini (1999), AFLP’nin ¢ok giiglii
ve giivenilir bir teknik oldugunu ancak ortaya ¢ikarilan polimorfizm seviyesinin RFLP ve
mikrosatellit tekniklerinkinden daha az oldugunu sdylerken, aym anda ¢ok sayida
polimorfik lokusu analizleme yetenegi olmas: nedeniyle bahis edilen tekniklerden daha iyi
bir yere sahip oldugunu bildirmiglerdir. Eun vd (1998) de, arpada yaptiklan
¢aligmalarmda aym goriisii destekleyecek sekilde AFLP polimorfizm orammn RFLP
markerlerine gére ¢ok diisiik oldugunu, buna karsm jel bagma birgok bandin aym anda
analizlenmesi nedeniyle ¢ok etkili bir analiz oldugunu ifade etmiglerdir.

Russell vd (1996), RFLP, AFLP, SSR ve RAPD markerleri kullanarak 18 farkli arpa
genotipindeki genetik varyasyon seviyelerinin karsilastirilmasim igeren ¢alismalarinda;
kullanilan d6rt farkh marker tipinin yalmzca teknik yénden degil, elde edilen polimorfizm
miktar1 ve seviyesi bakmmindan da biiyitkk farkliliklar gésterdigini ortaya koymuglardir.
Cahsmalarmda, 6 AFLP primer kombinasyonunun 297 fragment, 114 probe ve enzim
kombinasyonunun 299 RFLP fragmenti, 13 SSR primerinin 70 farkh alleli ve 25 tane 10
merlik RAPD primerinin 109 fragment olugturdugunu bildirmiglerdir. Bununla birlikte, 13
SSR primerinin tamami polimorfik bulunurken, AFLP fragmentlerinin % 54’ (158)
monomorfik ¢ikmugtir. Sonug olarak SSR’mn en polimorfik marker sistemi oldugu ancak
genetik akrabaliklari belirlemede yararh olmadigi, RFLP marker sisteminin uygun
olmasma ragmen ¢ok sayida probe ve enzim kombinasyonun gerekli oldugu ve her iki
marker sisteminin sekans bilgisi gerektirmesi nedeniyle, AFLP ve RAPD tekniklerinin
genetik akrabaliklar1 belirlemede 6zellikle kullamlabilecegini rapor etmislerdir.



Karp vd (1996), son dénemde gelistirilen AFLP analizinin RFLP ve PCR tekniklerini
uzlastirdigimu ve RFLP kadar tekrarlanabilir oldugunu belirtirken, RAPD analizine gére
teknik olarak daha fazla ekipman ve bilgiye ihtiyag oldugunu ve daba fazla DNA
konsantrasyonunun gerekli oldugunu bildirmiglerdir. Fakat jel bagima RAPD’in 20 kat1
kadar band vermesi bakimindan haritalama, fingerprinting ve genetik uzaklik analizleri
icin iyi bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.

Lin vd (1996b), AFLP’nin bakteri DNA’lar1 gibi 100 kb kadar kiicik DNA
fragmentlerini analizleyebilecegini Escherichia coli ve Agrobacterium tumefaciens
wklarinda yaptiklar1 analizlerde gostermislerdir. Ayrica, A. tumefaciens wklarmdan elde
edilen AFLP polimorfizmlerinin Ti plasmid DNA yerine bakteri kromozom DNA’sma
baglh olmasmm, fenotipik belirlemeden ¢ok molekiiler analizleme imkam verdigini
belirtmiglerdir. Janssen vd (1996), bakteri taksonomisinde AFLP’nin bir arag¢ olarak
kullanilmasinda etkinligini belirlemek i{izere yaptiklar1 ¢aligmalarmda, AFLP’nin birbirine
¢ok yakmn bakteri strainlerinde dahi farkliliklar: ortaya ¢ikarmada Ustiin ayiric: 6zelligi
oldugunu kanitlamiglardir.

AFLP analizi, fragmentlerin goriilebilmesi i¢in genel olarak primerlerin radyoaktif
olarak isaretlenmesini gerektirmektedir. Bu tiir gSriintiileme sisteminin zararlarmdan
kagmmak icin degisik yontemler geligtirilmistir. Lin vd (1999), radyoizotopik y6ntem
gerektirmeyen “chemiluminescent” yoluyla goriintileme teknifini Onermistir. Bu
teknikte, poli akrilamid jel {izerinde yiriitillen AFLP {irlinleri bir naylon membrana
blotlama ile aktarildiktan sonra, alkalin fosfotaz ile hibridize edilmekte ve fragmentler
chemiluminescence ile ortaya ¢ikarilmaktadir. Aragstiricilarm radyoaktif olarak isareth
primerlerle ve chemiluminescent yoluyla goriintiileme arasinda farkhiik olup olmadigm
belirlemek amaciyla yaptig1 cahigmalarda, hem basit hem de kompleks genomiarda AFLP
profilinde herhangi bir farkhlik olusmadigi bildirilmigtir. AFLP’de radyoaktif
isaretlemeden (*’P ya da **P) kagmmada diger bir teknik olarak karsmniza “glimiisle
boyama” ¢ikmaktadir (Chalhoub vd 1997). Calismada, giimiisle boyama ve radyoaktif
isaretleme ile elde edilen AFLP profilleri arasinda fark olmadig; ifade edilmistir. Giimiisle

boyamanm en biiyiik avantajimm ise, AFLP analiz jellerinin uzun siire saklanabilmesi ve



gerektiginde ilgili fragmentlerin jelden klonlanmas: olarak bildirilmistir. Fliionst 15s1gma
bagh yar1 otomatik (GeneScan™) AFLP analizi (Schwarz vd 2000) ve kirmiz: Stesi
(IRD) gmlarma bagh tam otomatik (LiCor) AFLP analizleri (Qiu vd 2001) ise en kolay
yontemler olarak g6riinmektedir.

AFLP metodunun diger bir modifikasyonu olarak Suazo ve Hall (1998)’un bal
arllarmda yaptiklar1 ¢aliyma Ornek gosterilebilir. Vos vd (1995)’nin gelistirdigi AFLP
analizini biraz kolaylagtirmay1 ve bal arilan i¢in optimize etmeyi amaglayan modifikasyon;
(i) DNA’nn kesilmesi ve adaptorlerin eklenmesi bir tek reaksiyonda, (ii) iki restriksiyon
enzimi yerine bir enzim, (iii) iki ayr1 PCR reaksiyonu yerine bir reaksiyon, (iv) poli
akrilamid jel elektroferezi yerine agaroz-Synergel ve (v) isaretli primerler yerine ethidium
bromidli goriintiileme olarak bildirilmektedir.

Ote yandan Okano vd (1998), AFLP’nin segici amplifikasyon asamasmda gogunlukla
primerle, kalip DNA arasmda tek bazlik yanhs eslesmelerin meydana geldigini rapor
etmiglerdir. Secici primerin 3" ucunda bir ya da ii¢ ilave bazla meydana getirilen
polimorfizmlerin her bir fragmenti ayirt etmede yeterli olmadigim ve dolayisiyla yanhs
pozitif sonuglarin ortaya ¢iktigmi belirten aragtmricilar, suni olarak tek bazda meydana
getirdikleri yanlis eglesmeyle bu duruma agikhk getirmeyi planlamiglardir. Yanls pozitif
amplifikasyonlar1 6nlemek i¢in 66 °C’de yapilan PCR reaksiyonlan1 sonucunda; AA, AT,
TA ve TT segici bazlarma sahip primer konsantrasyonlarmimn diger baz gruplarm iceren
primerlerden ti¢ kat daha fazla oldugu goriilmiigtiir. Sebep olarak, amlan bazlarn Ty
degerlerinin digerlerinkinden disiik olmas: gosterilmistir.

Cervera vd (1996), Kavak afacmin yapraklarmda ortaya g¢gikan pas hastaligma
(Melampsora larici-populina) bagh ii¢ ayr1t AFLP molekiiler markeri belirlemislerdir. Pas
hastaligina dayanikli Populus deltoides ile hassas P. nigra melezinden elde edilen agilan
populasyon, arastrmanin genetik materyalini teskil etmistir. Dayamkhligm tek bir
dominant lokus (Mer) tarafindan idare edildigi, agilma oranlarindan belirlenmistir. Bu
lokusa baglt molekiiler markerler belirlemede AFLP ve Bulk Segregant Analiz ySntemleri
kombine edilmis ve 114 primer kombinasyonu sonucu taranan 11500 DNA



fragmentinden, ligiinlin Mer lokusuna sikica bagh oldugu bulunmustur. AFLP analizinin,
Bulk Segregant Analizi ile kombine edildigi diger bir aragtirma, Bai vd (1999)’nin
bugdayda Fusarium graminearum mantarma karsi dayaniklibg: saglayan kantitatif 6zellik
lokusuna bagh AFLP markerleridir. Yapilan analizlerde primer kombinasyonlarmdan
yirmisinin en azmdan bir polimorfik band verdigi bulunmustur. Bu kombinasyonlarm 133
rekombinant inbred hatta test edilmesiyle, 11 kombinasyonun 6nemli derecede QTL
lokusu ile iligkili oldugu belirlenmigtir. Ni vd (2001)’de, ¢eltikte sap ciiriikliigi
(Sclerotium oryzae) hastaligma baglh AFLP markerleri belirlemede 900 primer
kombinasyonu denemigler ve bir kombinasyonun kék ¢lirtikliiligiine dayanikhlikla Snemli
iliskisinin oldugunu belirtmislerdir. '

Genger vd (2000), arpada mantari hastalik olan Rhynchosporium secalis patojenine
dayanikhlik genine bagh AFLP markerlerini bulk segregant analizi yardmmyla
belirledikleri ¢aligmalarmda, 64 AFLP primer kombinasyonu kullanmig ve birgok
polimorfizm kayit etmiglerdir. Flde edilen polimorfizmlerden doérdii, PCR’a dayal
markerler elde etmek tizere klonlanmus ve sekanslanmustrr. Bulklari meydana getiren
bireylerin, sekans bilgisine gore dizayn edilen PCR primerleri ile denenmesi sonucunda
bir markerin, AFLP markeri ile aym polimorfizmi verdigi bildirilmigtir.

Jin vd (1998), yakin izogenik ve rekombinant inbred hatlar kullanarak yulafta, arpa
sart ciicelik viriistine tolerans saglayan lokusa bagh markerler bulmak ve haritalama
yapmak amaciyla kullandiklar1 AFLP analizinde, ii¢ biiylik kantitatif lokus (QTL)
belirlemiglerdir. A, E ve C olarak adlandrrdiklari lokuslardan A ve E iki ayr yilda da
tolerans eksprese etmistir. C lokusunun ise, ¢evre sartlarma daha hassas oldugu ortaya
cikmugtir. Turuspekov vd (2000) ise, bugdayda yapraklarmn kivriimastyla gelen siddetli kis
sartlarma dayamkhhigi incelemede, AFLP ve bulk segregant analiz tekniklerinden
faydalanmigtr. 48 AFLP primer kombinasyonunun denendigi ¢aligmada, bes markerin
yaprak kivrikhhg Szelligine bagh oldugu tespit edilmistir. Belirlenen markerlerin 96
double-haploid hat {izerinde aragtirilmasi sonucunda, fi¢ markerin 4AS kromozomu, iki
markerin ise 5B kromozomu iizerinde yer aldigi bulunmustur. Dolayisiyla, iki biiyiik
genin bu 6zelligi idare ettigi bildirilmistir.



Pongam vd (1998), kolzada Leptosphaeria maculans hastaligma aviriilens olan alml
genine yakm AFLP markerleri belirlemiglerdir. Genetik haritalama sonucunda, alml
aviriilens lokusa 3.1 c¢cM uzaklikta AC/TCC-1 ve 8.1 ¢cM uzakhkta AC/CAG-5 olmak
tizere iki farkh AFLP markeri tespit edilmigtir. “Gen igin gen” teorisi Leptosphaeria-
Brassica sisteminde, AFLP analizine dayali olarak desteklenmistir.

Bradshaw vd (1998), otuzdokuz AFLP primer kombinasyonun 3173 tetraploid
patates lokusunu taramasma imkan verdigini, bu lokuslardan 1066 tanesinin populasyonla
birlikte agildigimm ve 573°{iniin ise istenilen dogrulukta gergeklestigini, Globodera pallida
hastaligma dayanikhibk lokusunu belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismalarmda ifade
etmislerdir.

Bir¢ok genetik analizde AFLP tekniginin kullaniminin yaygn olmasma karsm, AFLP
fragmentlerin klonlanmas:1 ve bagka bir marker tipine doniistirtilmesi konusunda yeterli
aragtrma bulunmamaktadir (Shan vd 1999). AFLP’nin bagka bir marker sistemine
doniigtiriilmesinin temel avantaji, maliyetinin az olmast ve biiyiik populasyonlara
rahatlikla uygulanabilmesi olarak goriilmektedir. Shan vd (1999), bugday ve arpada
AFLP fragmentlerinin klonlanmasi ve sckanst bilinen spesifik primerlere
doniistiiriilmesinin fizibilitesini belirlemek i¢in yaptiklart arastumalarmda, bugdayda
AFLP markerlerinin yeterince etkili olmadidiu belirtmislerdir. Buna kargin, havugta
karoten birikimini saglayan Y; lokusuna bagh AFLP markerleri; basit yapida, kodominant
ve radyoaktif kullamm gerektirmeyen PCR’a dayali marker tiplerine doniistliriilmiistiir
(Bradeen ve Simon 1998). Benzer gekilde Paltridge vd (1998), arpa sar ciicelik viriisline
kars1 dayanikhhig1 saglayan Yd2 genine bagh olan AFLP markerlerini, kodominant PCR
markerlere doniistiirmiisler ve programlarmnda kullanmglardir.

Lu vd (1999), EAA/MCAT10 AFLP markerinin seftalide kk nematodlar1 olan
Meloidogyne incognita ve M. javanica’ya kars1 dayamklilik markeri oldugunu ve marker
yardimiyla seleksiyon yaklasimmi baglatmak i¢in bu markerin klonlandigmn,
sekanslandifini ve STS (sequence tagged sites) markerlerine basariyla dontistiirtildiigini

bildirmistir. Yine, Reamon-Biittner ve Jung (2000), basit, hizh ve PCR’a dayal olarak

10



kuskonmazda disi ya da erkek bireylerin belirlenebilmesi igin, 6nceden belirlenen bagh
AFLP markerlerini STS markerlerine doniistiirmiislerdir. Aragtiricilar, erkek/disi
kuskonmaz bireylerin PCR’a dayal STS markerleriyle belirlenmesinin fizibil oldugunu

bildirmislerdir.

AFLP tekniginin, genetik ¢esitliligi analizlemede de gigli bir arag oldugu
bildiritmektedir (Ellis vd 1997). AFLP’nin giivenilir ve gili¢lii olmasimna ragmen, genetik
akrabaliklann belirlemede kag¢ tane markere ihtiyag duyuldugu konusunda az bilgi
bulunmaktadwr. Ellis vd 1997°ye gore genetik akrabaliklart tahminlemede gereken bilgi
miktari, kullanilan primer sayisiyla orantih gézitkkmektedir. Secilen en iyi 6 AFLP primer
kombinasyonu, aragtiricilara gore % 80 oraninda iligkiyi belirleme imkam saglamaktadir.

Hill vd (1996), Lactuca alt tiirleri arasindaki filogenetik iligkileri belirlemede
kullandiklar1 AFLP teknigmin glivenilir ve genetik tabam dar genotipleri dahi ayrmada
gliclii oldugunu ifade etmiglerdir. Kiiltlirii yapilan L. sativa’nn 44 hatti ile L. serriola, L.
saligna, L. virosa, L. perennis ve L. indica yabani tlirlerinin 13 genotipi arasindaki
genetik farkhhigm tespiti amaciyla AFLP markerleri kullanitmstir. AFLP’nin sadece g
primer kombinasyonu, taranan 57 genotipte toplam 320 polimorfik lokus belirlenmesine
imkan vermistir.

Misir  bitkisinde genetik ¢esitliligi belirlemek ve buna bagl olarak hibrid
performanslar1 iyi olabilecek hatlar1 tahminlemek i¢in AFLP ve RFLP marker
tekniklerinin kullanildig diger bir ¢ahgmada, kendilenmis hatlarda ytiiksek miktarda RFLP
ve AFLP markerleriyle ortaya ¢ikarilan varyasyonlar elde edilmisti. RFLP ile
kiyashigmda AFLP’nin dabha etkin polimorfizmler meydana getirdigi, tek bir analizde ¢ok
sayida lokusun taranmasma baglanmigtir. Sonugta AFLP teknolojisinin, genetik
varyasyonu tahlillemede giivenilir ve etkili ortalamalar sundugu ve musir hibridlerinin
heterozis performansmu tahminlemede pratik kullanim oldugu belirtilmistir (Ajmone
Marsan vd 1998).

1



Hongtrakul vd (1997), aygicegi germplasmlarinda genetik farklihiklar: belirlemede
kullandiklart AFLP teknolojisini, analiz bagmna RFLP’den daha fazla polimorfik marker
{ireten ancak sonuglari dominant olan bir marker olarak nitelendirmislerdir. Bununla
birlikte, densiyometre kullamlarak allel dozlarimn tahminlenmesinin miimkin oldugu,
dolayisiyla homozigot ve heterozigot bireylerin ayut edilmesinde rahathkla
kullanlabilecegi bildirilmistir.

Hartl ve Seefelder (1998), sekiz ayr serbetgiotu ¢esidinde genetik farkhiliklarnt AFLP
markerleri ile belirlemiglerdir. Serbetgiotu ¢esitleri arasinda genetik benzerlik oldukca
yiiksek bulunurken, en yiiksek farkhbk kiif hastaligima dayanikh “wye target” ile diger
varyeteler arasinda belirlenmistir. Benzer sekilde, 19 ayn Adrabidopsis thaliana
ekotipinde genetik c¢esithilifi tabmin etmede kullanilan AFLP analizinden, 471 ayn
polimorfizm elde edilmis ve bu verinin kullanilmasiyla ii¢ ekotipin digerlerine gére
belirgin genetik ¢esitlilik gosterdigi bulunmustur (Erschadi vd 2000).

Srivastava vd (2001), Asya, Avustralya, Kanada, Dogu Avrupa ve Rusya’dan orijin
alan 21’1 dogal ve 9’u sentetik Brassica juncea varyete ve hatlarinda genetik farklilig:
AFLP markerleriyle tespit etmislerdir. 21 AFLP primer kombinasyonu 30 genotipte 1251
fragment Uretirken, primer ¢ifti bagina 37 polimorfik band olmak tizere, 778 polimorfik
band elde edilmistir. Benzerlik katsayilarma gore yapilan cluster analizinde, 30 B. juncea
hatt1 {i¢ ayr clustera ayrilmugtir. Hindistan, Cin ve 6nceden gelistirilen sentetik gesitler bir
cluster (cluster A), son dénemde gelistirilen sentetikler ayr1 bir cluster (cluster B),
Avustralya, Kanada, Dogu Avrupa ve Rusya orijinli hatlar ise tiglincii cluster: (cluster C)

meydana getirmiglerdir.

Abdalla vd (2001), diploid Gossypium herbaceum L., Gossypium arboreum L. ve
Gossypium raimondii Ulbrich ile allotetraploid Gossypium barbadense L. ve Gossypium
hirsutum L. tirleri arasmdaki genetik iligkileri agiklamada 16 AFLP primer
kombinasyonundan faydalanmuglardir. 1180 AFLP bandindan 368’inin polimorfik oldugu
analizlerde genetik benzerlikler 0.21 ile 0.89 arasinda degismistir. Buna karsm, Pillay ve

Myers (1999), eski ve yeni diinya pamuk tiirleri arasindaki genetik ¢esitliligi ribozom



RNA’larmdaki varyasyondan faydalanarak yaptiklart AFLP analizlerinde tiirler ici bir
polimorfizm bulunmadigim belirtirken, G. hirsutum ve G. barbadense ile G. arboreum ve
G. herbaceum arasinda farklar belirlemiglerdir.

Ovesna vd (2000), 69 arpa yerel populasyon ve ¢esidinde, varyete profillerinin ve
genetik cesitliginin belirlenmesinde AFLP ve SSR markerlerinden yararlanmuglardir. 123
AFLP primer kombinasyonunun ve 27 SSR markerinin analizlendigi ¢alismada, 1872
polimorfik band elde edilmistir. 12 AFLP primer kombinasyonun modern arpa ¢esitlerini
ayrt etmede yeterli oldugunu ifade eden yazarlar, AFLP’nin SSR’a gore daha kaliteli
DNA istedigi ve analizlerinin daha zaman alic1 oldugunu rapor etmislerdir.

Ayele ve Nguyen (2000), Eragrostis tef, E. pilosa ve E. curvula tirleri arasinda ve
bu tiirlere ait genotipler arasmmda genetik cesitliligi belirlemede AFLP teknigini
kullanmuslardir. 10 primer kombinasyonundan 630 AFLP markeri tespit edilirken,
bunlardan %581 (368) polimorfik olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gore {i¢ tiir kesin
smirlarla birbirinden ayrilmugtir. Tiirlere ait genotipler igerisindeki ¢esitlilife bakildiginda,
E. pilosa en farkli bulunurken onu E. curvula ve E. tef takip etmistir.

He ve Prakash (1997), yerfistigimda DNA polimorfizmlerine bagh olarak genetik
varyasyonu tespit etmek amaciyla DNA fingerprinting (DAF) ve AFLP tekniklerini
kullanmiglardir. Polimorfik DNA markerleri tespit etmek adina AFLP yaklasimnimn % 43,
DAF yaklagmummn ise % 3’liik bir katki saflamasi, AFLP’nin genetik varyasyonu
belirlemede yerfistig1 bitkisinde de etkin bir teknik oldugunu g&stermistir. AFLP’nin
yliksek sayida polimorfizmler belirlemesi nedeniyle DAF’a gore tistiin oldugu
belirtilmesine ragmen, yerfistifinda elde edilen polimorfizm miktarnm diger genuslara
gore az oldugu aragtiricilar tarafindan bildirilmektedir. Buna neden olarak ise yerfistigmnm
yakin zamanda tek bir polioploidi olay: gegirmesi gosterilmektedir.

Hayes vd (1996a), cografik orijin, geligme yapis1 ve basak morfolojisi esas alinarak

topladiklar: 42 arpa genotipinde genetik cesitlilii AFLP markerlerini kullanarak tespit
ederken, Russell vd (1996), RFLP, AFLP, SSR ve RAPD markerleri kullanarak 18 ayn
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arpa genotipinde yaptiklar1 genetik cesitlilik caliymalarmda, AFLP’nin en yiiksek gesitlilik
indeksi verdigini belirtmiglerdir. Talamc vd (2000) ise, 17 ayr1 makarnalik ve ekmeklik
bugday c¢esidinde genetik c¢esitliligi ortaya ¢ikarmak icin AFLP, SSR ve RAPD
tekniklerini kullanmuglar ve her bir marker tipinin olusturdugu dendogramlarm kismi
farkliliklar gosterdiklerini bildirmiglerdir. Her bir marker tipinin kismen de olsa genomun
farkh bdlgelerini taramasi, bu duruma sebep olarak gosterilmistir.

VanToai vd (1997), ebeveynlerden déllere gecen genom oranlarm AFLP’ye dayal
olarak tahmin etmiglerdir. Az sayida primer ¢ifti ile bile, ebeveynin doldeki genom
oranmin yeterince giivenilir olarak tahmin edilebilecegini belirten aragtiricilar, boylece
islahgilarm kendi geri melez populasyonlarindaki generasyon sayilari azaltabileceklerini
ve hatta seleksiyon, genetik kayma, tohum karigikhiklari, yabanci déllenme ve buna
benzer durumlarda meydana gelen degisiklikleri takip etme firsati bulabileceklerini,
aragtiricilar  tarafindan isaret edilmistir. Yine arpada yapilan bir geri melez
populasyonunda (Steptoe x BSR41 BC DH) AFLP analizi kullanilarak dondr ebeveynin
dollerdeki genom oram tespit edilmistir (Powell vd 1996). Dollerdeki donsér DNA
kompozisyonunun % 8 ile % 60 arasmnda degistigi goriilmiistiir. % 8’lik degere sahip dol,
geri melez ¢ahgmasinda kullanildiginda, en azindan {i¢ generasyon ilerleme kaydedildigi
yazarlar tarafindan bildirilmigtir.

AFLP analizinin yoZun olarak kullamldigi alanlardan biri de yiiksek yogunlukta
haritalama c¢alismalandir. Tai vd (1999), biberde Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria bakterisine dayamkhlik saglayan Bs2 genini iceren bolgeyi AFLP ve RAPD
markerleriyle haritalamiglardir. Haritalamada birinci basamak olarak ilgili gene bagh
markerlerin belirlenmesi oldugundan, arastiricilar Oncelikle yakin izogenik hatlar
kullanarak Bs2 genine sikica bagh AFLP ve RAPD markerleri belirlemislerdir, Yiiksek
yogunluktaki linkage haritalari, bulunan markere bagh olarak gelistirilmis ve “kromozom
walking” ya da “kromozom landing™ yaklagimlariyla, ilgili genin klonlanabilecegi kaynak
saglanmugtir. Benzer sekilde giilde haritalama yine RAPD ve AFLP markerleri
kullanilarak gergeklestirilmigtir (Debener ve Mattiesch 1999). 60 F; bitkisinde 305 RAPD
ve AFLP markerinin analizlendigi haritalamada, petal saysi (¢ift ya da tek ¢icek) ve ¢igek
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rengi (pembe veya beyaz) iki ayr linkage grubu olarak belirlenmistir. Arastiricilar, daha
ileri genetik analizlerde ve marker yardimiyla islah yaklagimlarinda bu iki grubun 6nemli
bir ara¢ olacagmu belirtmislerdir. RAPD ve AFLP markerleriyle diSer bir haritalama
mercimek bitkisinde yapilmustir (Eujayl vd 1998). Uygun markerler arasmda ortalama 6
cM mesafe bulunan ve mercimek genomunun 1073 ¢cM’luk kismum kapsayan haritada
rekombinant hatlar, yitksek oranda polimorfizm kaynagi olmasi, biyotik ve abiyotik
stresler icin yilksek varyasyon gdOstermesi ve nispeten az oranda agihm bozuklan
gOstermesi bakimlardan iyi bir materyal olarak isaret edilmistir.

Sebastian vd (2000), morfolojik olarak kesin smirlarla ayrlan iki farkli double-
haploid haritalama populasyonu kullanarak AFLP ve RFLP markerlerinin kombine
edildigi linkage haritasim Brassica oleracea’da gergeklestirmislerdir. 547 markerin 9
linkage grubuna ayrildid: haritada toplam uzuniuk 893 cM olmustur. Yine soya bitkisinde
yapilan haritalamada, 650 AFLP markeri 28 linkage grubunun olugmasm saglamgtir
(Keim vd 1997). AFLP markerleriyle elde edilen haritada toplam uzunluk 3441 cM
uzunluga ulagmugtir.

Hayes vd (1996b), arpada kiga dayaniklibkla ilgili olan kantitatif Ozellikleri
haritalamada AFLP analizini kullanmislardir. AFLP’nin kisa zamanda &nemli miktarlarda
marker sagladifim belirten aragtiicilar, 92 hatta 249 AFLP markerini bir ay gibi bir
siirede belirlemiglerdir. JoinMap programu ile ilk haritanm olugturulmastyla yedi ayn
linkage grubu belirlenmigtir. Haritanin giivenilirligini artrmak i¢in LOD degerleri 5’ten
7’ye ¢ikarilmis ve ayrica linkage grubunda bulunmayan markerler degerlendirmeden
¢ikarilmustir. Aragtiricilar, AFLP’nin yiiksek yogunluktaki haritalamalarda kromozomun
belli bélgelerine yogunlasma karakterinde oldugunu ama kromozom 1, 2, 3 ve 5 tizerinde
yer alan kritik bosluklar doldurdugunu bildirmiglerdir.

Kang vd (2001), RFLP ve AFLP markerlerini kullanarak Capsicum annuum x C.
chinese interspesifik melezinin ¥, linkage haritasm olusturmuglardir. 11 biiylik ve 5
kiiciik olmak iizere 16 linkage grubuna ayrilan harita, 1320 c¢M biyiikliigiinde
olusmugstur. 30 primer kombinasyonun kullamldigi calbismada toplam 444 AFLP
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fragmenti elde edilmistir. Aragtrmada ayrica, Pst/Msel markerlerinin genoma
EcoRl/Msel markerlerinden daha iyi dagildig: tespit edilmistir.

Nachit vd (2001), makarnalik bugdaylarda intraspesifik rekombinant inbred
populasyonlar kullanarak yaptiklari molekiiler linkage haritalamada RFLP, SSR, GWM
(Gatersleben wheat microsatellites) AFLP ve SSP (seed storage proteins: gliadin ve
glutenin) markerlerini kullannmglardir. 138 RFLP, 26 SSR, 134 AFLP, 5 SSP ve {i¢
bilinen genden olusan toplamda 306 markerlik ve 3598 cM uzunlugunda bir linkage
harita olusturulmustur. Yazarlar makarnahk bugdayda olusturulan bu intraspesifik
haritamn marker yardmmyla seleksiyonda kullaniabilecek iyi bir arag oldugunu
belirtmislerdir.

Ajmone Marsan vd (2001), musirda dane verimi ve dane verimi ile ilgili kantitatif
Ozelliklerin belirlenmesinde AFLP ve RFLP analizlerini kullanmiglardir. Marker
yardmmyla seleksiyon uygulamalarmda AFLP’nin hem hiz hem de etkinlik bakimlarmdan
RFLP’den ¢ok daha iyi bir marker sistemi oldugunu bildiren arastiricilar, ayrica RFLP’nin
dolduramadigy linkage grup bolgelerinin, AFLP ile kapatilabildigi belirtilmigtir, Benzer
sekildle Maheswaran vd (1997), double-haploid ¢eltik populasyonunda AFLP
markerlerinin polimorfizmi, dagihm ve agilmun inceledikleri ¢aligmalarmda, sadece 20
primer ¢iftinin 945 AFLP bandi ortaya ¢ikardigmm, bunlardan 208’inin polimorfik
oldugunu ve 12 kromozomun hepsine dagildigim belirtirken, AFLP’nin RFLP’ye gére
yiiksek oranda polimorfik ve ¢ok izl oldugu belirtilmistir.

Patateste Phytophthora infestans mantari hastahgina dayanikhihk saglayan R7 lokusu
AFLP ve RFLP markerleriyle haritalanmistir (Meksem vd 1995). RFLP markerleriyle
cevrelenen lokus, bulk segregant ve AFLP analiz yontemleri kullamlarak R lokusuna
sikica bagh markerler belirlenmigstir. Trans seklinde baghh AFLP markerlerini cis haline
dontigtirmek icin  klonlamp sekanslanan 29 AFLP faragmentinden altisinda basan

saglanmustir.
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Zhang ve Stommel (2000), domates meyvesinde fB-karoten birikimini saglayan Beta
(B) ve Beta modifier (Mop) adl iki gene bagh AFLP ve RAPD markerleri bularak ilgili
lokuslar1 haritalamiglardir. 1018 RAPD primeri ve 64 AFLP primer kombinasyonun
tarandif1 ¢ahgmada, 100 bp’lik E-ACA/M-CTG AFLP markeri ile 1100 bp’lik OPAR18
ve 830 bp’lik UBC792 RAPD markerlerinin ilgili lokuslara sikica bagh oldugu ve
bolgenin haritalandid1 yazarlar tarafindan bildirilmistir.

Vuylsteke vd (1999), musirda iki ayn yiiksek yogunlukta AFLP linkage haritas:
olusturmuglardr. B73 x Mo17 rekombinant inbred populasyon ve D32 x D145 F,
populasyonu olmak tzere iki ayn populasyon iizerinde yapilan iki ayri haritalama
cahsmasinda, sirastyla 1539 ve 1355 AFLP markeri haritalanmugtir. Her iki populasyonda
da AFLP markerlerinin aym: kromozom bélgelerini haritalamasi, AFLP markerlerinin tek
lokus markerleri oldugunu bir kez daha gostermistir. Caligmada ayrica AFLP

markerlerinin misir kromozomunun sentromerik bélgelerine yigildig: ifade editmistir,

Remington vd (1999) ise, AFLP markerleri kullanarak Pinus taeda genomunun
yaklagik tamamim kapsayan bir genetik harita olugturmuglardir. 21 AFLP primer ciftinden
elde edilen 521 adet polimorfik fragment 12 linkage grubuna ayrimustir ki bu Pinus
haploid kromozom sayisma esittir. Yaklagik 1700 ¢M uzunlugunda olan haritanm,
genomu tam olarak kapsadig) aragtircilar tarafindan ifade edilmektedir. Bununla birlikte
Smilde vd (1999), prasada AFLP linkagelerinin ancak genomun {igte birini
kapsayabildigini bildirmektedirler.

Pellio vd (2000), arpa sart mozaik viriisiine dayanikhlik saglayan rym5 genini AFLP
ve RAPD markerleri ile haritalamuglardir. 1026 F, bitkisinin, 1536 AFLP primer
kombinasyonu ve 1200 RAPD primeri ile analizlenmesiyle, bir RAPD ve yedi AFLP
markerinin % 0.049 rekombinasyon aralifinda ve rym5 geninden % 0.880
rekombinasyon uzakhgmda yer aldig1 belirlenmistir.

Arcade vd (2000), Avrupa ve Japon karacam melezinin agilan doélleri {izerinde
AFLP, RAPD ve ISSR markerlerini kullanarak bir genetik linkage harita
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olugturmuglardir. 114 AFLP, 149 RAPD ve 3 ISSR olmak {izere toplam 266 polimorfik
marker haritalamada kullanlmugtr. Larix decidua (Avrupa karagami) 1152 cM
uzunlugunda 17 linkage grubuna ayrilirken, Larix kaempferi (Japon karagami) 1206 cM
uzunlugunda 21 linkage grubuna ayriimustir. Dolayisiyla Avrupa karagam genomunun %
79.6’s1 Japon karagamimn ise % 80.8’1 haritalanmugtir.

Simpson (1998), musirda antezis olugum aralig: ile kurakhiga tolerans arasinda giliclii
bir baglant1 oldugunu belirterek, degisik s hatlarm farkh su stres sartlarmda hem
agronomik hem de molekiiler olarak analizlemistir. 102 RFLP ve 14 AFLP primer
kombinasyonun c¢igceklenmeyle iligkili olabilecek markerler belirlemek i¢in kullanildigi
aragtirmada, toplamda 261 polimorfik band elde edilirken, molekiiler ve tarla verileri
ortak olarak degerlendirilmigtir. Sonugta, ciceklenme ve verim o&zellikleriyle iligkili
markerlerin olugturdugu bir harita elde edilmistir.

AFLP analizinin yogun olarak kullamldig1 diger bir durum ise, mevcut haritalarin
AFLP markerleriyle zenginlestirilmesidir. RFLP markerleriyle olusturulan bir makarnalik
bugday haritasma ilave edilen 80 AFLP lokusu 6nceki haritada bulunan bogluklari
doldururken, bir boglugun tamamen AFLP markerleriyle tamamlandig: belirtilmistir (Lotti
vd 2000). Cahgmada ayrica, AFLP markerlerinin kromozomﬁn belirli bolgelerinde
yogunlasmadig1 ifade edilmistir. Eck vd (1995), AFLP markerlerinin kromozomal
lokasyonlarm ve kalitimim inceledikleri arastirmalarmnda, genelde AFLP markerlerinin
genom lizerinde rasgele dagildigi, ancak bazi durumlarda kromozomun belli bdlgelerinde
yogunlastig1 ifade edilmistir. Waugh vd (1996) de, arastrmalarmda kullandiklar1 arpa
populasyonlarmin birinde AFLP markerlerinin ¢ogunlukla kromozomun - sentromer

bdlgesinde yogunlastigm bildirmislerdir.

Barcaccia vd (1998), cayr tggiilinde olan partenogenezin kahtmmmi AFLP ve
RAPD linkage analizi ile agiklamaya cahstiklar: aragtirmalarmda, apomiktik gene 6.6 cM
uzaklbkta bir AFLP markeri ve 154 cM uzunlugunda ilgili geni iceren bir bolge
belirlemeyi bagarmuglardir. Ilgili geni ¢evreleyen kromozom bolgesi ilave AFLP ve RAPD
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markerleriyle haritalanarak, AFLP markerleri ile partenogenez arasmnda siki bir linkage
oldugu arastiricilar tarafindan bildirilmigtir.

Talame vd (2000), ekmeklik bugdayda mevcut RFLP haritasi {izerine AFLP
markerlerini yerlestirdikleri ¢ahgmalarinda, en iyi polimorfizm veren 13 primer
kombinasyonu, 50 rekombinant kendilenmis hat iizerinde test edilmis ve 81 AFLP
markeri, mevcut RFLP haritasi {izerine ilave edilmistir. AFLP markerlerinin A, B, D
genomlarma dagildig: tespit edilirken, dagihgm uniform olmadifi rapor edilmistir. 1D,
4A, 4D, 5D, 6A, 6B ve 6D kromozomlarinda hi¢ bir AFLP markeri yer almazken, diger
kalan kromozomlara ortalama 6.3 AFLP markeri dagilmistir.

2.2. Bulk Segregant Analizi ve RAPD ile Ilgili Bilgiler

Herhangi bir gen veya genomik bolgeye bagh molekiiler markerler belirlemede hizl
bir tarama imkam saglayan metod, Bulk Segregant Analizi olarak anilmaktadir. ilk defa
1991 yilinda Michelmore vd (1991) tarafindan marul bitkisi tizerinde gelistirilen metod,
temel olarak bir melezden kdken alan agilan bireylerin DNA 6rneklerini iki zit bavuz
seklinde karsilasgtirmayr 6ng6rmektedir. Her iki zit havuzu olusturan bireyler ilgili gen
veya Ozellik i¢in 6zdestir. Metodu uygulamak igin sadece caligilan 6zellik i¢in agihim
gosteren bir F, populasyonunun varhgidir. Dolaysiyla yakin izogenik ya da rekombinant
hatlar gibi olusturulmasi uzun siire gerektiren populasyonlara ihtiya¢ duyulmamaktadir.
Michelmore vd (1991), marulda kiif hastahfma karsi dayamkhhk genlerine bagh RAPD
markerleri belirledikleri ¢ahsmalarinda, F, bitkilerini iki gruba aywrmuslardir: Homozigot
dayamikh ve homozigot hassas (heterozigotlar progeni testi ile nceden tespit edilmistir).
Dayanikli ve hassas bireylerin DNA’lar iki ayrt havuzda toplanmis ve RAPD primerleri
kullanilarak bu iki havuz arasinda polimorfizm elde etmek amaglanmustir. Arastirmada g
RAPD polimorfizmi belirlenmis ve iigiiniin de dayamklilik genine bagh oldugu bulklar:
olusturan bireyler lizerinde gosterilmistir. Diger taraftan bulk segregant analiziyle
yakmndan iligkili bir metod Giovannoni vd (1991) tarafindan gelistirilmistir. Bu metotta
bulk DNA’lar, haritalanmug molekiiler markerlerden faydanlarak olusturulmaktadir
(Kochert 1994). Ilgili geni iceren ya da daha fazla marker bulunmak istenen genom
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segmentinin segildigi bu metotta, RFLP analizi ile belirlenen ilgili kromozom segmentini
iceren F, bireyleri ile igermeyenler olmak tizere iki ayri bulk yapilmakta ve RAPD
analizleriyle ortaya g¢ikarilan polimorfizmler, hedef segmente lokalize olan markerleri
ifade etmektedir.

Bulk segregant analiz metodu, ilgili gene bagh marker ya da markerler belirlemede
RAPD teknigi ile iyi bir ikili olusturmustur. ki analiz yonteminin ortak kullamldig: birgok
Ornek literatiirde mevcuttur. Poulsen vd (1995), arpada pas hastaligma dayamkhlik
genine bagh bir RAPD markerini bulk segregant analizini kullanarak belirlemigtir.
Q21861 ile Galleon arpalarmn melezinden elde edilen F» populasyonu bireyleri, dayamkl
ve hassas DNA bulklarna ayrilmuglardir. DNA bulklarinin RAPD primerleri ile taranmasi
sonucu 2700 bp uzunlugunda ve ilgili gene 12 cM uzaklkta bir RAPD markeri
belirlenmistir. Barua vd (1993) de, yine arpada Rhynchosporium secalis hastabfma
dayaniklilik saglayan R/ lokusuna baglh RAPD markerleri belirlemislerdir. 300 RAPD
primerinin tarandif1 ¢alismada bir primerin ilgili lokusa sikica bagh oldugu bildirilmistir.
Caligmanm ileriki agamasinda 700 RAPD primeri, iki zit bulk DNA’y1 ve double-haploid
ebeveyn hatlarnm RA lokusuna bagh daha fazla molekiller marker belirlemede
kullamlmmstir. Yedi markerin daha ilgili lokusa bagli oldugu yazarlar tarafindan

belirtilmistir.

Hormaza vd (1994), bulk segregant analizini kullanarak, antep fistiginda erkek ve
disi bireyleri fide d6neminde belirlemiglerdir. Ditsi bir bitki olan antep fistiginda esey
organlarmin olugmasi 5 ila 8 yili bulmaktadir. Dolayisiyla 1slah programlarinda erkek ya
da disi ¢igeklerin belirlenmesi i¢in en az sekiz y1l beklenmesi gerekmektedir. Cahsmada
erkek ve dist bireylerden alman esit agwliktaki yapraklar ayr ayn havuzlanarak DNA
izolasyonuna tabi tutulmugslardir. Ayrica her bireyin kendi DNA’s1 da izole edilmigtir. 700
farkli oligoniikleotid, antep fistiginda eseyi belirleyen lokusa bagh markerler bulmak
lizere taranmus ve 945 bp’lik bir RAPD primeri belirlenmistir. 945 bp’lik bandin sadece
disi bulklarda mevcut oldugu erkek bulklarda bulunmadigi belirtilmistir. Konfirmasyon
icin bulklar1 meydan getiren tiim bireylerde ve 14 farkh gesitte denenen markerin ilgili
lokusa sikica bagl oldugu goriilmiistiir.
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Delourme vd (1994), kolzada fertiliteyi diizenleyen Rfo genine bagh RAPD
markerleri belirledikleri ¢ahgmalarinda, 138 RAPD primerini 3 ayn bulk DNA {izerinde
denemisler ve 6 primerin tekrarlanabilen polimorfizmler verdigini belirtmiglerdir. Bulklar
meydana getiren bireylerin DNA’lar1 ile polimorfizm veren 6 primerin analizlenmesi
sonucunda ise 4 primerin fertiliteyi diizenleyen gene sikica bagh oldugu ifade edilmigtir.

Wang ve Paterson (1994), DNA &rneklerinin bulk yapilarak kullamimasinmn kantitatif
ozellik lokuslarma bagh markerler belirlemede biiyiik kolaylik sagladigmm belirtmiglerdir.
Nitekim Chalmers vd (1993), arpada malt kalitesini etkileyen kantitatif karakterlerden
birisi olarak gosterdikleri danenin Sgiitiilmesi i¢in gerekli enerji miktarmi kontrol eden
genetik faktorlere bagh RAPD markerlerini bulk segregant analiz y6ntemini kullanarak
belirlemiglerdir. 440 RAPD primerinin iki bulk DNA {izerinde ilgili 6zellige bagh
markerler bulmak {lizere tarandif1 ¢aliymada, 5 primerin agik polimorfizmler verdigi
belirtilirken bir primerin (OPE11) iki polimorfik band verdigi bildirilmistir.

Ding vd (1998), celtikte tuzluluga tolerans saglayan gen lokusunu RAPD ve bulk
segregant analizini kullanarak belirlemiglerdir. Tuz i¢eren ortamlarda yetigtirilen EMS’ye
tabii tutulmus celtik anterlerinden segilen tuzluluga toleransh genotipler, melezlenerek Fs
populasyonu olugturulmus ve bu populasyona ait bireylerden tuzluluga toleransh ve
hassas olan bulklar meydana getirilmistir. 220 RAPD primerinin tuzluluga toleransi idare
eden lokusa bagh markerler belirlemek tizere bulklarin tarandii ¢aligmada, {i¢ primerin
polimorfizm verdigi gériilmiistiir. Bu polimorfizmierin F» populasyonuna ait 80 bireyle
test edilmesi sonucu bir primerin ilgili lokusa bagh oldugu bulunmustur.

Sziics vd (2000), bugdayda donmaya dayaniklihifi saglayan lokusa bagh RAPD
markerlerini bulk segregant analizinden faydalanarak belirlemiglerdir. Soguktan zarar
gbren 15 hat ile en iyi ayakta kalan diger 15 bitkinin iki ayr1 bulk DNA’y1 olusturdugu
caligmada 540 farkli RAPD primeri kullamlmugtir. Bunlardan dordiiniin RAPD markeri
olarak tespit edildigi ¢aliymada, sonuglar bulklari meydana getiren bireylerin kendi
DNA’larmin kiyaslanmasiyla konfirme edilmigtir.



Bhattacharyya ve Mandal (1999), Brassica campestris’te bolmesiz pod olugsumuna
bagh molekiiler markerler belirlemislerdir. iki ayr1 B. campestris gesidinin incelendigi
makalede, her iki genotipin de tiiylii ya da tiiysliz yaprak, daha az tohuma sahip olan
bolmeli pod ya da daha fazla tohuma sahip bolmeli pod, dik ya da yatik pod gibi
6zelliklerle birbirinden ayrldig: belirtilen ¢aligmada bdlmesiz podun, tohum verimi ve
catlamaya dayamklilik karakterleri bam;rlmdan bazi avantajlari oldugu bildirilmigtir.
Bolmeli pod ve tiiylii yapragm tek bir genle idare edildigi ve tek bir linkage grubunda
oldugu Kklasik genetik analizlerle belirlenmistir. Bolmesiz poda baghh markerler
belirlemede 45 RAPD primeri ve 30 RFLP probu kullamlms ancak RFLP problari
monomorfik bulunurken, altt RAPD primerinin 15 polimorfik band verdigi goriilmiistiir.
Bulk segregant analizini olugturan bireylerin polimorfik bandlari veren primerlerle
incelenmesi sonucunda ii¢c RAPD primerinin bdlmesiz pod 6zelligine, bir primerin ise

tiyliiliik 6zelligine bagh oldugu bulunmugtur.

Page vd (1997), iiggiil bitkisinde Sclerotinia trifoliorum fungusuna dayamklihk
genine bagh RAPD markerlerini bulk segregant analizi uygulayarak belirlemislerdir. F»
populasyonundan koken alan sekizer genotipin meydana getirdigi dayamkl ve hassas
olmak tizere iki ayr1 bulk, 200 primerle taranmistir. Ug RAPD primerinin (Q4, T4, ve T7)
olusturdugu dort fragmentin dayamkh ve hassas tipleri ayrabildigi arastiricilar tarafindan
ifade edilirken, agik polimorfizm 1000 bp’lik Q4 primeri tarafindan saglanmustir. Yine bir
hastalifa dayamklilik kaynagina bagh RAPD markerlerinin belirlendigi ¢alisma, Miklas vd
(1993)’nin fasulyede pas hastaligi (Uromyecs appendiculatus) i¢in gegeklestirdigidir.
Fasulyede Uromyces appendiculatus hastahfma dayamkhlik Up, dominant lokusu ile
saglanmaktadrr. 167 primerin denendigi ¢alismada 1.1 kb uzunlugunda Al4 RAPD
primerinin Up; lokusuna sikica bagh oldugu bulunmustur. Haley vd (1993) de, yine
fasulye bitkisinde Uromyces phaseoli pasma dayankllik saglayan gen blokuna bagh
RAPD markerleri belirlemislerdir. Iki ayrt RAPD markerinin ilgili lokusa sikica bagh
oldugu saptanan aragturmada, OF10¢70 markeri 2.15 ¢cM uzaklikta bulunurken, OI19460
markerinin ilgili lokusa ¢ok siki bagh oldugu bildirilmistir. James vd (1996) ise, arpada
Pyrenophora teres mantari hastahma dayaniklilik genini belirledikleri ¢aligmalarinda,



500 RAPD primeri kullanmiglardir. Bulklar {izerinde primerlerin taranmasi sonucunda 7
primerin, dayamkhlik geniyle liskili ii¢ ayr1 lokusa bagh oldugu belirlenmisgtir.

Subudhi vd (1997), geltikte sicakhga bagh olarak ortaya ¢ikan genetik erkek kisirhk
geninin molekiiler haritalamasm bulk segregant analizini kullanarak yapmuslardir. Ilgili
geni iceren mutant hat ile normal bir hattin melezlenmesiyle elde edilen F, populasyonuna
ait bireyler fertil ve steril bulklan olugturmada kullanlmstir. 389 RAPD primerinin
kullamidif1 ¢absmada tms3(t) genine tigii “repulsion” ve biri “coupling” olmak iizere 4
ayr1 RAPD markeri belirlenmigtir. Bu markerler klonlamip sekanslanarak, “marker
yardimiyla seleksiyon” yaklagimu igin PCR primerleri dizayn edilmistir. Zhang vd 1996)
da, geltikte yaniklipa neden olan Xanthomonas oryzae pv oryzae hastaligna dayamklihk
saglayan xa-13 genini, bulk segregant analizinden faydalanarak baritalamuslardir. 260
primerin kullamldig: arastirmada 0.9 kb uzunlugunda bir markerin ilgili gene bagh oldugu
ve yaklasik 5.3 cM uzaginda yer aldigr saptanmustr. Bulk segregant analizinden
faydalamlarak diger bir haritalamanm yapildig: ¢ahsma aygicegi bitkisinde Plasmopara
halstedii kuf hastabgma dayamklilik saglayan P// lokusu i¢in diizenlenmistir (Mouzeyar
vd 1995). Iki RFLP ve bir RAPD markerinin belirlendigi arastirmada, RFLP markerleri
ilgili genden 5.6 cM ve 7.1 cM uzaklikta yer alirken, RAPD markeri 43.7 ¢cM uzakhkta

bulunmustur.

O’Donoughue vd (1996), kiiltiirii yapilan yulafta Puccinia graminis pas hastahdma
dayamkh olan Pg9 ve Pgl3 genlerine bagh molekiiler markerler belirlemis ve
haritalanuglardir. Yakm izogenik hatlarm 200, bulk edilmis 6rneklerin ise 127 RAPD
primeri ile tarandifi g¢aliymada, bes yeni markerin ilgili lokuslar igin belirlendigi
bildirilmistir. Ronald vd (1996) ise, yulaf danesinin kabuk oranm kontrol eden genlere
bagh RAPD markerleri belirledikleri ¢ahgmalarmmda, 300 primer kullamlmislar ve bunlarm
12’sinin polimorfik oldugu belirlenmistir.

Weyen vd (1996), arpa san mozaik viris kompleksine dayamkhhk saglayan ym4

genine bagh doért RAPD primerini bulk segregant analizi kullanarak belirlemislerdir. 310
primerin test edildigi ¢aliyjmada, 2 primerin ilgili gene sikica bagh oldugu gériiliirken,
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diger iki markerin yaklasik 24 c¢cM uzakta yer aldig1 bulunmustur. Sikica bagh olan iki
RAPD markeri, sar1 mozaik viriisiine dayanikh bireylerin fide dSneminde belirlenmesinde

basariyla kullamlmugtir.

Sweeney ve Danneberger (1994), RAPD ve bulk segregant analizlerini kullanarak iki
ayr1 ¢ok yillik ¢im bitkisini karakterize ettigi ¢ahsmalarinda, bulk 6rneklerinden elde
edilen amplifikasyon {iriinlerinin gesitler arasinda bulunan genetik gesitliginin tamarmm
gOstermedigini bildirmiglerdir. 30 fidenin bulk Srnekleri, iki primerin iirettigi {ic RAPD
markeri ile belirleyen aragtiricilar, bireyleri taradiklarinda bulk 6rneklerinden elde edilen
fragment sayisindan daha fazla miktarda fragmentin belirlendigini bildirmislerdir.
Dolayistyla, heterojen populasyonlarm ya da sentetik gesitlerin  genotipik
kompozisyonunun dogru bir sekilde incelenmesi s6z konusu oldugunda, bulklar yerine
bireylerin gzlenmesinin gerekli oldugu yazarlar tarafindan iletilmektedir.

RAPD analizinin kolay uygulanabilmesi, radyoaktif madde kullammm olmamas:1 ve
kisa stirede tamamlanabilmesi gibi birgok avantajmm olmasi yanmda, farkh PCR
analizlerinin farkhi sonuglar vermesi, tekrarlanan DNA sekanslan igermesi ve bunun
sonucunda hibridizasyon probu olarak kullammmmn kisith olmasi ve reaksiyon
sartlarmdaki degisimlere hassas olmasi nedenleriyle, ilgili genlere bagh markerler elde
etme yeteneginde ve bagh markerlerin rutin olarak 1slah programlarinda
gbzlemlenmesinde bazi bosluklar bulunmaktadir. Bu problemleri agmak amaciyla RAPD
markerleri SCAR markerlerine doniigtiirtilmiistiir (Paran ve Michelmore 1993). SCAR,
RAPD tirtinlerinin klonlamp sekanslanmasiyla olusturulan bir markerdir. Elde edilen
sekans bilgisi SCAR primerlerinin olugturulmasinda kullamlmaktadir. SCAR, sadece tek
bir lokus liretmesi, reaksiyon sartlariun daha az hassas olmasi ve kodominant olmas: gibi
yonlerden RAPD analizinden {istiindiir. Paran ve Michelmore (1993), marulda kiif
hastaligma dayamkhhk genine (Dm) baglh 9 RAPD markerini klonlamis, sekanslamg ve
SCAR primerleri olugturmuslardir. 9 RAPD primerinin {i¢li kodominant ve besi dominant
olmak iizere sekiz SCAR markeri doniistlirilmiisken, bir RAPD primerinde basari
saglanamarmgtir. Barret vd (1998) de, kolzada ciicelik genine (Bzh) bagh RAPD
markerini kodominant SCAR markerine doniistiirmiislerdir. Calismada ilgili band

24



klonlamp sekanslanmmg ve fragmentin 830 bp uzunluunda oldugu goriilmiistiir. Bu
sekans bilgisi kullamlarak dizayn edilen SCAR primerleri, 40 B. napus genotipinde test
edilmis ve genin {i¢ allelik formu tespit edilmistir. Arastmicilar, SCAR markerlerinin en
bilyiik avantajmm heterozigot bitkilerin belirlenmesi olarak gostermiglerdir.

Cao vd (2001), makarnalik bugdayda Septoria nodorum hastahfma dayanikhilik
saglayan gene bagh iki RAPD markerini, bulk segregant analizi kullanarak belirledikleri
¢ahsmalarinda, marker yardimyla seleksiyonda kullaniimak {izere bir SCAR markerine
doéniistirmislerdir. Benzer sekilde Fang vd (1997), mandarinde meyve asitligini kontrol
eden gene bagh lic RAPD markerini bulk segregant analizi kullanarak belirlemisler ve
asitlik seviyesi yiiksek veya diigiik progenileri belirlemede bu markerleri dominant ve
kodominant olan bir SCAR markerine ¢evirmislerdir.

Jiang ve Sink vd (1997), kuskonmaz bitkisinde eseyi belirleyen M lokusuna bagh
RAPD markerlerini bulk segregant analizi ile belirlemisler ve kuskonmazin gigeklenmesi
beklenmeden erkek ya da digi bireylerin saptanmasiu saglayacak SCAR markerlerine
cevirmiglerdir. 10 erkek ve 10 disi bireyin esit miktardaki DNA’lar1 birlestirilerek erkek
ve disi bulklarn meydana getirildigi ¢aliymada, 760 RAPD primeri ilgili lokusa bagh
markerler belirlemek tizere kullanilmugtir. OPC15 adlh primerin M lokusuna 1.6 cM
uzakhkta bulunan iki RAPD markeri belirledigi analizlerde, markerin biri SCAR
markerlerine doniigtiirilmek iizere klonlanms ve sekanslanmustir. Sentezlenen SCC15-1
ve SCC15-2 adh SCAR markerinin her ikisi d¢ RAPD markeriyle aym olan 980 bp
uzunlugunda tek bir fragment liretmigtir.

Zhuang vd (1998), celtikte Pyricularia oryzae yanikligma dayaniklilik genlerinin
belirlenmesinde RAPD ve bulk segregant analizlerinden faydalanmslardir. 199 primerin
kullanildig1 aragtrmada alti fragment polimorfik bulunmustur. Fragmentlerin F,
bireyleriyle test edilmesi sonucunda {i¢ RAPD primerinin ilgili lokusa sikica bagh oldugu
tespit edilmistir. Bu primerler klonlanmis ve F, bireylerinin RFLP analizinde probe olarak
kullamlmuglardir. 1.3 kb ve 560 bp’lik fragmentlerin tekrar eden sekanslar igerdigi
goriiliirken, 350 bp’lik fragmentin tek kopya sekans igerdigi bulunmugtur. 350 bp’lik



markerin RFLP analizi sonuglartyla RAPD analiz sonuglar aym bulunmus ve spesifik
primerlerin (SCAR) dizayn edilmesi i¢in 560 ve 350 bp’lik markerler sekanslanmustir. Bu
markerlerin spesifik amplifikasyonlar1 sonucunda, 560 bp’lik SCAR markerinin RAPD
analiz sonuglan ile eslestigi goriiliirken, 350 bp’lik markerin RAPD analiz sonuglariyla
6zdes olmasi i¢in, PCR iiriinlerinin 4 bazhk enzimle kesilmesinin gerekli oldugu rapor
edilmigtir.

Lecouls vd (1999), erik bitkisinin koklerinde zarar yapan Meloidogyne spp
nematoduna dayanikliik kaynag) olan Mal lokusuna bagh RAPD ve SCAR markerleri
belirledikleri ¢aligmalarinda, toplamda 660 RAPD primeri kullanmiglar ve ti¢ markerin
ilgili lokusa bagh oldugu bulunmustur. Ug markerin ikisi SCAR markerlerine
doniistiiriilebilirken, bir markerde basar1 saglanamamugtir. Doniisiimii yapdan iki SCAR
markerinin marker yardimiyla seleksiyonda basariyla kullamlabilecegi yazarlar tarafindan
bildirilmistir.

Haley vd (1994), monogenik pest dayamkhbk O&zelliklerinde, “coupling” ve
“repulsion” fazinda bulunan RAPD markerlerini kullanmiglar ve kiyaslamuglardir.
Fasulyede, BCMYV viriisline dayaniklhilik alleli bc-3 lokusuna, biri coupling ve digerininde
repulsion fazinda bagh olan iki RAPD markerinin belirlendigi arastirmada, repulsion
fazindaki RAPD markerinin coupling faza gore daha fazla homozigot dayanikh bireyler
sectigini gOstermiglerdir. % 81.8 orammda homozigot dayanikli bireylerin segimini
saglayan repulsion fazindaki markerin, marker yardimiyla seleksiyonda coupling fazmdaki
RAPD markerine gére daha faydali olacag bildirilmistir.

Williams vd (1990), DNA polimorfizmlerinin belirlenmesinde PCR’a dayali bir
teknik olan RAPD markerlerini gelistirmislerdir. RAPD; basit olusu, radyoaktif madde
kullanimu ve sekans bilgisi gerektirmemesi, nispeten maliyetinin az olmasi gibi dzellikleri
nedeniyle kisa zamanda tiim molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda ve genis bir organizma
yelpazesinde kullamm alam bulmugstur. Bitki ve hayvan islahinda, genetik haritalamada,
populasyon genetiginde, kromozom spesifik DNA markerlerinin belirlenmesinde olmak
tizere bircok alanda RAPD analizi kullamlabilmektedir. Welsh ve McClelland (1990) da



Williams grubundan bagimsiz olarak, rasgele primerlerle uygulanan PCR (AP-PCR) adim
verdikleri ama metodolojisi ayn1 olan marker teknifini, aym dergide ve aym yida
yaymlamuglardir. Rafalski vd (1994), RAPD analizinin genetik haritalamalarda, ilgili gene
bagh markerler belirlemede, genetik diagnostikte ve populasyon genetigi gibi konularda
genis bir sekilde kullanim alam buldugunu bildirmislerdir. RAPD markerleriyle ortaya
¢ikan polimorfizmlerin dominant karakterde oldugunu belirten yazarlar, az miktarda
DNA’nm (5-25 ng) yeterli olmas: ve radyoaktif madde kullanimma ihtiya¢g duymamasi
gibi nedenlerle, islah uygulamalarinda cazip bir yerinin oldugunu vurgulamuslardir.
Castiglione vd (1994) de, RAPD tekniginin bitki genom analizlerinde, taksonomik
caliymalarda, genetik haritalamalarda ve genlerin belirlenmesinde Onemli bir yer
tuttugunu bildirmislerdir. Ayrica, diger tekniklere gore basit olusu, bir giinde yiizlerce
Ornegi analizleme imkam, maliyetinin diigiik olmasi, zararlh manipulasyonlan igermemesi
gibi nedenleri de, aragtiricilar analizin ilave getirisi olarak ifade etmislerdir.

Diger taraftan Schierwater ve Ender (1993), farkh DNA polimeraz enzimlerinin,
farkh RAPD fragmentleri verdigini ispatlamiglardir. 13 ayn Taq DNA polimeraz
enziminin denendigi arastirmada, Thermus aquaticus’tan elde edilen polimeraz grubunun
meydana getirdigi RAPD fragmentleri, 6zdes olmamakla birlikte birbirine benzerken,
degisik kaynaklardan gelen Taq polimerazlarm olusturdugu RAPD profillerinde,
tamamen farkliliklarn olustugu bildirilmistir. Jones vd (1997) de, RAPD markerlerinin
AFLP ve SSR gibi diger PCR’a dayali tekniklere gore tekrarlanabilirliginin az oldugunu,
birgok farkli laboratuvar analiz sonuclarma dayanarak ifade etmislerdir. RAPD
profillerinde meydana gelen farkhliklarm; primer orami, Taq polimeraz ve Mg
konsantrasyonlar1 gibi faktorlerin etkisi altnda oldugunu vurgulayan aragtiricilar, ancak
reaksiyon kosullarmmn standardize edilmesi ve tipa tip uygulanmasiyla RAPD profillerinin
tekrarlanabilecegini bildirmiglerdir.

Martin vd (1991) RAPD markerleri ile bagh genler belirlemede bulk segregant
analizi yanmnda, yakin izogenik bhatlarm kullanmmmin da. hizh ve etkili oldugunu
gostermiglerdir. Bir bitki 1slahi Griinli olan yakmn izogenik hatlar, sadece ilgili gen
bakimindan farkhhk g0steren bireyler olarak nitelendirilebilir. Pseudomonas syringae pv.
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tomato hastaligma dayamklilk saglayan Pfo genine bagh RAPD markerlerinin
belirlenmesiyle, metodun fizibilitesinin ortaya kondugu ¢absmada, 144 primer kullamlmig
ve bunlarm yedisi polimorfik olarak rapor edilmistir. Yedi markerin dordiiniin ilave
analizlerle test edilmesi sonucunda, {i¢c markerin Pfo genine sikica bagh oldugu
bildirilmistir.

Noli vd (1996), arpa yapraklarindaki absisik asit (ABA) konsantrasyonunu kontrol
eden kantitatif 6zellik lokuslarma bagh molekiiler markerler belirlemeyi amagladiklart
calismalarinda, 60 RAPD, 25 RFLP ve 7 STS polimorfizmi elde etmislerdir. Datalarm
degerlendirilmesi sonucunda ABA ekspresyonunu kontrol eden kantitatif lokuslar
tizerinde gevre sartlarmn etkisinin yliksek oldugu ve bu lokuslarin tatmin edici olarak
belirlenebilmesi i¢in ¢cok sayida gevrede test edilmesinin gerekliligi vurgulanmstir.

Ammiraju vd (2000), bugdayda dane biiyiikliigline bagli molekiiler markerler
belirlemede ISSR ve RAPD tekniklerini kullanmuglardir. 480 RAPD ve 100 ISSR
primerinin ilgili lokus i¢in tarandif1 ¢ahgmada, {i¢ ISSR markerinin kii¢iik dane
biiytikliigii ile iligkili oldugu goriiliicken, dort ISSR ve iki RAPD markerinin iri danelerle
iligkili oldugu bulunmugtur. Yine bugdayda, dane protein igerigine bagh molekiiler
markerler belirlemede ISSR ve RAPD markerleri kullanilmigtir (Dholakia 2000). 85
ISSR ve 350 RAPD primerinin, 106 rekombinant kendilenmis hatta test edilmesiyle
toplamda dokuz markerin ilgili 6zellige bagh oldugu bulunurken, bunlardan {i¢ primerin
her bir lokasyonda stabil oldugu bulunmustur. Ozelligin kantitatif olmasi nedeniyle, kalan
alt1 markerin lokasyona 6zel oldugu bildirilmigtir.

RAPD teknigi, ilgili gene bagh markerler belirlemeden sonra en ¢ok genetik
varyasyonlarin belirlenmesinde kullamimaktadwr. Shah vd (1994), Afiika’dan toplanan
hurma agaci Orneklerinde genetik varyasyonu belirlemede RAPD markerlerinden
faydalanmuglardir. 20 RAPD primerinin kullanildigi ve dokuzunun 0.2 kb ve 2.3 kb
arasmda degisen polimorfizmler {irettigi ¢alisgmada genotipler arasinda yiiksek oranlarda
polimorfizmler tespit edilmigti. Hurma agacmin dogal dagihst goz 6niinde
bulundurularak, Nijerya ve Kamerun genotiplerinin ¢ok daha fazla farklilik g6stermesi
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beklenirken, Kamerun en az degiskenlik g&steren grup olarak belirmigtir. Igbal vd
(1997), elit pamuk varyetelerinin genetik gesitliliklerini degerlendirdikleri ¢ahgmalarmda,
Gossypium hirsutum L. tlriine ait 22 varyete ile, G. arboreum tiiriine ait bir genotip 50
RAPD primeri ile analiz edilmigtir. Bir primer hari¢ 49’unun polimorfik oldugu
analizlerde, 349 band ortaya ¢ikarilmis ve 17 varyetenin iki gruba ayrilmasm: saglamustir.
CIM-1100 adh varyetenin % 57.02 benzerlikle en farkli varyete oldugu belirlenirken, %
55.7 lik benzerlikle diploid G. arboreum L. var. Ravi’nin diger tetraploidlerden olduk¢a
farkh oldugu goriilmiistir. Bu sonuglara goére, varyeteler arasi genetik iligkinin,
varyetelerin orijin merkezleri ile yakindan iligkili oldugu ve beklendigi gibi ¢ogu
varyetenin genetik tabanmin dar oldugu belirlenmistir.

Papa vd (1996), yabani ve kiiltiirii yapilan arpa genotiplerindeki genetik g¢esitliligi
RAPD analizi ile belirlemiglerdir. 18 primerin 31 genotipte 177 polimorfik band {irettigi
cahsmada, 78 bandm (% 44) tekrarlanabilir oldugu belirlenmistir. Sonugta, yabani
arpalarm kiiltirli yapilanlardan daha fazla polimorfik oldugu, yerel populasyonlarm ise
yabaniler ile kiiltiirti yapilan arpalarn arasmda yer aldig: blldmlm1§t1r Yerel ve yabani
germplasmlarm genetik ¢esitlilik bakimmdan ne kadar Snemli oldugu ve korunmasi
gerektigi yazarlar tarafindan ayrica ifade edilmigtir.

Ordon vd (1996), arpa mozaik viriisime dayanikli olan arpa gesit ve tiirlerinin
genetik cesitliligini inceledikleri aragtirmada, 32 H. vulgare ve 12 H. spontaneum tiirii 20
RAPD primerinin firettigi 544 fragment ile karakterize edilmistir. RAPD analizinin biyiik
oranlarda genetik gesitlilik ortaya ¢ikardigy calismada, virlise dayamkh olan genotipler
yedi ayr1 gruba ayrilmstir.

Atanassov vd (1998), arpada somaklonal varyasyonlarmn belirlenmesi igin yaptiklar
¢alismalarmnda, protein ve RFLP analizlerine ilave olarak RAPD markerlerini de
kullanmiglardir. 20 primerin kullanildig1 aragtirmada, OPAO8 ve OPA17 primerlerinin
somaklonlarda DNA polimorfizmleri verdigi ve bunlarin tekrarlanabilir oldugu tespit
edilmistir. Somaklonal varyasyonlar1 ortaya ¢ikarmada RAPD’in ilk defa kullamidigim
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belirten yazarlar, OPA17 markerinin somaklon 34 ve 19°da diger somaklonlarda olmayan
polimorfizmler ortaya ¢ikardigini bildirmiglerdir.

Farooq vd (1998), Basmati ve Basmati olmayan g¢eltik genotiplerini ayirt etmede
RAPD analizini kullanmmglardir. S-13, S-19 ve S-18 olmak lizere ii¢ ayn primerin,
Basmati olmayan varyeteler igerisinden Basmati genotiplerini segmede bagarih oldugu
bulunmugtur. Ug primerin verdigi bes RAPD fragmentinden birinin Basmati-Pak, ikisinin
Jhona-349 ve IR-16 isimli Basmati grubu genotipleri i¢in spesifik oldugu bildirilmigtir.
Ote yandan, S-13, R-15, R-17 ve R-18 adl dort RAPD primeri Basmati genotipi
icerisinde yer alan Basmati-Pak, Basmati-198, Kashmir Basmati ve Basmati-370
genotiplerini ayirt etmede bagaril bulunmustur.



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Aragtirma Yeri

Aragtirmada kullanilan F, populasyonlarmmn elde edilmesinde ve konfirmasyon i¢in
kullanilan F; populasyonlarnm yetistirilmesinde Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimiine ait olan {i¢ numarah parsel kullamlmugtir. DNA izolasyonlarmin
yapildia F, populasyonun yetistirilmesi ise, Ingiltere’nin Cambridge kentinde yer alan
National Institute of Agricultural Botany (NIAB) isimli enpstitiiye ait seralarda
gergeklestirilmigtir. Aragtirmanm tiim DNA analizleri yine bu enstitliye bagh Molecular
Biology and Diagnostic seksiyonunda yapilmustir.

3.2. Genetik Materyal

Aragtirma materyali olarak kapali kapsiillilitk o6zelligi icin agilim gosteren F,
populasyonlarindan elde edilen DNA’lar kullamilmistir. Bu populasyonlan elde etmek
amaciyla, 1995 yillmda Gamma gmlar: ku]lanﬂarak olusturulan ilk yapay kapah kapsiilli
mutantlar (ccl, cc2, cc3; Cagirgan 1996, 1997) ile 1942 yilinda Venezuela’da bulunan
dogal mutant (idid), 1998 yiinda Muganh-57 g¢esidi ile melezlenmistir. Bu
melezlemelerden elde edilen tohumlar F; olarak 1999 yilinda iiretilmistir. Dért ayri melez
populasyona ait F; bitkileri Ingiltere’nin Cambridge kentinde bulunan National Institute
of Agricultural Botany adli enstitiiye ait seralarda yetistirilmek tizere hasat edilmigtir.
Bulk segregant analiﬁne (BSA; Michelmore vd 1991) uygun olarak en az 30 kapah ve 30
normal bitkinin elde edilebilmesi i¢in her bir melez populasyona ait 150 tohum 7 Ekim
1999 tarihinde F, olarak ekilmistir. Yine bulk segregant analiz yontemine uygun olmasi
bakimindan kapah kapsiilliiliik 6zelligi i¢in agthm gosteren bu melez populasyonlarmn
ebeveynleri de aym tarihte ekilmistir. Sonug olarak, dort ayn kapal kapsiilli melez
populasyonu ile bunlarin ebeveynleri olmak iizere toplam 670 bitki serada yetigtirilmis ve
yapraklarmmdan elde edilen DNA 6rnekleri molekiiler analizlerde kullamlmak {izere esit
miktarlarda havuzlanarak bulk DNA’lar olugturulmustur.
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3.3. Metod

3.3.1. Melezleme teknigi

Susam ¢igeklerinde biri fonksiyonel olmayan toplam bes erkek organ ve bir disi
organ bulunmaktadir. Emaskulasyon iglemi, ta¢ yapragm kopartimasiyla birlikte ayn
anda erkek organlarm da ¢igekten ayrilmasi nedeniyle kolaylikla yapilabilmektedir.
Melezlemelerde ana ebeveyn olarak segilen bitkiler, melezlemeden bir giin dnce aksam
saatlerine (16:00-18:00) dogru tag yapragm kopartiimastyla emaskule edilmigtir. A¢iga
¢ikan disi orgamin yabanci polen tozlarma karsi izolasyonu, sivi igecekleri igmede
kullamlan ince plastik pipetlerle saglanmistir. Bunun i¢in, yaklagik 2 cm uzunlugunda
kesilen pipetler, disi organa ¢anak yapraklar1 da i¢ine alacak sekilde uzunlamasma
gecirilmis ve kiigiik kuyumcu etiketleriyle figlenmistir. Ertesi giin sabah erken saatlerde
(05:00-08:00) baba ebeveyn olarak segilen bitkilerin bol polen igeren ¢igekleri alnarak,
izole edilen disi orgamn tepecigine siiriilmistiir. Yeterince polenin tepecige
bulastiriimasmin ardindan disi organ yine aym pipetle izole edilmistir ve babanmn genotipi
etiketin {izerine yazilmustir. Melezlemeden iki giin sonra pipetler toplanarak melez
kapsiiltin olgunlagmasi beklenmistir.

3.3.2. Materyalin yetistirilmesi

Melezlemelerden elde edilen F; ve konfirmasyon i¢in kullanilan F; populasyonlarina
ait her bitki 2 m uzunluundaki tek swalarda yetistirilmigtir. Parseller sira aras1 70 cm
olacak gekilde diizenlenmigtir. Cikistan 10-15 giin sonra F,’lerde swra tizeri mesafesi 10-
15 cm’e teklenmistir. N, P, K makro besin elementleri ekimle birlikte dekara 6 kg saf
madde tizerinden, 15 : 15 : 15 kompoze giibresi formunda verilmigtir. Tohumlar kuruya
ekilmis ve ekim tamamlandiktan sonra yagmurlama sistemi kurularak bitkilerin diizgiin
bir ¢ikis yapmasi saglanmmgtir. Sulama aralig: bitkilerin ve topragin durumuna bakilarak
belirlenmistir. Yabanci ot miicadelesi el ile yapims ve bitkiler 25 cm oluncaya kadar ot
almu stirdtirtilmiistiir.
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F, populasyonlar ise sera gartlarinda saksilarda yetistirilmistir. Her bir saksidan en az
bir saghkl fide elde edebilmek i¢in saks1 bagmna ii¢ tohum ekilmistir. Bunlardan iyi gelisen
ve saglikh olan fide digindakiler kopartilnustir. Saksi topraklar: 3 : 1 oranmda kompost-
kum kanigimmi seklinde hazirlanmustir. Sera sicakhigin mevceut sartlar igerisinde gelismenin
ilk doénemleri i¢in 17-19 °C, ¢igeklenme déneminde ise 24 °C olarak ayarlanmmgtir.
Sulama araligi bitki ve saksidaki toprak durumuna bakilarak belirlenmistir. Isiklanma
sliresi 16 saat aydmlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde programlanmgtir.

3.3.3. Bulk segregant analizi

Bitki fenotipleri 6ncelikle bulk segregant analizine (BSA; Michelmore vd 1991)
uygun olarak kapal kapsiillii (resesif : cccc) ya da normal (dominant : Cc/-) olarak
belirlenmistir. Her bir melez kombinasyonundan (Muganh-57 x ccl, Muganh-57 x cc2,
Muganli-57 x cc3 ve idid x Mug ) 3 kapali kapsiillii ve 3 normal bulk olmak {izere toplam
24 bulk elde edilmistir. Her bir populasyona ait 10’ar bitkiden olusan {igli kapali ve tigii
normal olmak {izere toplam 6 bulk yapilmistir. Bunun i¢in aym1 genotipe sahip (kapali ya
da normal) bitkilerin egit agirhiktaki (0.1 g) yapraklar havuzlanmustir ve bu yapraklar
DNA izolasyonu i¢in kullamlmigtir. Bunlara ilaveten, izole edilen 10 ayr1 kapali kapsiillii
ve 10 ayrt normal bireysel DNA’larm her birinden 0.5 pl DNA (25 ng)’nmn ¢ekilip
kangtirlmasiyla da bulk DNA (250 ng)’lar elde edilmistir. Boylece yaprak
havuzlanmasiyla, DNA havuzlanmasmin arasinda fark olup olmadig1 gézlemlenmistir.

3.3.4. DNA izolasyonu

Bitkiler, fenotiplerinin belirlenebilecegi yeterli olgunluga erigtiginde, bulk segregant
analizine uygun olarak kapali kapsiillii ya da normal olarak belirlenerek DNA
izolasyonlarmna baglanmugtir. DNA izolasyonlar1 hem 10’ar kapah kapsiillii ve normal
bitkilerin esit agirhktaki yapraklarmm kendi i¢lerinde bulk edilmesiyle hem de bireysel
DNA’lar elde etmek ‘iizere iki gekilde yapilmustir. DNA izolasyonlar1 Dellaporta vd
(1985) metodunun asagidaki sekilde modifiye edilmesiyle gergeklestirilmigtir.
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1. 10 bitkiden alinan egit agirhiktaki (her bir bitki i¢in ortalama 0.1 g.) taze ve geng
yapraklar, siv1 nitrojende hiicre duvarlarmin iyice kirilmasmi saglayacak toz kivam elde
edilinceye kadar ezilir.

2. Iyice ezilen yapraklara 15 ml ekstraksiyon buffer ( 100 mM Tris-HCl pH 8.3, 50 mM
EDTA pH 8.3, 500 mM NaCl ve B-mercapthoethanol) eklenerek, homojen bir karigim
elde edilinceye kadar karistirilir.

3. Olusan siispansiyona % 10’luk 2 ml SDS eklenerek dikkatle karistirihr ve 65 °C’de 12
dakika su banyosunda bekletilir. Su banyosundaki tiipler ara sira ters diiz etmek suretiyle
karistirilir.

4. Orneklere 5 M Potasyum asetat ¢zeltisinden 4.5 ml eklenip karistirilmasmdan sonra,
bes dakika stireyle inkiibasyona birakilwr.

5. Inkiibasyon sonrast 10 ml kloroform : oktanol (24:1) eklenir ve maksimum hizda 10
dakika santrifiij yapilir. Santrifij sonras1 supernatant dikkatle almr. Susam yapraklari
musilajh  oldugundan, elde edilecek DNA’larin protein tabiath bilesikler ve
polisakkaritlerden ari olmasim saglamak i¢in kloroform : oktanol ekstraksiyonu birkag
kez daha yapilabilir. Ayrica, fenol ekstraksiyonunun da bu asamada yapilmasi fenolik
bilesiklerin de uzaklastrmasimu saglayacagindan, DNA’nin yeter diizeyde temiz olmasi
beklenebilir.

6. Ekstraksiyon iglemine tabi tutulan 6rnekler -20 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

7. Sogukta bekletilen drneklere, hacimlerinin iki kat1 kadar yiizde yiizlik etanol eklenerek
dikkatlice karigtirthr.

8. Etanolde ¢oken DNA, bir kancal vasitasiyla soliisyon igerisinden almur ya da santriftij

edilerek pelet olugturulmasi saglanir. Olusan pelet % 80’lik alkolle birkag kez yikanarak,
oda sicakhgmda kurumaya brrakilir.
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9. Kuruyan pelet TE+RNase igerisinde ¢dziiliir ve gerektiginde kullamlmak iizere -20
°C’de saklanr.

Yukaridaki protokole gére elde edilen bulk, ebeveyn ve bireysel DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlan standart bir DNA (calf thymus) kullamlarak 50 ng/ul’ye ayarlanmgtir.

3.3.4.1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

- Siv1 Azot

- Ekstraksiyon buffer (50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl ve 10 mM p-
mercapthoetanol): 100 ml’lik ekstraksiyon buffer hazirlamak i¢in; 2 M stok Tris-HCI (pH
8.3) ¢ozeltisinden 5 ml, 0.5 M stok EDTA (pH 8.3) ¢ozeltisinden 10 ml ve 5 M stok
NaCl ¢ozeltisinden 10 ml gekilip, su ile 100 ml’ye tamamlamr. Kullanmadan hemen &nce
70 pl B-mercapthoetanol eklenir.

- SDS (% 10): 10 gr SDS 100 ml’den az olan bir su miktart igerisinde eritilip, hacmi 100
ml’ye tamamlanarak elde edilmistir.

- 5 M Potasyum asetat: 49.07 g potasyum asetata hacmi 100 ml olacak sekilde destile
suyun ilave edilip otoklavlanmasiyla elde edilmistir.

- Kloroform-oktanol (24:1): 96 ml kloroform ve 4 ml oktanol’un kanstirimasiyla 100
ml’lik soliisyon elde edilmistir.

- Etanol (% 100 ve % 80) ve fenol (% 100)
- Tris/EDTA (TE) buffer (10 mM Tris-HCI pH 8.3 ve 1 mM EDTA pH 8.3): 2 M Tris-

HClI'den 0.5 ml ve 0.5 M EDTA’den 0.2 ml ¢ekilip hacimlerinin 100 ml’ye
tamamlanmasiyla elde edilmigtir.
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- TE+RNase: 10 ml TE buffer ¢dzeltisine 10 mg/ml’lik RNase’dan 1 pl ilave edilerek
elde edilmigtir.

- 2 M Tris-HCl: 24.22 g tris base’e hacmi 100 ml olacak sekilde destile su ve pH’smm
8.3 olana dek HCl asit eklenip, otoklavlanmasiyla elde edilmistir.

- 0.5 M EDTA: 18.71 g EDTA kimyasalina, hacmi 100 ml olacak sekilde destile su ve
pH’sinin 8.3 olana dek NaOH eklenip, otoklavlanmasiyla elde edilmigtir.

- 5 M NaCl: 29.22 g NaCl’e hacmi 100 ml olacak sekilde destile suyun ilave edilip
otoklavlanmasiyla elde edilmistir.

- 5 x TBE Buffer: 108 g tris base, 55 g Borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.3)’nm
kangtirhip hacimlerinin su ilave edilerek 2 litreye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

- 0.5 x TBE Buffer: 100 ml 5 x TBE buffer soliisyonuna 900 ml su eklenmesiyle elde
edilmigtir.

- Agaroz jel (% 1): 100 ml 0.5 x TBE buffer igerisine 1 g agaroz eklenip mikrodalga
firmda eritilmesi sonucunda % 1°lik agaroz jel elde edilmistir.

- Ficoll Orange G dye [FOG dye; DNA yiikleme boyasi (% 10 Ficoll, % 0.05 Orange G
ve 100 mM EDTA)]: 10 ml Ficoll, 0.05 ml Orange G ve 20 mM EDTA iizerine hacim
100 ml olacak sekilde su eklenmesiyle elde edilmistir.

3.3.5. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) analizi
DNA o6rneklerinin izole edilip konsantrasyonlarmin 50 ng/ul’ye ayarlanmasindan
sonra kapah kapsiilliiliik mutant karakterine bagh markerler bulmak {izere AFLP

analizlerine baslanmugtir. Bunun igin, mevcut AFLP teknolojisi (Zabeau ve Vos 1993,
Vos vd 1995) bazi modifikasyonlariyla birlikte ik defa susam bitkisine adapte edilmistir.

36



Toplamda 72 farkli AFLP primer kombinasyonu (Cizelge 3.1) susam i¢in modifiye edilen
agagidaki protokol takip edilerek denenmistir.

Cizelge 3.1. Susamda kapah kapsiilliiliik mutant karakterine bagh molekiiler markerler
belirlemede kullamlan segici AFLP primer kombinasyonlari.

AFLP primer EcoRI primerleri Msel primerleri
kombinasyonlar

AFLP1 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP2 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP3 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP4 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLPS GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP6 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP7 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLPS8 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP9 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP10 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP11 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP12 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP13 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP14 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP15 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP16 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP17 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP18 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP19 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP20 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP21 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP22 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP23 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP24 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACAG
AFLP25 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP26 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP27 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP28 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP29 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP30 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP31 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP32 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACAT
AFLP33 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP34 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP35 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP36 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP37 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACTC
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AFLP38 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP39 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP40 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACTC
AFLP41 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP42 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP43 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP44 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP45 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP46 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP47 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP48 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACTG
AFLP49 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLP50 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLP51 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACIT
AFLP52 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLP53 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLP54 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLPS55 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLP56 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACTT
AFLP57 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP58 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP59 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP60 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP61 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP62 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP63 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP64 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACA
AFLP65 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP66 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP67 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP68 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP69 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP70 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP71 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGTCCTGAGTAACC
AFLP72 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCTGAGTAACC

1. DNA’larn kesimi

50 ng/ul’lik DNA Ornekleri asagidaki gibi 25 pl’'lik reaksiyon hazirlanarak, 4 saat
stireyle bir PCR’da ya da 37 °C’ye ayarlanabilen bir etiivde inkiibe edilerek kesime tabi

tutulurlar. Diger taraftan 4 saatlik siireyi tam bir kesim elde etmek amaciyla uzatmak

miimkiindiir.
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Miktar

50 ng/pul DNA 6rnegi (250 ng/pl) 5pul

10 x One Phor All Buffer (Pharmacia) 2.5u

EcoRI (2.5 U) (NEB) 0.125 ul

Msel (2.5 U) (NEB) 0.625 pl

AFLP i¢in yiiksek kaliteli su (Sigma) 16.8 ul
25 ul

37 °C’de 4 saat siireyle inkiibasyon

Kesime tabi tutulan ve toplam hacmi 25 pl olan DNA &rneklerinin kesilip
kesilmedigini gérmek amaciyla, tiiplerden 5 pl gekilir ve 1 pl bromophenol blue ya da
Ficoll Orange G (FOG) dye ile karistirilir. Daha sonra % 1.5’luk agaroz jele yiiklenerek,
yiiriitiiliir (Sekil 3.1). Sekil 3.1°deki gibi DNA’lar “smear” seklinde goriiliiyorsa kesim
gergeklesmis demektir. DNA’larin kesildigi goriildiigiinde, adaptérlerin baglanmasi i¢in

agagidaki master mix hazirlanir.

Sekil 3.1. DNA 6rneklerinin EcoRI ve Msel restriksiyon enzimleri ile kesilmesi

T.C. YOKSEXOBRETIM KuRyLy
& DOKUMANTASYON MERKEZ)



2. Adaptorlerin baglanmasi

Miktar
10 x One Phor All Buffer 0.5 pl
10 mM ATP 0.5 pl
EcoRI adaptorii 0.5 ul
Msel adaptorii 0.5 ul
T4 DNA Ligase (1U) (Pharmacia) 0.18 pul
AFLP i¢in yiiksek kaliteli su (Sigma) 2.82 ul

5.0 ul

Her bir kesilmis DNA o6rnegine yukaridaki gibi hazirlanan master mix’den 5 pl
eklenir ve 37 °C’de, en az 12 saat inkiibasyona birakilarak EcoRI ve Msel adaptorlerinin

spesifik uglara baglanmasi saglanir.
3. On-secici amplifikasyon
DNA’larm EcoRI ve Msel enzimleri ile kesilmesi ve bunlarm adaptorlerinin

protokole uygun olarak baglanmasiin ardindan, elde edilen reaksiyonlar, 1 segici baza

sahip primerlerle agsagidaki protokol uyarinca amplifiye edilir.

Miktar
Adaptor baghh DNA 2ul
2 x core mix 10 ul
(20 mM Tris-HCI pH 8.3, 3 mM MgCl,,
100 mM KCl, 0.2 mM dNTPs)
Taq polymerase (0.4 U) 0.08 pul
On-segici primer ¢ifti: Her bir primer 30 ng/ul 1.0 pl
AFLP i¢in yiiksek kaliteli su 6.92 ul
20 pl
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Adaptor baglh DNA’dan 2 pl kullanmak suretiyle hazirlanan 6n-segici amplifikasyon
asagidaki programa gore PCR (Perkin Elmer) yapilir.

PCR programt

25 dongii:
94 °C’de 30 saniye
56 °C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
+4 °C o

Elde edilen 20 pl'lik PCR diriinlerinden 3 pl gekilerek % 1.5’luk agaroz jelde
amplifikasyonun olup olmadig1 kontrol edilir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Kesilen ve adaptorleri bajlanan DNA &rneklerinin 1 segici bazla

amplifikasyonunun kontrolii.
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Sekil 3.2°deki gibi smear goriintiisiiniin olusmasina gore kontrol edilen &n-segici
PCR iiriinleri, olduk¢a konsantre olduklarindan 1:10 oraminda TE,; ile sulandirilir. Yani
kalan 17 pl’lik reaksiyona 153 pl TE,, eklenir.

4. Segici amplifikasyon

Sulandirilan 6n-segici PCR iiriinlerinden 2.5 pl ahnarak asagidaki reaksiyon
hazirlanir ve segici PCR yapilir.

Miktar
Sulandirilmug PCR iiriinleri 2.5l
2 x PCR core mix Spul
1 uM EcoRI* primerleri (3 segici bazl) 0.4 pl

(* EcoRl, IRD (kirmiz1 &tesi) 700 Dye ile
isaretlenmistir (MWG Biotech, Milton Keynes, UK).
5 uM Msel primerleri (3 ya da 2 segici bazli) 0.6 pl

Taq polymerase (0.2 U) 0.04 pul
AFLP igin yiiksek kaliteli su sl
10 pl
PCR program
1 dongii:

94 °C’de 30 saniye
65 °C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
Bu program 12 kez tekrar edilir ve her dongiide annealing sicakligi 0.7 °C diistirtiliir
(65’den, 56.6 °C’ye kadar). Ardindan 23 dongii asagidaki program takip edilir.
PCR programi
23 dongii:
94 °C’de 30 saniye
56 °C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
+4 °C 0

42



5. LiCor otomatik sekanslayici

Elde edilen segici amplifikasyon iiriinlerinin her birinden 2 pl almir ve 1 pl LiCor
yiikleme tamponu (% 0.05 w/v pararosaniline, 10 mM EDTA ve % 95 v/v formamid) ile
kangtirilir. Bu karigim 95 °C’de 2 dakika denature edilir edilmez hemen buz iizerine
yerlestirilir. En az iki saat ncesinden hazirlanmis LiCor poliakrilamid jele 1 pl olarak
yiiklenir ve 40 W sabit giicte LiCor Gene ReadIR 4200 otomatik sekanslayici sistemde
(LiCor, Nebraska, USA) elektroferez yapilir. Sonuglar dijital olarak bir CD’ye kaydedilir.

Takip edilen bu protokol 15181 altinda, susamda kapali kapsiilliilik mutant karakterine
bagli molekiiler markerler elde etmek amaciyla yapilan AFLP analizini kisaca dzetlemek
gerekirse: 250 ng genomik susam DNA’lart dort saat siireyle EcoRI ve Msel restriksiyon
enzimleriyle kesime tabi tutulmuslardir. EcoRI (GACTGCGTACCAATTC) ve Msel
(GATGAGTCCTGAGTAA) adaptorlerinin kesilen DNA fragmentlerine ligasyonunun
ardindan, 3° uclarmda birer secici nitkleotid tastyan EcoRI (GACTGCGTACCAATTCA)
ve Msel (GATGAGTCCTGAGTAAC) primerleriyle 6n-segici amplifikasyon yapilmustir.
Bu amplifikasyonu 3’ ucunda ii¢ segici bazli EcoRI ve hem ii¢ hem de 2 segici baza sahip
olan Msel primerleriyle yapilan ikinci bir amplifikasyon takip etmistir (segici
amplifikasyon). EcoRI secici primerlerinin ucu IRD-700 Dye (MWG Biotech, Milton
Keynes, UK) ile isaretlenmistir. 10 pl’lik segici amplifikasyon reaksiyonundan 2 pl
cekilerek, 1 pl yiikleme boyasi (% 0.05 w/v pararosaniline, 10 mM EDTA ve %95 v/v
formamid) ile kangtwilmug ve 94 °C’de 2 dakika denature edilmigtir. Denaturasyon
sonrast 1 pl DNA ve yiikleme boyasi karigimi %6°lik poli akrilamid jele [SequaGel-6
(National Diagnostics)] yiiklenerek 40 W sabit gii¢ altinda LiCor Gene ReadIR 4200
otomatik sekanslayicida (LiCor, Nebraska, USA) elektroferez edilmistir. Sonuglar dijital
olarak CD’ye kaydedilerek, yorumlanmugtir.

3.3.5.1. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

LiCor otomatik sekanslayiciya uygun poliakrilamid jelin hazirlanmasi igin gerekli

ekipman ve kimyasallar s6yledir:



a. Iki adet orta boy cam ekipman (Yaklasik 35 cm uzunluk, 20 cm genislik ve 4 mm
kalmnlik)

b. 0.25 mm’lik plastik jel kalmlik verici.

¢. 0.25 mm’lik tarak boslugu olusturucu

d. Cam ekipmam sikacak iki adet vidah mengene

e. Lif birakmayan beyaz pegete

f. % 50 etanol

g. SequaGel-6 ve SequaGel Complete Buffer (National Diagnostics)
h. Amonyum persiilfat (Sigma)

1. Kahinlig1 0.25 mm’den az olan bir adet plastik kancal

j. 50 ml'lik sirnga

Iki adet orta boy cam ekipman %50°lik alkol ve lif birakmayan pegete kullamilarak
iyice temizlenir. Ozellikle camlarin jel dokiilecek i¢ yiizeylerinde hic bir kir lekesi ve toz
par¢asimin kalmamasina dikkat edilir. Aksi takdirde, AFLP profili iizerinde bu lekeler
biiyiik siyah noktalar seklinde goriilebilir ve o bolgedeki bandin goriilmesi engellenir.
Ayrica, toz pargalan ya da pegete lifleri jelin dokiilirken cam ekipman igerisinde
ilerlemesini durdurup, o bolgelerde hava kabarciklarinin olusmasma neden olabilir.
Elektroferez esnasinda bu kabarciklar DNA’nin bloke edilmesine neden olarak
yliriitiilmesine engel olabilir. Cam iizerindeki toz veya lekeler 1513in cam yiizey tizerinde

yansitilmastyla goriilebilir.

Iyice temizlenen iki cam ekipmanimn arasina 0.25 mm’lik jel kalnlik verici yerlestirilir
ve mengenelelerle sikigtirilir. Jel tabakalar boylece hazir hale getirilmis olur ve jel

hazirlamak tizere birakilir.

50 ml % 6’lik poli akrilamid jel hazirlamak i¢in 40 ml SequaGel-6 ve 10 ml Buffer
Reagent (National Diagnostics) karistirilir. Amonyum persiilfat bir efendorf tiipiinde
hazirlanir (1.5 mg amonyum persiilfat : 1.5 ml su). Hazirlanan soliisyonlarla jel tabakanin
yanna gidilir ve amonyum persiilfatin SequaGel-6 karigimina eklenmeden 6nce her tiirlii

ekipmanm bulundugundan emin olunur (Tarak boslugu olusturucu, plastik kancal siringa,
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vs.). Zira, amonyum persiilfatin eklenmesiyle birlikte kimyasal polimerizasyonun hemen
olugmasi, gerekli ekipmann yoklugunda, jeli dokmeden jelin donmasima neden olur. 400
ul amonyum persiilfat SequaGel-6 karigmmina eklenir ve siringa igerisine gekilir. Siringa
oncelikle jel tabakamn ug tarafindan son tarafina dogru hizlica sikildiktan sonra jelin orta
kismuna gelinir ve agir agir sikilmaya devam edilir. Jel bir toz pargasma takihp ilerlemesi
durdugu takdirde, o toz par¢asiun iistiine hafif¢e vurularak jelin yeniden cam tabakalar
arasinda ilerlemesi saglamr. Cam tabakanin tabanina kadar jelin yerlesmesinin ardindan,
eger hava kabarcigi olustuysa, bunlar plastik kancal vasitasiyla jelden uzaklastirilir ve
tarak bosluk olusturucu yerlestirilerek mengenenin en tist vidasi da sikistirilir. Son olarak
arta kalan katilagmig akrilamid jel, hava kabarcig1 olusumunu engellemek amaciyla cam
tabakalarin agikta kalan kisimlarmu kapatmada kullambr ve jel, polimerizasyonun tam
olmasi amaciyla en az iki saat siireyle bekletilir.

Jelin iki saat bekletilmesinin ardindan tarak boslugu olusturucunun iizerine saf su
sikilarak gevsetilir ve dikkatlice ¢ikartiir. Tarak boslugu icerisinde kalan akrilamid
parcalan su ve kancal vasitasiyla bosluktan dikkatlice uzaklastiriir. Bu asamada jele hig
bir zarar verilmemesi 6nem tagimaktadir. Ciinkii kancalin jele ufak bir temasi dahi, AFLP
profilinde DNA bandlarmin kaymasma neden olabilmektedir. Cam tabakalarm dig
yiizeylerinde hi¢ bir kir ve leke kalmayana dek temizlenir ve jel, DNA’lan yiiklemek ve
yiiriitmek tizere LiCor otomatik sekanslayiciya yerlestirilir.

3.3.5.2 AFLP analizinde kullamilan kimyasallar ve ¢ozeltiler
- 10 x One Phor All Buffer (Pharmacia)

- 2.5 Unite EcoRI restriksiyon enzimi (NEB)

- 2.5 Unite Msel restriksiyon enzimi (NEB)

- AFLP i¢in yiiksek kaliteli su (Sigma)
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- 10 mM ATP (Pharmacia)

- EcoRI adaptérii (MWG, Milton Keynes, UK): Cift sarmalli EcoRI adaptorii yapmak
i¢in adaptor ¢iftinin konsantrasyonlar: 2.5 pM olacak sekilde sulandirilir. 95 °C’lik sicak
bir blokta birkag dakika sitilir. Oda sicakhignda birkag saatligine sogumaya birakilan

adaptorler birlegerek ¢ift sarmalli EcoRI adaptoriinii olustururlar.

- Msel adaptérii (MWG, Milton Keynes, UK): Cift sarmall Msel adaptorii yapmak igin
adaptor ciftinin konsantrasyonlar1 25 pM olacak sekilde sulandirihir. 95 °C’lik sicak bir
blokta birka¢ dakika sitilir. Oda sicakliginda birkag saatligine sogumaya birakilan

adaptorler birleserek ¢ift sarmalli Msel adaptoriinii olustururlar.

- 1 Unite T4 DNA Ligaz (Pharmacia)

- 2 x Core Mix (20 mM Tris-HCI pH 8.3, 3 mM MgCl, 100 mM KCl, 0.2 mM dNTPs):
1 ve 100 reaksiyon i¢in agagidaki gibi hazirlanir.

Stok soliisyonlar 1 reaksiyon i¢in 100 reaksiyon icin
Tris-HCI1 (200 mM) 1 pl 100 pl
MgCl, (25 mM) 1.2 ul 120 pl
KC1 (2M) 0.5 ul 50 pl
dNTP (20 mM) 0.2 ul 20pl
Su 7.1 pl 710ul
Toplam 10 pl 1000 pl

- Taq polimeraz (0.4 ve 0.2 Unite)

- On-segici primer ¢ifti (30 ng/ul): 100 uM ve 514.46 ng/ul yogunlugundaki stok EcoRI
on segici primerinden 6.4 ul; 100 uM ve 522.19 ng/ul yogunlugundaki stok Msel on-
segici primerinden ise 6.3 pl ¢ekilip, toplam hacmin 110 pl olmasim saglayacak kadar

destile suyun ilave edilmesiyle elde edilmistir.
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- TEy, buffer: 10 ml TE buffer igerisine 90 ml su eklenmesiyle elde edilmistir.

- 1 uM EcoRI segici primeri (MWG, Milton Keynes, UK)

- 5 uM Msel segici primeri (MWG, Milton Keynes, UK)

- Agaroz jel (% 1.5): 100 ml 0.5 x TBE buffer igerisine 1.5 g agaroz eklenip mikrodalga
firinda eritilmesi sonucunda % 1.5’luk agaroz jel elde edilmistir.

- Ficoll Orange G dye [FOG dye; DNA yiikleme boyasi (% 10 Ficoll, % 0.05 Orange G
ve 100 mM EDTA)]: 10 ml Ficoll, 0.05 ml Orange G ve 20 mM EDTA iizerine hacim
100 ml olacak sekilde destile su eklenmesiyle elde edilmistir.

- LiCor poli akrilamid jel igin DNA yiikleme buffer (% 0.05 pararosaniline, 10 mM
EDTA, % 95 formamid): 0.025 g pararosaniline, 0.5 M EDTA stok ¢ozeltiden 1 ml ve
47.5 ml formamid karistiriip hacmin destile su eklenerek 50 ml’ye tamamlanmasiyla elde
edilmistir.

- 10 x LiCor TBE Buffer: 162 g tris base, 25.5 g borik asit ve 9.3 g EDTA’nm karigtirilip

hacmin destile su eklenerek 1 litreye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

- 1 x LiCor TBE Buffer: 100 ml 10 x LiCor Buffer soliisyonuna 900 ml su eklenerek elde
edilmistir.

- LiCor poliakrilamid jel
3.3.6. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) analizi
Kapal kapsiillillik mutant 6zelligine bagh molekiiler markerler belirlemede AFLP

analizi yaninda RAPD (Welsh ve McClelland 1990, Williams vd 1990) analizi de
kullamlmgtir. 12 farkh RAPD primeri (# 70, UCD 58, H5, Primer 9, UCD 3, UCD 11,
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UCD 60, Primer 4, ATC 61, H8, G19, UCD 57) ilgili 6zellige bagh marker ya da
markerler bulmak {izere denenmistir. Bunun i¢in RAPD reaksiyonlar: asagidaki sekilde
hazirlanmugtr.

Master miks 1 reaksiyon i¢in 25 reaksiyon icin 100 reaksiyon i¢in
dH,0 16.6875 ul 417.1875 pl 1668.75 pl

4 mM MgCl, 4 ul 100 pl 400 pl

10 x PCR Buffer 25pl 62.5 ul 250 pl
0.2 mM dNTP 0.25 pl 6.25 ul 25 ul
BSA (1:100) 0.25 pl 6.25 ul 25 ul
Tagq polimeraz (1:100) 0.25 ul 6.25 pl 25 ul

0.5 pM Primer 0.0625 pl 1.5625 pul 6.25 ul

Toplam 24 pl 600 pl 2400 pl

Bir reaksiyon igin hazirlanan 24 pl master miks karigimi, 1 pl bulk DNA kalibmna
eklenerek 25 pl hacme sahip RAPD 6rnegi, PCR yapmaya hazir hale getirilmistir. RAPD

analizleri igin PCR ddngii parametreleri su sekilde benimsenmistir:

Oncelikle iyi bir denaturasyonun olmasi amaciyla, DNA Srnekleri 94 °C’de 2 dakika
bekletilmiglerdir. Ardindan 40 dongii asagidaki program takip edilmistir.

1 déngii:
94 °C’de 30 saniye
37°C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
+4 °C

Niikleotidlerin iyice sentezlenmesini saglamak amaciyla da 40 dongii sonunda

ornekler 72 °C’de 5 dakika bekletiimislerdir. PCR dongiilerinin bu sekilde

tamamlanmasiyla agaroz jel elektroferez yapilmaya hazir RAPD iiriinleri elde edilmistir.
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3.3.6.1 Agaroz jel elektroferezi

RAPD analizleri igin % 1.5 olarak hazirlanan agaroz jel, jel elektroferez kabma
dikkatlice dokiilmiis ve en az 30 dakika polimerizasyona birakilmustir. 0.5 x TBE igeren
elektroferez tankma, polimerizasyonunu tamamlamus jel dikkatlice yerlestirilmis ve
dikkatlice tarak gikartilarak, DNA 6rneklerinin yiiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur.
Burada, jelin iist ylizeyinin 0.5 x TBE buffer ile tamamen kaplandigindan emin
olunmustur. PCR sonucu olugan 25 pl hacimli RAPD iiriinlerine 10 pl Orange G DNA
yiikleme boyasi eklenmis ve yiiriitiilmek iizere bu karigimdan (RAPD iiriinii + Orange G)
20 pl jele yiiklenmigtir.

80 voltta yaklasik bir saat yiiriitiilen DNA 6rnekleri, etidium bromid ile bir shaker
ilizerinde 30 dakika siiresince boyanmustir. Bilgisayara bagh UV transilimunatore
yerlestiren drnekler, kamera vasitastyla resimleri gekilmis ve dijital data olarak bilgisayara
kaydedilmistir. Sonuglar elde edilen resim iizerinde ilgili 6zellik bakimindan bir farklihk
olup olmamasina gore yorumlanmugtir.

3.3.7 Kapah Kkapsiillilik mutant karakterine bagh molekiiler markerler
belirlemede AFLP ve RAPD markerlerinin kullanilmasi

Bulk segregant analizine uygun olarak, aym fenotipe sahip (kapali ya da normal)
bireylerin meydana getirdigi her bir agilan populasyona ait 6 bulk DNA 6rnegi ve bunlarin
ebeveynleri AFLP ve RAPD analizlerinde, ilgili 6zellige bagh markerler belirlemek tizere
kullanilmuslardir. Herhangi bir polimorfizmin kolayhkla AFLP ve RAPD profillerinden
goriilebilmesi igin kapal kapsiillii ebeveyn, kapali kapsiillii bulklar (bir populasyonun 3
bulk DNA’s1), normal bulklar (aym populasyonun normal fenotipli 3 ayr1 bulk DNA’s1)
ve normal ebeveyn sirasi takip edilerek yiikleme yapimustir. Dolayisiyla ilk 4 siitunun
kapali, sonraki 4 siitunun normal fenotipli DNA’larin olusturdugu analizlerde, muhtemel
bir polimorfizm kolaylikla goriilebilmistir. AFLP i¢in 72 farkh primer kombinasyonu,
RAPD igin ise 12 farkli primer, sirasiyla ilgili 6zellige bagh marker ya da markerler

bulmak {izere susam genomunu taramistir.
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3.3.8. F; dol kontrolii

Markerlerin belirlendigi populasyonlardan Muganh x cc3 populasyonuna ait olan ve
DNA 6rneklerinin alindig1 bireylerin tohumlari, bulunan markerin bir de tarla sartlarinda
konfirmasyonu igin F; olarak yetistirilmistir. Her bir F, bireyinin tohumlan tek siralara
ekilmis ve agihm oranlarinda meydana gelebilecek sapmalardan kagmmak i¢in gikistan
sonra susam yetistiriciliginde normal olarak uygulanan tekleme yapilmamustir. Bitkilerin
cigeklenmesinin ardindan her bir siradaki bitkilerin kapali ya da agik olmasma gore
agihimlari belirlenmis ve F»’deki genotipik yapisi hakkinda karar verilerek, molekiiler
analiz sonuglariyla uyumu degerlendirilmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonun Optimizasyonu

Susamun taze yapraklarmdan DNA izolasyonu sorunlu ve zahmetli olmaktadir. Bhat
vd (1999) -80 °C’de dondurulmus yaprak &rneklerinden DNA izolasyonlarim Saghai-
Maroof vd (1984)’nin protokoliinii kullanarak basarirken, Chung vd (1998) susam
tohumlarindan DNA izolasyonunun yapilabilecegini gostermislerdir. Bununla birlikte,
susamun taze yapraklarmdan DNA izolasyonunun gergeklestirildigi bir literatiir bilgisi
mevecut degildir. Susamin bu konuda da ihmal edilmis olmasi, ¢alismanin daha DNA
izolasyonlar1 asamasinda sikintidarin  yasanmasma neden olmugtur. CTAB gibi,
miniprep DNA izolasyonu gibi genis oranda kabul goren ve birgok bitki tiiriine
uygulanan yontemler, bu ¢ahgmada kullamlmasma ragmen susamun taze yapraklarindan
DNA izolasyonun gergeklestirilmesine olanak vermemistir. Sonunda Dellaporta vd
(1985)’nin  protokolii kullamlarak susamun taze yapraklarmdan DNA izolasyonu

basarilabilmistir.

Dellaporta vd (1985)’nin metoduna gore izole edilen DNA’lar EcoRI ve Msel
enzimleri ile kesime tabi tutulmus ancak kesim meydana gelmemistir. DNA &rnekleri
PCR ile amplifiye olmalarma ragmen, restriksiyon enzimleri ile kesime cevap
vermemistir. Susam  yapraklarimn musilajhi  olmasi, fenolik bilegiklerin  ve
polisakkaritlerin DNA 6meklerinde muhtemelen bol miktarda bulunmasma neden

olmus ve bu durum, restriksiyon enzimlerinin aktivasyonunu engellemistir.

Bu asamada, bazi ticari DNA temizleme kitleri, DNA orneklerinin kesilmesini
saglayacak diizeyde fenolik bilesik ve polisakkaritlerden armdinlmasinda kullanilmus,
ancak sonu¢ istenen diizeyde olmamustir. Susam DNA’lar, kitler kullamlarak
temizlenmis ancak bu kez DNA miktarlarinda biiyiik kayiplarin meydana geldigi
goriilmiistir. Muhtemelen, polisakkarit ve fenolik bilesikler, DNA ile i¢ ige gegerek
kompakt bir yap: haline gelmigler ve kit kolumlarinn iizerinde yer aliwrken, kompakt
halde bulunmayan az miktardaki DNA kisimlar1 kolumdan gegmeyi basarabilmislerdir.
Ne var ki, az miktardaki DNA ile genomun biiyiik bir boliimiiniin ilgili 6zellik i¢in
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taranmasi miimkiin degildir. Bu nedenle, degisik temizleme teknikleri formiile edilmeye
caligilmstir. Birgok kez tekrar edilen kloroform ve fenol ekstraksiyonlan ile birlikte,
DNA orneklerinin  siirekli ¢oziiliip tekrar ¢okertilmesi, DNA’nin yeter diizeyde
temizlenmesine olanak vermistir.

DNA’larin iyice ¢ozillmesi, kompakt yapmm ayrilmasim saglanustir. Burada
yapilan fenol ve kloroform ekstraksiyonlar1 ayrlan fenolik bilesikleri ve polisakkaritleri
uzaklastirmgtir. Tekrar ¢okertilen DNA’nin yeniden ¢oziilmesi sonucunda serbest kalan
fenolik ve polisakkaritlerin tekrar ekstrakte edilerek bir grup daha istenmeyen bilesigin
uzaklagtmlmast miimkiin olmugtur. Bu prosediiriin birkag kez tekrari restriksiyon
enzimleri ile kesimi saglayacak kadar temiz DNA’min elde edilmesini saglamustir.
Cahgmada kullanilan biitiin DNA’lar bu sekilde temizlenerek marker analizlerinde
kullanilmigtir. Ancak, isin zaman boyutundan bakildiginda, DNA’larm temizlenmesinde
uzun bir siire ugrasilmustir. Bu yiizden, susam DNA’larmmn izolasyonunda Dellaporta
vd (1985) metodu uygulanacaksa, potasyum asetat inkiibasyonundan sonra birkag kez
kloroform-oktanol (24:1) ve fenol ekstraksiyonlarmm yapilmasi, DNA’mn yeter
diizeyde protein tabiath bilesik ve polisakkaritlerden ari olmasim saglayacaktir. Diger
taraftan, ¢alismanmin uygunluguna gore DNA izolasyonunda kullamlacak taze yapragm
bitki gelisiminin miimkiin olan en erken doneminde alinmasi, izolasyonun temiz
olmasma katkida bulunacakti. Fakat cabgilan karakter bitki gelisiminin ileriki
donemlerinde ortaya gikiyorsa, yash yapraklarda yapilacak DNA izolasyonlarinda fazla
sayida kloroform-oktanol ve fenol ekstraksiyonlarmm yapilmas: gereklidir.

4.2. Bulk Segregant Analizi

Herhangi bir gen veya genomik bélgeye bagh markerler belirlemede bulk segregant
analizi; hizli, basit ve giivenilir bir metod olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Metodun
uygulanmasinda tek gereklilik, arzu edilen gen ya da karakter i¢in agilan bir
populasyonun varligidir. Agilan bir populasyon arzu edilen gen ya da karaktere sahip
olan ve olmayan iki ebeveyn arasinda melezleme yapilarak elde edilir. Bu
populasyondan ilgili geni igeren ile i¢ermeyen bireylerin DNA’lar1 aynn ayn

havuzlanarak iki zit bulk DNA elde edilir. Sonugta arzu edilen gen bakimindan 6zdes



ama diger lokuslar bakimindan tamamen rasgele dagilan bir kaynak elde edilmis olur ki,
bu kaynaktaki ilgili gene bagh molekiiler markerler kolayhkla belirlenir.

Bu amag¢ dogrultusunda, kapali kapsiillillik mutant karakterine bagh molekiiler
markerler belirlemede bulk segregant analizi kullanilmgtr. Bunun igin tek bir
populasyon kullanma yerine, 1995 yilinda gamma 1gmlariyla elde edilen {i¢ ayr1 mutant
(ccl, cc2, cc3) ve bir dogal mutant (idid) olmak iizere dort ayr populasyon
kullanilmistir. Bu mutantlar, kapsiilleri ¢atlayan yoresel g¢esit Muganh-57 ile
melezlenmis ve elde edilen progeni kendilenerek agilan F, populasyonuna ulagilmustir.
Dért ayr1 F, populasyonunun her birinden otuz kapal ve otuz normal fenotipli bitkiler
belirlenmis ve aym fenotipli onar bitkininin esit agirhktaki yapraklari havuzlanarak
DNA izolasyonu yapilmistir. Sonugta her bir populasyon igin ii¢ kapali ve {i¢ normal
fenotipli bulk DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica, 10 kapal ve 10 normal
kapsiillii bitkinin yapraklar kangtirilmadan bireysel DNA izolasyonu gergeklestirilmis
ve esit agirliktaki DNA’lar1 bulk yapilmustir.

Kapali kapsiilliillik mutant karakterine bagh markerler belirlemede bulk segregant
analiz yaklasminin kullanilmasi, uygun populasyon gelistirmede harcanan zamani
azaltirken, molekiiler markerlerle genomun taranmasina hiz ve kolaylik ta getirmistir.
Zira, F, populasyon kullanimini temel alan bulk segregant analizi yerine, yakin izogenik
hatlar veya rekombinant hatlarin kullaniimasi, uygun populasyon gelistirmede ihtiyag
duyulan iki yil yerine, 7-9 yiin harcanmasmi gerektirirdi. Diger taraftan, kullanilan
bulklarm ilgili 6zellik bakimindan 6zdes olmas, zit bulklar arasinda olusan herhangi bir
polimorfizmin, ilgili gene baglh olma olasihgim artirma sansm vermektedir. Yani yanhs
polimorfizm ¢ikma oramm bulk segregant analizi en aza indirgemektedir. Ayrica
bireysel DNA yerine bulk DNA’larin kullamilmasi, analiz sayisim azaltarak arastirmaya
hiz kazandirirken, on ayr1 DNA yerine tek bir bulk DNA yiiklemekle de arastirmanin
daha kolay yiiriitiilmesine imkan vermistir. Bunlara ilaveten, Sekil 4.1.’deki gibi kapah
kapsiilli DNA’larin ilk siitunlarda, normal kapsiilli DNA’larm ise onlan takip eden
siitunlarda  elektroferez edilmesi, aralarinda olusacak muhtemel polimorfizmin

kolaylikla goriilebilmesini saglamustir.
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Sekil 4.1. Kapali ve normal kapsiilli bulk DNA’larm AFLP poliakrilamid jelde alt:

farkh primer kombinasyonu ile elektroferezi
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Bulk DNA’lar iki farkh sekilde elde edilmis ve analizlerde kullamlmustir. Aym
fenotipe sahip 10 bitkinin esit agirhktaki yapraklari karigtrilmig ve bundan DNA
izolasyonu yapilarak, 10 farkli DNA ekstraksiyonu yerine bir DNA ekstraksiyonu
yapilmustir. Ikinci olarak 10 aym bireyin DNA’s1 aym ayn izole edilmis ve esit
miktardaki DNA’lar1  kangtrilmustr.  AFLP  analizlerinde hem  yapraklarin
karigtirilmasiyla hem de bireysel DNA’larin karistirilmasiyla elde edilen bulk DNA’lar
kullamlmig ve aralarinda higbir farkin olmadig gériilmiistiir. Her iki bulk DNA da aym
AFLP profilini vermigtir ($ekil 4.1.). Bu noktadan hareketle, bu tiirden ¢aligmalarm
sonraki agamalarinda bireysel DNA &rneklerine ihtiyag duyulmayacaksa ya da,
sonradan ilgili bireysel DNA’larin izole edilme sansi var ise, arzu edilen &zellik
bakimindan aym fenotipe sahip birgok bireyin yapraklari kanstirilabilir ve ondan tek bir
DNA izolasyonu gerceklestirilebilir. Boylece, birgok bireysel DNA’nin tek tek
izolasyonu ile vakit kaybedilmezken, bu uygulamayla kullanilacak birgok pahal
kimyasaldan da tasarruf saglanmig olur. Nitekim, AFLP analizlerinde ortaya g¢ikan
profillerin ayn1 olmasi bu yolu her zaman agik tutmaktadir.

Bulk segregant analizi kapali kapsiillilik mutant karakterine bagh marker
belirlemede etkin bir rol oynamus ve basarih sonuglar almamn en biiyiik anahtari
olmustur. Nitekim, bireyler iizerinden polimorfizmler aranmaya c¢alisilsaydi, biiyiik
ihtimalle ger¢ek polimorfizm yakalama sansi ¢ok diisecekti. Ayrica ilgili kromozom
segmentinde bir farklilik bulunsa dahi, bireyler lizerinden yapilacak DNA analizlerinde,
farkliligin bantlara yansimasi diigik ihtimalken, aym farkhiligi igeren bireylerin
DNA’larinin bir araya getirilmesi ile kiigiik farkliiklarin dahi bant olarak gdziikmesi
miimkiin hale gelmistir.

4.3. AFLP Markerlerinin Susam Bitkisine Uygulanmasi

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) PCR’a dayali olan yeni bir
molekiiler tekniktir. Bitki ve hayvan islahinda agronomik &zelliklerin kaltiminm
incelenmesi, kalitimsal hastaliklarn teshisi, pedigri analizleri, genetik 6zelliklere bagh
markerler belirleme gibi bircok degisik alanda AFLP markerleri kullanim alam
bulabilmektedir (Blears vd 1998). AFLP’nin diger marker sistemlerine gore birgok
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avantajinin bulunmasima ragmen, tek bir analizde fazla sayida lokusun taranabilmesi ve
tekrarlanabilirliginin yikksek olmasi, analizin en cazip tarafi olarak goriilmektedir
(Thomas vd 1995, Qu vd 1998, Breyne vd 1997).

AFLP; genetik ¢esitliligi belirleme (Maughan vd 1996, Ajmone Marsan vd 1998),
yiiksek yogunlukta genetik haritalar olusturma (Qi ve Lindhout 1997, Becker vd 1995),
ve bagl molekiiler markerler belirleme (Thomas vd 1995, Bai vd 1999) gibi konularda,
gelistirildigi giinden bu yana en ¢ok kullamlirken birgok bitki genusunda da
denenmistir. Ancak susam gibi ihmal edilmis bir bitkide, bugiine kadar AFLP analizinin
kullanildig: bir ¢alhisma mevecut degildir. AFLP’den daha eski olarak gelistirilen RAPD
(Williams vd 1990, Welsh ve McClelland 1990) analizi dahi, susamda ilk molekiiler
marker ¢aligmasi olarak, 1999 yihnin sonlarinda literatiirde yer almugtir (Bhat vd 1999)
ve bagka bir drnegi yoktur. Susamda AFLP analizinin ilk defa kullanilmas: nedeniyle,
teknigin bitkiye uygulanmasinda birtakim sikintilar yasanmus ancak, AFLP analizlerinin
yogun olarak yiiriitiildiigii bir laboratuvarda calijmanin avantajiyla, sikintilar1 agmak

nispeten kolay olmustur.

AFLP teknigi kabaca DNA’nin kesimi, kesilen DNA’nin adaptorlerle birlesimi,
bunlarm  PCR amplifikasyonu ve jel analizi adimlarindan meydana gelmektedir.
Dolaystyla, her bir agamanim kendi iginde optimize edilmesi gerekmektedir.

4.3.1. DNA kesimlerinin optimizasyonu

DNA kesimlerini ve daha da 6nemlisi AFLP profillerini etkileyen en onemli fakt6r
DNA konsantrasyonudur. Her bir DNA o&rneginin konsantrasyonu mutlaka esit
olmalidir. Aksi takdirde, kesim reaksiyon sartlart degisecegi gibi, AFLP profilinde her
bir drnegin ¢ozinirligi de degisecektir. S6yle ki, DNA konsantrasyonu diigiik bir
6rnegin ilgili band1 gdziikkmeyebilirken, konsantrasyonu yiiksek olan bir drnegin ilgili
yerde bant olugturmasi beklenebilir ki, bu da yanlis polimorfizmin olusmasma neden
olur. Dolaysiyla, analizlerde kullamlan biitiin DNA’larin konsantrasyonlar: esit olmak

durumundadir. Susamda kesim i¢in uygun DNA konsantrasyonu 250 ng olarak



belirlenmis ve 50 ng’a ayarlanan DNA orneklerinden 5 pl kullalarak hedeflenen
miktara ulagilmugtir.

EcoRI ve Msel restriksiyon enzimlerinin kesim i¢in en uygun miktarmm 2.5 Unite
oldugu belirlenmistir. Yabanci maddelerden ari, ticari olarak satilan yiiksek kaliteli su,
reaksiyonun toplam hacmini 25 pl’'ye tamamlayacak kadar kullamlmustir. Susam
DNA’larinin kesiminde dnemli olan diger bir faktor kesim stiresi olmustur. Baglangicta,
DNA’lar iki saat siireyle 37 °C’de inkiibe edilmisler ama bazi DNA’larin agaroz jel
elektroferezi sonucu kesilmedigi goriilmistiir. Ayrica, agaroz jel elektroferezi sonucu
kesildigi diisiiniilen bazi DNA’larin ise, AFLP analizleri sonucunda kismen kesime
ugradiklart gériilmiistiir (Sekil 4.2.). Bu amagla, kesim siiresi dort saate gikarilmugtir.
Dort saat kesime tabi tutulan DNA’larda higbir kismi kesime rastlanmanugtir.

Dolayisiyla, susam genotipi i¢in en uygun kesim siiresi dort saat olarak belirlenmistir.

4.3.2. Adaptor ligasyonunun optimizasyonu

AFLP sekans bilgisi gerektirmeyen bir tekniktir. Cift iplikli adaptérler, restriksiyon
enzimleri ile kesilen bolgelerle uyusan niikleotid siralamalara sahiptir ve DNA ligaz ile
ATP varliginda kolaylkla birlesir. Adaptorlerin sekanslar1 ve enzim kesim bolgeleri

PCR amplifikasyonunda primer baglanma bolgesi olarak kullanilmaktadir.

Susamda kullamlan adaptorler Vos vd (1995) ile aym siralamaya sahiptirler.
Ligasyon reaksiyonunun toplam hacmi 5 ul’ye ayarlanirken, 10 mM ATP ve 1 Unite T4
DNA ligaz konsantrasyonu ligasyon i¢in uygun bulunmustur. Elde edilen 5 pl'lik
ligasyon miksi her kesilen DNA 6rnegine ilave edilmistir. Bu karigim 37 °C’de, 12 saat
siireyle inkiibasyona birakimstir. Genellikle susamda 12 saatlik inkiibasyon sorun
cikarmamug, tiim kesilmis DNA’lar adaptorlerle bu siire zarfinda birlesebilmislerdir.
Ancak birlesme olmamasi durumunda siireyi biraz daha uzatmak ilk bagvurulacak

¢oziim yolu olarak kabul gérmektedir.

Ligasyon sonunda DNA’lar, EcoRI-EcoRI, EcoRI-Msel ve Msel-Msel olmak iizere
tic farkh fragment olarak ayrilmuslardir. Kimi DNA’lar sadece EcoRI enzimi ile kesime
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Sekil 4.2. Kismen kesilen bazi DNA 6rneklerinin AFLP profilinde goriilmesi*

* Oklar kismi kesim olan bloklar1 gostermektedir.

ugrarken, kimileri Msel ve kimileri de her iki enzim tarafindan kesime ugramugtir.
Adaptorler ise kesim bolgelerine spesifik oldugundan tek enzimle kesilen bolgeye o
enzimin adaptorii baglanirken, iki enzim tarafindan da kesime ugrayan kalip DNA her
iki adaptorle de birlegerek, yukarida amlan ii¢ farkh fragmenti meydana getirmistir.
Ancak susam genomunun AFLP ile taranmasinda, yalmz EcoRI segici primerinin IRD-
700 ile isaretlenmesi, sadece EcoRI-EcoRI ve EcoRI-Msel fragmentlerini g&rmemizi
saglamistir. Bu yol ile de, Msel sik kesen enziminin fazla sayida trettigi fragment
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sonucunda, ¢ok sayida bantm ortaya ¢ikmasindan kaynaklanabilecek smear

goriintiisiinden kagmak miimkiin olmusgtur.

4.3.3. On-secici amplifikasyonun optimizasyonu

On-segici amplifikasyonun kullamlmamasi miimkiin ise de, kompleks genomlarda
(10%-10° bp) iki basamakli amplifikasyon yapimasi uygun goriilmektedir. Susam da,
yiiksek organizmalarin biri olduundan, bir segici baza sahip primerlerle on-segici
amplifikasyonun yapilmas:1 gerekli goriilmiistiir. On-segici amplifikasyon genelikle bir
secici bazla ya da segici baz kullamlmadan yapilirken, susamda bir segici baz
kullanitmigtir. EcoRI primeri, A niikleotidini segici baz olarak kullamrken, Msel, C
niikleotidi ile bir segici primer olmustur. Her iki primerin 30 ng/pl olarak kullanilmasi

uygun bulunmustur.

Kesilen ve adaptorleri takilan DNA &rneklerinin on-segici amplifikasyonu icin
gerekli goriilen miktar 2 pl olarak belirlenirken, reaksiyonun toplam hacmi 20 pl’ye su
ile tamamlanmstir. PCR program 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de
1 dakika olarak gelistirilmistir. Elde edilen amplifikasyon iirtinleri oldukg¢a yogun

olduklarindan 1:10 oraninda sulandiriimas: uygun goriilmiistiir.

Susamda on-segici amplifikasyon uygulanarak geri plandaki smear goriintiilerinden
kagmmak planlanmustir.  On-segici amplifikasyon, bazlarda meydana gelebilecek
muhtemel yanls eslesmeleri en diisiik seviyeye indirgeyerek, susam AFLP profillerinde
smear goriintiisiiniin ~ olusmasim  engellemistir. Diger taraftan, iki basamakh
amplifikasyon stratejisi, bize sumursiz kalip DNA kullanma imkam vermigtir. $6yle ki,
on-segici amplifikasyonda 2 pl olarak kullamlan kesilmis ve adaptérleri takilmis DNA
ornekleri, PCR sonucu 20 pl olarak ¢ikmaktadir. Ayrica, bu amplifikasyonun 1:10
oraninda sulandirilmas:t sonucu, ki bunun secici amplifikasyonda 2.5 pl olarak
kullamildig1  diigiiniilirse, gercekten on-segici amplifikasyon smursiz kalip DNA
kullanma imkam: saglamustir. Dolayisiyla, iki basamakli amplifikasyonun ozellikle
kompleks genomlarda kullaniimasinda biiyiik fayda oldugu kanisina varimistir.
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4.3.4. Secici amplifikasyonun optimizasyonu

AFLP segici primerleri, adaptdr sekansma 6zgii 5 kismi, restriksiyon enziminin
kesim bolgesi ve 3’ segici primerler olmak iizere {i¢ farkh DNA sekansmdan meydana
gelmektedir. Calismada iki farkh segici AFLP primeri dizayn edilmistir. Birincisi,
adaptor sekansi ve az kesen EcoRI enziminin kesim bolgesine ilaveten 3’ ucunda ii¢
segici niikleotidden olusurken, ikincisi, adaptor sekanst ve sik kesen Msel enziminin

kesim bélgesine ilaveten 3’ ucunda i ya da iki segici niikleotidden meydana gelmistir.

DNA’larm kesimi ve adaptérlerin  eklenmesini takiben yapilan &n-segici
amplifikasyondan sonra, sulandmilmus triinlerden 2.5 pl, segici amplifikasyon igin
yeterli bulunmustur. Segici amplifikasyonun PCR sartlar1 6zenle hazirlanmistir. Zira,
calsmada kullanilan iki ayr primerin iki ayn “annealing” sicakligi bulunmaktadir.
EcoRlI, yiiksek annealing sicakli1 isterken Msel daha diisiik sicakliklarda kahp DNA’ya
anneal olabilmektedir. Bu yiizden annealing sicakligs PCR’m ilk dongiisiinde 65 °C ile
baslamus, her dongiide 0.7 °C diisiiriilmiistiir. Bu islem 12 dongii devam ettirilmis ve 12.
dongiide 56.6 °C’ye ulagilmustr. Daha sonra 13 dongii 56 °C’de PCR’a devam
edilmistir. Bu yol ile, her iki enzim i¢in de ideal annealing sicakligmin kullamlmasi
saglanmis ve bunun sonucunda niikleotidlerde olusabilecek yanhs eslesmelerden ve

“loop” yapilardan uzaklagilmigtir.

Vos vd (1995) kiigiik genomlarda (10%-10") bir ya da iki segici niikleotidli
primerlerin, polimorfizm iiretmede yeterli oldugunu belirtirken, kompleks genomlarda
(10%-10°) 3 segici niikleotidli primerlerin daha iyi polimorfizmler —verdigini
bildirmislerdir. Genel olarak, 50 ile 100 arasindaki fragment, AFLP i¢in ideal kabul
edilmektedir. Susamda oOncelikli olarak ii¢ segicili EcoRI ve Msel primerleri
kullanilmustir. Gergekten de tiim primer kombinasyonlarindan elde edilen fragment
sayist 50-100 arasinda degismistir. Daha sonraki analizlerde, kombinasyon sayisin
artrrmak amaciyla iki segici niikleotidli Msel primerleri kullanilmustir ki, bunlardan da
elde edilen fragment sayist 50-100 arasinda degismistir. Susamda yapilacak AFLP
analizlerinde, genellikle ii¢ segici niikleotidli primerlerin kullammmm uygun oldugu

bulunmustur.
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4.3.5. Poliakrilamid jel analizinin optimizasyonu

AFLP amplifikasyonlarmm jel analizinde % 6’lik poliakrilamid jel kullanitmustir.
Cift bantlarn (doublet) olusumunu engellemek i¢in sadece EcoRI primerinin tek
sarmali IRD-700 dye ile isaretlenmistir. Amplifikasyon iiriinleri poliakrilamid jele
yiikklenmezden 6nce 94 °C’de 2 dakika denatiire edilerek, jele tek sarmal olarak
yiiklenmislerdir. Jel analizi 40 °C’de {i¢ saat yapilarak, 50-100 arasmndaki kesilmis
fragmentin elde edilmesi saglanmugtir. Jel analizleri LiCor Gene ReadIR 4200 otomatik
sekanslayic1 sistemde (LiCor, Nebraska, USA) yapilmustir. Sistem, floresans igik
sistemine gore caligmasi, radyoizotop kullanimim gerektirmemesi ve sonuglarm direkt
bilgisayar ortaminda degerlendirilebilmesi bakimmndan oldukga avantajh olmustur.
Fakat jelden ilgili DNA segmentinin izolasyonunu yapmak miimkiin degildir. Bu
durumda giimiisle boyama y6ntemi (Chalhoub vd 1997) yararh olmaktadir. Susamda
kapali kapsiilliiliik mutant karakterine bagh olarak belirlenen AFLP markerinin jelden
izolasyonu i¢in giimiisle boyama yontemi kullamlmus (data verilmemistir) ve LiCor jel
analizi ile aym AFLP profili sagladig1 goriilmiigtiir.

LiCor gene reader sistemi ile jel analizlerinin gerceklestirilmesi hem giimiisle
boyama hem de radyoaktif sistemlere gore avantajli goriilmektedir. Radyoaktif izotop
kullamilmamasi, bilgisayar ortaminda AFLP bandlarmmn istenildigi kadar biiyiitiiliip
kiigiiltillebilmesi ve okumanmn lazer ile yapimas: sistemin temel nitelikleri arasmda yer
almaktadrr. Bununla birlikte, jelden ilgili fragmentin ¢ikartilmasiun séz konusu
olmamasi, klonlama, sekanslama, probe dizaym ve SCAR markerlerinin gelistirilmesi
gibi ileriki ¢aligmalarda kullanimm engellemektedir. Bu gibi durumlarda, LiCor
sisteminin kolayhg@i ve avantajlari nedeniyle, arzu edilen fragmentler, LiCor sistemi ile
belirlenebilir, klonlama ve sekanslama gibi ileriki caligmalar; jelden arzu edilen
fragmentin izolasyonunu miimkiin kilan giimiisle boyama prosediirii uygulanarak
basarlabilir. Benzer sekilde, Cho vd (1996) giimiisle boyama ile boyanmus
poliakrilamid jellerden AFLP fragmentlerini klonlandig: ve haritaladig: galiymalarinda,
giimiisle boyama ve 2P ile elde edilen AFLP profillerinin aym oldugunu

gdstermislerdir. Buna ilaveten, giimiisle boyama yonteminin radyoaktif olarak isaretli
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jellerden daha iyi resoliisyon sagladig ve ilgili bandmn jelden direkt olarak gikartilmast
nedeniyle daha yararh bir teknik oldugu belirtilmistir.

4.4. Kapah Kapsiillilik Mutant Karakterine Bagh AFLP Markerinin

Belirlenmesi

Ug segici niikleotidli sekiz farkli EcoRI primeri ile yine ii¢ segici niikleotidli yedi
Msel primerine ilaveten iki segici nitkleotidli iki Msel primerinin kullammiyla toplamda
72 farkh AFLP primer kombinasyonu kapali kapsiilliilik mutant karakterine bagh
markerler belirlemek iizere susam genomunu taramustir. Primer kombinasyonu basina
taranan lokus sayist ortalama 95 olmugstur. 72 primer sonucunda, susam genomunun

kapali kapsiilliiliik mutant karakteri bakimmndan 6840 lokusu taranmigtir.

AFLP primer kombinasyonlar1 bulk DNA’lar ve onlarin ebeveynleri iizerinde
denenmis, polimorfizm olusturan primer kombinasyonlarm konfirme etmek igin
bulklart meydana getiren bireysel DNA’lar kullanilmustir. Kapali kapsiilliiliik mutant
karakterine bagh markerler bulmada ¢ok sayida fragment olusturulmasma karsm, bir
gergek polimorfizm bulunmustur. 72 farkli primer kombinasyonundan bir tanesi
(EcoRI+AAG ve Msel+CAT) kapali kapsiillik icin agihlm gosteren dort farkh
populasyonun bulk ve ebeveyn DNA’larinda farklilik ortaya gikarmustir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3.’de goriildiigii gibi AFLP profilinin 258 bp uzunlugundaki kismi, kapali
kapsiilliilik mutant karakteri ile iligkilidir. Ancak bu iligki populasyona gore
degismektedir. Muganh x ccl populasyonunda ilgili 6zellik bakimindan bir
polimorfizm gériilmezken, Mug x cc2 ve Mug x cc3 populasyonlarmm 258 bp’lik
kromozom segmentinin kapali kapsiilliiliik mutant karakteri ile yakindan iligkili oldugu
goziikmektedir. Diger taraftan dogal mutant populasyon idid x Mug, 258 bp’lik kisimda
ilgili 6zellik bakimindan farkliik sergilemezken bu bélgenin hemen altinda, yaklasik
257 bp uzunlugundaki bslgede diger populasyonlarm (Mug x cc2 ve Mug x cc3) aksi
bir polimorfizm goriintiilemektedir. Mug x cc2 ve Mug x cc3 populasyonlarmdaki
linkage “trans” seklinde, yani kapali kapsiillii ebeveyn ve bulklarda bant olusumu yok,
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buna karsm normal kapsiillii ebeveyn ve bulklarda bant soz konusu iken, dogal mutant

populasyonda (idid x Mug) linkage, “cis” seklinde olusmustur.

Kapah kapsiilliilik mutant karakteri igin a¢ilim gosteren dort ayri populasyondan
Mug x ccl’in, ilgili kromozom segmentinde (258 bp) farklihk gostermemesi buna
kargin, Mug x cc2 ve Mug x cc3 populasyonlarimn ilgili bolgede polimorfik olmasi
daha da 6tesi, idid x Mug populasyonunun 258 bp uzunlugundaki segmentte degil de,
hemen onun altindaki bdlgede polimorfizm vermesi kolaylikla agiklanacak tiirden
degildir. Temel olarak, her bir populasyondaki kapali ebeveynin, farkh
backgroundlardan gelmesi neden olarak gosterilebilirse de, yeterince agiklayic
olmamaktadir. Her bir populasyonun polimorfik bandlari teker teker sekanslanip
karsilastirilmast konuya agiklik getirebilir. Ancak, polimorfik olmayan Mug x ccl
populasyonu igin karsilagtrma yapmak miimkiin degildir. Dogal mutant (idid) hari¢
diger kapali ebeveynlerin (ccl, cc2, cc3) gamma igmlari (*°Co) ile olugmasi ve
mutasyonlarm g¢ogunlukla delesyon seklinde meydana gelmesi, kapah kapsiilliilik
mutant §zelliliginin de bir delesyon iriinii oldugu goriisiinii gii¢lendirmektedir. Ayrica,
kapali kapsiillii yapay mutantlarin ilgili segmentte band olusturmayip, bunun aksine
normal bireylerin band vermesi delesyon ihtimalini giiclendirmektedir. Bu nedenle, eger
delesyon tipi bir mutasyon ise, populasyonlardaki farkhliklarn delesyon
biiyiiklitklerinden ileri geldigini soylemek miimkiin olabilir. Ormegin, Mug x ccl
populasyonunda delesyon biiyiik olmadigindan, EcoRI+AAG ve Msel+CAT markeri
258 bp’lik bolgede bir polimorfizm tiretememigtir. Buna karsm, Mug x cc2 ve Mug x
cc3 populasyonlarinda nispeten biiyiik delesyonun olmasi farkhhgmn ilgili marker ile
goriilebilmesine izin vermistir. Biiyiik bir olasihikla Mug x ccl populasyonu, diger iki
populasyonla aym olarak kapsiillerin ¢atlamasim saglayan DNA sekansmu yitirmesine
ragmen, delesyonun kiigiik ve bunun sonucunda bdlgenin 258 bp’in altinda bir

uzunlukta olmas, ilgili bélgede linkage olugmasim engellemistir.

Dogal mutant populasyon (idid x Mug) ise, tamamen farkh bir profil
sergilemektedir. 258 bp’lik segmentte Mug x ccl populasyonu gibi polimorfizm
sergilemezken, hemen onun altindaki bolge polimorfik olmustur. Resim 4.3’den

izlendiginde, polimorfik olan bdlgenin li¢ yapay mutant populasyonda da herhangi bir
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band olusturmadigi  goriilmektedir. Diger ii¢ yapay mutant populasyonla
kiyaslandiginda dogal mutant populasyon ekstra lokus ile karsimiza ¢ikmaktadir ki bu,
kapsiillerin  gatlamasim  engelleyen lokusdur. Dogrusu, sekans bilgisi olmadan
populasyonlar arasmdaki farkliig1 kesin olarak agiklamak miimkiin degilse de, dogal
mutantta inversiyon gibi baska bir tip mutasyondan bahsedilebilir ya da, ikinci bir lokus

susamda kapsiillerin ¢atlamasin engellemektedir.

Markerin belirlenmesinden sonra, baska markerler belirlemek iizere de ilave primer
kombinasyonlar1 test edilmistir. Hatta, 56. primer kombinasyonundan sonra Msel
primerinin segici nitkleotid sayist igten ikiye diigiiriilmiistir ve 16 primer
kombinasyonu ~ EcoRI+3-Msel+2  segici niikleotidli olarak AFLP  analizleri
yiiriitiilmiistiir. Boylece, AFLP analizlerinde olusacak fragment sayismin artimlmasi
diigiiniilmiistiir. Ancak, genomun hi¢ kiiglimsenmeyecek kadar biiyiik boliimiiniin ilgili
karakter bakimindan taranmasmna ragmen ilave marker tespit edilememistir. Bu olguyu
aciklamak gii¢ olsa da, delesyonun kiigiik bir bolgede olugmasi konuya agikhik
getirebilir.

Bulk ve ebeveyn DNA’larm toplamda 72 farkli primer kombinasyonu ile taranmasi
sonucunda olusan polimorfizm, bulklari meydana getiren bireylerin DNA’larnin aym
primer kombinasyonu  (EcoRI+AAG-Msel+CAT) ile analizlenmesiyle, kapal
kapsiilliillik mutant karakterine bagli olup olmadigi konfirme edilmistir. Bunun igin,
Mug x cc3 populasyonunun iki ayri bulk DNA’s1 ve onlar1 meydana getiren 10 ar
bireyin DNA’lar1 kullanilmugtir. Aym marker ile yapilan AFLP analizi sonucunda bulk
ve ebeveyn DNA’lar ile uyumlu olarak, 10 ayri kapali birey 258 bp uzunlugundaki
bolgede fragment olusturmazken, normal bireyler ilgili bolgede band vermislerdir (Sekil
4.4). Bu analiz sonucunda anlagilmistir ki, 258 bp uzunlugundaki AFLP markeri
susamda kapal kapsiilliilik mutant karakterine sikica baghdir. Sekil 4.4°ten de
goriildiigii gibi kapali kapsiillii ebeveyn (1), kapali bulk (2) ve kapal bireylerde (5) 258
bp’lik DNA segmentinde band olugmazken, normal ebeveyn (3), normal bulk (4) ve
normal kapsiillii bireylerin ilgili bélgelerinde bant olustugu goriilmektedir. AFLP
markerinin % 100 linkage halinde oldugu, bireysel DNA’larm fenotipsel goriintiilerinin

DNA bandlarna firesiz yansimasmdan anlagiimaktadir.
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Sekil 4.4. Susamda kapah kapsiilliilik mutant karakterine bagh AFLP markeri.
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Normal kapsiillii bireyler
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Sik1 linkage trans seklinde de olugsa, susamda kapah kapsiilliiliik i¢in ytiriitiilen
bitki 1slahn programma marker yardimiyla seleksiyon yaklasim igerisinde destek olacak
giictedir. Neden marker kapal Kkapsiillilerde degil de normal kapsiillilerde giktt
sorusuna ise, yine en giizel cevap delesyon tipi mutasyondur. Hatta markerin trans
olmasi delesyon teorisini destekler niteliktedir. Kapah kapsiillii mutantlarda, kapsiillerin
catlamasim saglayan bolgenin delesyon sonucu kopmasiyla, DNA sekansi yok
olmustur. Normal kapsiillii bireylerde ise 258 bp’lik bdlgenin varligi, EcoRI+AAG-
Msel+CAT AFLP markeri ile polimorfizm olusturmasim saglamustir. Dolayisiyla ilgili
bolgenin, kapali kapsiillilerde olmayisi markerin trans seklinde ortaya g¢ikmasim
saglanustir. Buradan kapali kapsiilliiliik diye bir genin olmadig: sonucu gikarilmaktadir.
Delesyon sonucu kromozomun bir bolgesi kaybolmugstur. Bu bélge muhtemelen
kapsiillerin gatlamasmi idare eden genin de iginde bulundugu bir DNA sekansidir.
Kapah kapsiillillik, catlama geninin kaybolmasi sonucu ortaya g¢ikan mutant bir
dzelliktir ama boyle bir genin varh@: sonucu degil, ¢atlama geninin mutasyon sonucu
fonksiyonunu  kaybetmesinden dogmugstur. Bu ¢aligma, bitkilerin evriminde
mutasyonlarm ne kadar bilyiik rol oynadigmna giizel bir 6rnek teskil etmektedir.

Kapah kapsiillillerde molekiiler markerler belirlendikten sonra, bu ¢alismay:
takiben ilgili genin de klonlanmasi planlanmaktaydi. Ancak, marker belirleme
¢alismalarinda ortaya gikan bulgular, kapah kapsiilliiliigii meydana getiren mutasyonun
delesyon olma ihtimalini gii¢lendirmistir. Dolaysiyla, kapali kapsiilliilik geninin
olmadigi, bunun yerine bagka bir genin fonksiyonunun kaybolmasi sonucu kapal
kapsiilliillik ~ 6zelliginin  olustugu kamsma vanlmustr. Genin olmadifi  yerde
klonlamadan bahsedilemeyeceginden, ileride klonlamayr planladigimiz ¢ahsma iptal
edilmistir.

Bu calismada susamda agronomik olarak 6nemli olan kapali kapsiilliilik mutant
karakterine bagh AFLP markerinin belirlenmesi gosterilmistir. AFLP markeri kapah
kapsiillii genotipleri ayirt etmede PCR’a dayali hizh teknikler gelistirme imkam
sunmaktadir. Markerin klonlanmasiyla elde edilecek sekans bilgisi, probe olarak
kullanilarak, sentetik primerlerin dizayn edilmesini saglayacaktir. Bu primerlerin basit

ve ucuz PCR reaksiyonlarinda kullanimasiyla, kapali kapsiilliilik mutant 6zelliginin
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yeni backgroundlara katihmmi planlayan bitki 1slahi programlarinda karakterin erken
donemde teshisini saglayarak bilyilk yarar saglayacaktir. Aslnda AFLP markeri bu
haliyle istenilen amaglarda kullanilabilir. Ancak, sadece basit PCR reaksiyonu isteyen
sisteme gore AFLP’nin pahali ve biraz uzun olmasi, birgok &rnegin test edilmesini
gerektiren 1slah programinda uygun olmayabilir. Hi¢ siiphe yok ki AFLP teknigi,
marker yardimiyla bitki 1slahimdan yiiksek yogunluktaki genetik haritalarm
olusturulmasma kadar ¢ok genis yelpazede etkin kullanim alanna sahiptir. Diger PCR’a
dayali metotlara gore birgok polimorfik bandm elde edilmesi daha kolay, hizli ve
giivenilirdir. Analiz bagina gok sayida lokusu tarayabilmesi nedeniyle AFLP, RAPD ve
mikrosatelit markerlerinden iistiindiir. Ozellikle bagli markerler belirlemede tek
reaksiyonda 100 kadar lokusun taranabilmesi AFLP markerlerinin bu alanda daha ¢ok
tercih edilmesini saglamaktadir. Ancak marker yardimyla seleksiyon gergevesi
igerisinde, molekiiler markerlerin bitki 1slahinda hizli, kolay ve ucuza mal edilecegi
kullammlara ihtiyag duyulmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde bu ihtiyag daha
cok hissedilmektedir. Bu yiizden AFLP markerinin SCAR (sequence characterised
amplified region) markerlerine ¢evrilmesi, genotiplerin molekiiler markerlerle erken
teshisini ucuz ve basit kilacagindan 6nem arz etmektedir. Bu yiizden g¢ahsmanm
gelecekteki projesi, kapali kapsiillillik mutant karakterine bagh AFLP markerinin,
SCAR markerlerine doniistiiriilmesi olarak planlanmaktadir.

Kapali kapsiilliiliik, susamn yogun tarim sartlarina uyumunu saglayacak onemli bir
karakterdir. Dogal olarak indeterminant biiyiiyen ve hasat zamam kapsiilleri gatlayan
susam bitkisinin kapsiillerinin ¢atlamas1 sonucu, tohumlari dokiilmekte ve makinali
hasat1 yapilamamaktadir. Hasat ve harman islemlerinin tamamen el emegine dayanmasi,
susamin genis alanlara ekimini kisitlarken, musir gibi makinali tarima uygun bitkiler, her
gecen giin susam ekilen arazilerin yerini doldurmaktadir. Bu noktada kapah kapstillii
susam mutantlar umut vericidir. Mutant bitkilerin kapsiillerinin kapah olmas1 tohum
kayiplarim Onlerken, bigerddverle hasat-harman islemlerinin yapilabilmesi miimkiin
gozitkmektedir. Ancak kapali kapsiillilliik mutasyonuna eslik eden diisiik verim gibi
istenmeyen ozellikler genotipin ¢iftci sartlarda kullanimini engellemektedir. Verimi
artirmak tizere yogun 1slah ¢ahsmalari baglatilmis ve ¢ok yonlii olarak yiiriitiilmektedir.

Bu agsamada molekiiler markerlerin kullanimu verimli kapali kapsiillii bitkilerin elde
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edilme hizim ve gansimu artracagindan, kapah kapsiilliilik mutant karakterine bagh
AFLP markerinin onemi biiyiiktiir. Bu markerle bitkilerin tarlada yetistirilmeden
genotiplerini daha fide doneminde teshis etmek beklenmektedir. Boylece, genis tarla
denemelerinden tasarruf saglanacag: gibi, harcanacak zamandan da kagmilmus olacaktir.
Verimi normal degerlere ulagmis kapali kapsiillii genotipler slah edildigi takdirde,

susamin ikinei {iriin sartlarinda yetistirilme potansiyeli ger¢ek degerine ulasacaktir.

4.5. F3 Dol Kontrolii

Kapal kapsiilliilik mutant karakterine bagli AFLP markerleri belirlenmesinde bulk
segregant analizine uygun olarak F» populasyonlar1 kullandmugstir. Bunlar kapal ile
normal kapsiillii ebeveynlerin melezlenmesiyle olusan F; progenisinin kendilenmesiyle
elde edilmistir. F, bireylerinin fenotiplerine bakilarak kapali ya da normal kapsiillii
olduguna karar verilmis ve bunlardan elde edilen bireysel ve bulk DNA’lar AFLP
analizlerinde ilgili 6zellik bakimundan bagh markerler elde edilmek iizere kullamlmugtir.
Fenotipe dayali olarak bireylerin hangi 6zellige sahip olduguna karar verildiginden,
genotiplerin genetik yapis1 hakkinda bilgi edinilememistir. En &nemlisi, markerin kapali
kapsiillilliik 6zelligine bagh olup olmadigimn ikinci bir kontrolii F, déllerinin test
edilmesiyle saglanacagndan, her bir bireyin tohumlari F3 olarak yetistirilmistir.

Her bir F, bitkisinden alman tohumlar tek siralara 70 cm sira arasi mesafesinde
ekilmiglerdir. Ac¢ilm oranlarinda meydana gelebilecek sapmalardan kagmmak igin
¢ikistan sonra susam yetistiriciliginde normal olarak uygulanan tekleme yapilmamustir.
Populasyondaki bireylerin genotiplerini belirlemek i¢in bitkilerin tam ¢igeklenmesi
beklenmis ve bitkilerin ¢igeklenmesinin ardindan, her bir siradaki bitkilerin kapah ya da
acik kapsiillii olmalarina gore ag¢ilimlan belirlenmistir. Cizelge 4.1 de Mug x cc3
populasyonuna ait F, bireylerinin F; generasyonundaki agihm oranlar gosterilmistir.
Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi F, generasyonunda kapal kapsiillii fenotipine sahip tiim
bitkiler F; generasyonunda da, swradaki tiim bitkiler itibariyle kapali kapsiillii olarak
belirlenmistir. Bu durum iki ayr beklenen sonucu vermistir. Birincisi, bu ¢aligmayla
dogrudan ilgili olarak, F, agilan populasyonundan segilen ve AFLP analizlerinde
kullamlan kapal kapsiillii bireyler homozigot kapali olarak belirlenmis ve 258 bp
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uzunlugundaki AFLP markerinin kapali kapsiilliilik 6zelligi ile birlikte agildig1 bir kez
daha konfirme edilmistir. Ikinci sonug ise, onceki tarla gozlemlerinden de belirlendigi
gibi kapali kapsiilliilik mutant oOzelligi tek genle idare edilen, resesif kahtim

gostermektedir.

Cizelge 4.1. Kapali kapsiillilik &zelligi i¢in a¢iim gosteren Mug x cc3
populasyonundaki bireylerin F3 agilim oranlari.

Bitkino  F,’deki Kapal Normal kap. ~ Toplam Degerlendirme
durumu  kap. bitki bitki sayis1  bitki sayis1

sayist
301 Kapalt B - 4 Homozigot
302 Normal - 10 10 Homozigot
304 Kapali 7 - 7/ Homozigot
305 Normal - 24 24 Homozigot
308 Normal - 20 20 Homozigot
321 Normal - 14 14 Homozigot
326 Kapal: 2 - 2 Homozigot
897 Normal 3 0 12 Heterozigot
328 Normal 5 15 20 Heterozigot
379 Kapalt 11 - 11 Homozigot
342 Normal - 3 B Homozigot
343 Kapali 24 - 24 Homozigot
349 Kapah 5 - 5 Homozigot
352 Normal - /i 7 Homozigot
355 Normal - 10 10 Homozigot
356 Normal - 9 9 Homozigot
357 Normal 4 16 20 Heterozigot
359 Normal 1 1 2 Heterozigot
360 Normal 2 4+ 6 Heterozigot
362 Kapali 3 - 3 Homozigot
363 Normal - 6 6 Homozigot
365 Kapal 3 - 3 Homozigot
367 Normal - 3 3 Homozigot
369 Normal - 14 14 Homozigot
370 Normal - 1 1 Homozigot
341 Normal 2 14 16 Heterozigot
374 Normal 2 + 6 Heterozigot
380 Normal 5 13 18 Heterozigot
381 Normal 4 9 13 Heterozigot
385 Normal - 5 5 Homozigot
386 Normal - 3 3 Homozigot
389 Normal 2 6 8 Heterozigot
393 Normal 4 10 14 Heterozigot
399 Kapali 8 - 8 Homozigot
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F, generasyonunda normal fenotipe sahip bitkiler ise yine beklenildigi gibi degisik
agilma oranlan sergilemislerdir. Bazi siralar sadece normal kapsiillii fenotipe sahipken,
kimileri F, generasyonunda normal fenotipte olmalarma ragmen, kapali ve normal
kapsiillii olarak agilmglardir. Bu durum, F, generasyonunda normal kapsiil fenotipinde
olan ve AFLP analizlerinde kullamlan bireylerin bir béliimiiniin homozigot yapida,
diger bir boliimiiniin ise heterozigot yapida oldugunu gostermektedir. Heterozigot
bireylerin agilma oranlarina bakildiginda, yaklasik 3:1 orannda ag¢ilma gosterdigi fark
edilmektedir. Bu durum yine gostermektedir ki, iizerinde durdugumuz kapah
kapsiilliiliik 6zelligi Mendel Kurallarma uygun olarak basit kahtim géstermektedir.

F, bireylerinin bir kismumin heterozigot yapida olmasi aslinda AFLP profillerine de
yansimg gibi goriinmektedir. Nitekim, Sekil 4.4 incelendiginde 6 ile numaralandirilan
normal kapsiillii bireylerin dokuzuncu ve onuncu genotiplerinin band koyulugu diger
genotiplere gore az olmustur. Kapahlik allelinin heterozigot bireylerde yer almas
muhtemelen band koyulugunun azalmasma neden olmustur.

Fs bireylerinin konfirmasyonda kullamlmasmm ardindan, molekiiler haritalama gibi
ileri ¢ahsmalarda faydali olabilecek populasyonlarm gelistirilmesinin uygun olacag:
diisiiniilmiistiir. F, populasyonlan diger populasyonlara gére daha kolay ve ¢abuk elde
edilebilmesine karsm, haritalama galigmalarmm bir tek o F, populasyonu i¢in gegerli
olmasi, haritalama g¢ahgmalarinda pek tercih edilmemesine yol agmaktadir. Tercih
edildigi durumlarda ise, bu populasyonlar ancak rtekombinant inbred hatlarm
olusturdugu populasyonlarla kargilagtrmali olarak kullamlmaktadir. Double haploid
bitkilerin elde edilemedigi genuslarda rekombinant inbred hatlarn haritalama
caligmalar1 i¢in en uygun populasyonlar oldugu bilinmektedir. Kapali kapsiilliiliik
mutant karakterinin haritalanmasinda mevcut populasyonlar rekombinant inbred hatlar
gelistirmede uygun Dbirer kaynak olarak gozikmektedir. Bu amagla, F3
populasyonundaki bireyler tek tohum aktarimn yontemine uygun olarak hasat
edilmiglerdir. Tek tohum aktarm yontemi devam ettirilerek, birkag yil sonra bu
caligmanin {izerine ek olarak kapali kapsiilliililk karakterinin haritalanmasina uygun bir
populasyonun elde edilmesi amaglanmaktadur. Ilgili bdlgenin hangi kromozomda yer
aldigt ve yakmmdaki genlerin neler oldugu hakkinda bilgi edinmek miimkiin
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olabilecektir. Boylece, kapah kapsiillillik mutant karakterine bagh bir AFLP markeri
belirlenirken, bu ¢alisma kapsaminda karakterin haritalanmasi igin de uygun bir
populasyon gelistirilmigtir.

4.6. RAPD Analizinin Susam Bitkisine Uygulanmasi

En ¢ok kullanlan DNA markerlerinden olan RAPD; kullammindaki kolayhgs,
PCR’a dayah olmasi, bir giinde yiizlerce drnegin analizlenebilmesi, nispeten diisitk
maliyetli olusu, radyoaktif madde gibi zararli uygulamalar igermemesi gibi 6zellikleri
nedeniyle bugiine kadar hemen hemen biitiin kiiltiir bitkilerinde degisik amaglara hizmet
etmede kullamlmistr. Genomik DNA’mn rasgele oligoniikleotid —primerlerle
amplifikasyonuna dayanan teknik, etidium bromid ile boyanmis agaroz jel tizerinde

goriintillemeyi ongdrmektedir. Giimiigle boyama veya radyoaktiflerle isaretlenmis (7P,
32p) RAPD analizi de yapmak miimkiindir (Rafalski vd 1994). RAPD analizleri
sonucunda olusan polimorfizm, primerlerin baglanma bélgelerindeki farkli sekanslardan
ileri gelmektedir ve ilgili bandin var veya yok olmasma gore ayirt edilmektedir (Sekil
4.5).

Sekil 4.5. Susamda yapilan RAPD analizlerinde meydana gelen polimorfizm drnegi.
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Kiigiik miktarda DNA’nin (5-25 ng) yeterli olmasi ve radyoaktif madde kullanumm
gerektirmemesi temel avantaji olarak kabul edilirken, RAPD polimorfizmlerinin

genellikle dominant ve tekrarlanabilirliinin az olmasi arzu edilmeyen 6zellikleridir.

RAPD tekniginin kolay uygulanabilmesi, susamda kapal kapsiillilik mutant
karakterine bagh markerler belirlemede AFLP’nin kullammma ilave olarak bu
tekniginde uygulanma avantajm getirmigtir. Cahgmada bir yanda AFLP akrilamid jeli
yiiriirken, diger tarafta RAPD analizi yapmak miimkiin olabilmistir. Bunun igin
oncelikle RAPD parametreleri birkag adimda optimize edilmistir.

RAPD reaksiyonu 25 pl olarak ayarlanmugtir. Bu reaksiyon igerisinde DNA miktar
ilk olarak 0.5 pl (25 ng) olacak sekilde ayarlanmus, ancak iyi bir RAPD profili elde
edilememistir. Bunun iizerine DNA miktar1 1 pl'ye (50 ng) ¢ikarilnus ve bundan temiz
bandlarm olustugu goriiliicken (Sekil 4.6), tiim reaksiyonlarda DNA 1 pl olarak
kullanilmmgtir.

- -

Sekil 4.6. DNA miktarmmn 1 pl'ye ¢ikartilmasiyla elde edilen temiz RAPD profili.
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MgCl, miktar, RAPD analizlerinin tekrarlanabilirligini artirmak igin 4 mM olarak
kullantmustir. Bilindigi tizere MgCl, taq polimeraz ve primerin biraz fazla miktarda
kullamm RAPD’in tekrarlanabilirligini ve amplifiye olan DNA fragment sayisim
artrmaktadir. Taq polimeraz, BSA, dNTP konsantrasyonlan ise, toplam reaksiyon
hacminin 1 / 100 orannda, yani 2.5 pl olarak kullanilmugtir. RAPD reaksiyonlar: igin
sncelikle 24 pl’lik master miks hazirlanmus ve 1 pl’lik DNA orneklerine eklenmistir.

Bulk DNA’lar yukaridaki sekilde hazirlanan reaksiyona eklenerek degisik
primerlerle kapah kapsiillillik mutant karakterine bagh markerler belirlemek iizere PCR
yapilmstir. PCR tiriinleri % 1.5’luk agaroz jelde yiriitiilmiis ve etidium bromid ile
boyanmustr. UV transiliiminatorde okunan jellerde ilgili ozellik bakimindan bir

polimorfizm olup olmadig1 gzlenmistir.

12 farkh RAPD primerinin denenmesi sonucunda 5'-AGTCGTCCCC siralamali
“H5” adli primerin susamda kapali kapsiillilik mutant karakteri ile iligkili olabilecegi
goriilmiistiir (Sekil 4.7). Sekil 4.7’de goriildigi gibi, okla gosterilen 1400 bp’lik
bolgede kapal kapsillilik mutant karakteri ile iliskili olabilecek bir polimorfizm elde
edilmistir. Kapali ebeveyn (1), yapraklarm havuzlanmasiyla olusturulan kapah ilk iki
bulk (2 ve 3) ve bireysel DNA’larm havuzlanmasiyla olusturulan bulkm (9), ilgili
bolgelerinde (1400 bp) band olusumu yok iken, yapraklarm havuzlanmastyla
olusturulan normal kapsiillii bulklar (6 ve 7), normal ebeveyn (8) ve bireysel DNA’larm
havuzlanmasiyla olusturulan bulk DNA’nmn (10) ilgili bolgelerinde band olusmustur.
Ilgingtir ki, diger bir kapal kapsiillii bulk (4) ve diger bir normal kapsiillii bulk DNA’da
(5) Steki bulk DNA’lardan ayr olarak bir polimorfizm olugmustur. Yani sekil 4.7°de 4
ile gosterilen bulk DNA’da, band olusumu beklenmemesine ragmen olusmusg, 5 ile
gosterilen bulk DNA’da ise band olusumu beklenirken, olusmamugstir. Bu durumun
aciklanmast gii¢ olsa da, kapal kapsiilliilitk mutant karakteri ile 1400 bp uzunlugundaki
RAPD markeri arasinda olusan iliskinin % 100 olmadigindan ileri geldigi
diisiiniilmiistir. Gergekte, 1400 bp uzunlugundaki RAPD markerinin kapah kapsiilliilikk
karakteri ile iliskili oldugu gozitkse de, marker ile ilgili 6zellik arasmda tam bir linkage
olmadig1 iki farkli bulk DNA’'nin (4 ve 5) diger bulk DNA’lardan aykirt RAPD -profili
vermesinden anlagilmaktadir.
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Sekil 4.7. Susamda kapah kapsiilliilik mutant karakteri ile iligkili olabilecek RAPD

markeri.

1. Kapali kapsiillii ebeveyn 5. Normal kapsiillii birinci bulk
2. Kapali kapsiillii birinci bulk 6. Normal kapsiillii ikinci bulk
3. Kapali kapsiillii ikinci bulk 7. Normal kapsiillii tigiincti bulk
4. Kapal kapsiillii iigiincii bulk 8. Normal kapsiillii ebeveyn

9. Bireysel DNA’larin birlestirilmesiyle elde edilen kapali kapsiillii bulk
10. Bireysel DNA’larin birlestirilmesiyle elde edilen normal kapsiillii bulk

1400 bp uzunlugundaki RAPD markeri ile kapah kapsiillillik mutant karakteri
arasmda olusan iliskinin ne derecede oldugunu tespit etmek amaciyla ilgili RAPD
primeri, bulklart olusturan bireysel DNA’lar iizerinde test edilmigtir (Sekil 4.8).
Bireysel DNA’larm ilgili marker ile RAPD analizi sonucunda linkage oranmin gok
diisiik oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.8%in ilk dort, sekizinci ve onuncu sirasinda yer alan
kapali kapsiilli bireylerin 1400 bp’lik bdlgede band vermemesi beklenirken, band

olusturmustur. Diger taraftan sekil 4.8’de 2 ile gosterilen normal kapsiillii bireylerin
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hepsi ilgili bolgede beklenildigi gibi band olusturmustur. Ancak kapah kapsiillii
bireylerin hepsinin ilgili bdlgede band vermemesi beklenirken bir kisminin vermesi,

markerle &zellik arasinda olusan linkagin siki olmadiZim gostermistir.

R _ummmhhh&uhhhuhuuunw
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- -

Sekil 4.8. Kapah kapsiilliilik mutant karakteri ile iligkili olan RAPD markerinin bulklari

meydana getiren bireysel DNA’larda kullanilmas.
1. Kapali kapsiillii bireyler
2. Normal kapsiillii bireyler

Normal kapsiillii bireylerin tamammm normal bulk DNA’larda oldugu gibi band
vermesi, kapali kapsiillii bireylerin ise dordiiniin kapali bulklarda oldugu gibi band
vermemesi, Ozellik ile marker arasinda toplamda % 70’lik bir iligkinin oldugunu

gostermektedir.

RAPD markeri ile kapah kapsiilliilik mutant karakteri arasinda % 70’lik iligkinin
agik olmasmna ragmen, marker yardimiyla seleksiyon yaklasmm igerisinde yiiriitiilecek
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olan kapah kapsiillilerin 1slahinda iliskinin gok siki olmamasindan (% 100)
kaynaklanabilecek hatali sonuglarin muhtemel olmasi, bu markerin kapah kapsiilliiliik
mutant karakteri igin yiiriitillecek olan islah programlarinda kullaniimasi pek saglikh
goriinmemektedir. Ne var ki, RAPD markerin jelden izole edilip, klonlanmasi ve
sekanslanmas: sonucunda, bu sekansa uygun bazi SCAR primerleri dizayn edilebilir. Bu
primerlerle kapah ve normal kapsiillii bireyler test edilebilir ve % 100°lik bir linkage
olustuysa, % 70 iliskili bir RAPD markeri %100 iliskili bir SCAR markerine
doniistiiriilmii olur.

Bu c¢alsmada RAPD markerleri susam bitkisine kolayhkla uygulanabilmistir.
Teknigin susam bitkisinde optimizasyonunda fazlaca bir siire harcanmamms, sadece
kullanilacak DNA konsantrasyonunda ufak diizenlemeler yapilmustir. Diger RAPD
parametreleri ise genellikle biraz yiiksek tutulmustur ki, teknigin tekrarlanabilirliginde
bir problem olugmasm. Nitekim, % 70 diizeyinde kapali kapsiilliilik mutant karakteri ile
iliskide oldugu belirlenen 5'-AGTCGTCCCC siralamah “HS” oligoniikleotidi, bulk
DNA’lar iizerinde birden fazla olarak denenmis ve hep aym RAPD profili alnmugtir.
Burada MgCl,, taq polimeraz ve primerin biraz fazla kullammnin tekrarlanabilirlikte
onemli rolii oldugu goriilse de, her analizde aym PCR ve aym sartlarm kullanimasi,
reaksiyonlarin hazirlanmasmda kullanilan master miksin ilk kullanildig: anda oldugu
gibi 12 reaksiyonluk hazirlanmasi, aym RAPD profilinin ahnmasinda biiyiik katk:
sagladima inamlmaktadir.

Yapraklarin havuzlanmastyla elde edilen bulk DNA Ornegi ile, her bir bireyin
DNA’smin  havuzlanmasi ile elde edilen bulk DNA arasmda RAPD analizleri
sonucunda da higbir fark olmadigi goriilmiistiir. Dolayisiyla bu tiir ¢ahsmalarda DNA
izolasyonlarma ayrilacak zamami kisaltmak ve bu ugurda kullanlacak kimyasal
giderlerini azaltmada yapraklarm havuzlanmasi rahathkla kullanilabilir. Ancak dikkat
edilecek hususlardan bir tanesi, her bireyden alman yaprak &rneginin esit agirhkta
olmasi gerekliligidir.

Bulk segregant metodu, RAPD analizlerinde de biiyiik kolaylk saglamistir.

Bireysel DNA’lar yerine onlarmn olusturdugu bulk DNA’lar, analiz edilen 6rnek sayism
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azaltirken, olusacak polimorfizmin kolayhkla goriilebilmesini saglamigtir. Ozellikle
bagh markerler belirlemede bulk segregant analizi, RAPD ile iyi bir uyum
gostermektedir. Nitekim literatirde iki analizin ortak kullamidigi ve arzu edilen
ozelliklere bagh molekiiler markerlerin belirlendigi yiizlerce makale mevcuttur.
Metodun giivenilirligi bulklari olusturan birey saysi arttikga yiikselmektedir. Ornegin
10 bireyden meydan gelen bir bulk &rneginde, ilgili lokusa bagh olmadigi halde
baghymus gibi goziikebilecek polimorfik band sayist 2 x 10%dir. Ayrica birden fazla
bulk 6rneginin kullaniimasi bu kadar kiigiik oranda da olsa olusabilecek gergek olmayan
polimorfizmlerin goriilme olasiigim oldukea diisiirmektedir.
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5. SONUC

Susamda kapali kapsiilliilik mutant karakterine bagh molekiiler markerler
belirlemede AFLP ve RAPD teknikleri, bulk segregant analizi ile ortak olarak
kullanilmustir.  Bulk segregant analizinin  susamda bagl markerler belirlemede
kullanilmast, her iki molekiiler teknigin etkinligini ve hizimi artwrmugtir. AFLP ve bulk
segregant analizi bu caligmayla birlikte susamda ilk defa uygulanmustir. Buna ilaveten
susamda bagli bir markerin belirlenmesi ilk kez yine bu ¢alismayla bagarilmistir.

Susammn 90-120 giin gibi kisa siirede vejetasyonunu tamamlamasi, iilkemizde
bugdaydan sonra ikinci {iriin olarak yetistirilebilmesini miimkiin kilmaktadir. Ne var ki
hasat zamani kapsiillerin catlayarak tohumlarm dokiilmesi susamin makinali hasatinn
yapilmasm engellemektedir. Susamm yogun tarma elverisli ve makinah hasatt
yapilabilecek duruma getirilmesinde, kapali kapsiilli mutantlar biiyilk Onem arz
etmektedir. Kapali kapsiilli mutantlarn az olan verimlerinin artirilmasinda klasik 1slah
programlarma molekiiler yaklagimlar1 dahil etmeyi amaglayan bu ¢alismada, marker
yardimiyla seleksiyon yaklagmunmn ilk ve en Onemli basamafi olan bagh markerin
belirlenmesi basarimustir. 72 farkh AFLP primer kombinasyonunun denendigi ve
susam genomunun 6840 lokusunun bu primerlerle tarandigi ¢alismada, EcoRI+AAG-
Msel+CAT markeri 258 bp uzunlugundaki bélgede polimorfizm vermistir. Bu
polimorfizmin bulk DNA &rneklerini meydana getiren bireylerle test edilmesi
sonucunda, 258 bp uzunlufundaki markerin susamda kapali kapsiillilik mutant

karakterine sikica bagh oldugu teyit edilmistir.

AFLP markerinin kapah kapsiillilik mutant karakterine “trans” seklinde bagh
olmasi ve mutasyonlarin genellikle delesyon seklinde ortaya ¢ikmasi, yapay olarak elde
edilen kapali kapsiilli mutantlarin bir delesyon tiriinii oldugu kamsm dogurmustur.
Delesyon sonucunda bir genin fonksiyonunu kaybetmesi s6z konusudur ki muhtemelen
bu, kapsiillerin ¢atlamasm saglayan gendir. Dolayisiyla, kapah kapsiilliilik mutant
karakteri bir genin {iriinii olarak degil de, kapsiillerin catlamasim saglayan genin

fonksiyonunu kaybetmesi sonucu olusan bir &zelliktir. Bu yiizden, AFLP molekiiler
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markeri gene degil karaktere baghdir. Buradan elde edilen sonug bir kez daha

gdstermistir ki, kiiltiir bitkilerinin olusumunda mutasyonlarm biiyiik rolii vardir.

258 bp uzunlugundaki AFLP markeri, kapali kapsiillillik mutant karakteri i¢in
yiiriitiilen 1slah programlarinda, genotiplerin daha fide donemindeyken &nceden
teshisinde rahatlkla kullanilabilecektir. Ancak, genin klonlanip, ticari olarak kabul
gdren gesitlere aktarilmasi miimkiin degildir. Ciinkii kapah kapsiilliiliigii kodlayan bir
genin varligi s6z konusu degildir. Diger taraftan, polimorfik olan bandm klonlanip
sekanslanmastyla  dizayn edilebilecek SCAR markerleri, susam genotiplerinin
analizlenmesini daha kolay ve ucuza mal edebileceklerinden, faydah géziikmektedirler.

Bu ¢ahismada kapali kapsiilliilik mutant karakteri i¢in agilan dort farkli populasyon
kullanilmustir. Tarla sartlarmda yapilan allelism testleri sonucunda bu populasyonlart
meydana getiren kapali kapsiilli ebeveynlerin birbirine allelik oldugu ¢iksa da, her bir
populasyon 258 bp’lik bolgedeki AFLP bandlarinda farkhi goriintiller sergilemislerdir.
Hatta dogal mutant populasyonda ilgili bolgede bir farkliik olusmazken, onun hemen
altindaki 257 bp’lik bélgede polimorfizm olugsmustur. Bu sonug, baz kapali kapsiillii

mutantlarin birbirine allelik olmadig: stiphesini uyandirmustir.

Bulk segregant analizine uygun olarak hazrlanan F, populasyonlarmdan bulk
DNA’lar, esit agirlktaki taze yapraklarm ve esit yogunluktaki bireysel DNA’larin
havuzlanmasi olmak iizere iki sekilde elde edilmistir. Iki farkli yoldan elde edilen bulk
DNA’larin, AFLP ve RAPD profilleri tamamen aym olmustur. Yapraklarm
havuzlanmasiyla olusturulan bulk DNA’larda tek bir DNA izolasyonu yapimakta ve
bunun bir sonucu olarak zaman ile kullamlan kimyasaldan tasarruf saglanmaktadir.
Dolayisiyla, bireysel DNA’lara ihtiyag duyulmayan ya da bireylerden DNA
izolasyonunun sonraki dénemlerde yapiabilme imkam bulunan galismalarda, esit
agirhktaki yapraklarin havuzlanmasiyla elde edilen bulk DNA’larm kullanmmi yararl
olacaktir.

Susam yapraklarmmn musilajh olmasi, taze yapraklarda yapilan DNA izolasyonunu

zorlagtirmigtir. Dellaporta vd (1985) metodu kullanilarak DNA izolasyonu susamda
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bagarilabilse de, DNA’larda bulunan yogun polisakkarit ve fenolik bilesikler,
restriksiyon enzimleri ile kesimi engellemigtir. Hatta, DNA’lar PCR’da amplifiye
olmalarma ragmen, AFLP analizinin ilk basamagi olan kesime cevap vermemislerdir.
Ekstra olarak birkag kloroform-oktanol (24:1) ve fenol ekstraksiyonun
gerceklestirilmesi, DNA’larin  yeter diizeyde temizlenmesine olanak vermistir.
Dolayisiyla susamda DNA izolasyonu planlandiginda, gok geng yapraklarn kullanimi
ile ilave kloroform-oktanol ve fenol ekstraksiyonu yapilmasi yararl olacaktir.

Analizlerde kullanilan F, bireylerinin dolleri, belirlenen AFLP markerinin kapah
kapsiilliilik mutant karakterine sikica bagli oldugunu ikinci kez teyit etmistir. Susamda
haritalama ¢ahsmalarina temel olmasi bakimindan, F, dolleri olarak yetistirilen F;
bireyleri yararli olacaktir. F3 populasyonunun bireyleri tek tohum aktarmu yontemine
uygun olarak ayri ayri hasat edilmistir. Bu sekilde birkag yil ilerletilecek olan bu
déllerden haritalama gahismalarina uygun “rekombinant inbred hatlarn™ elde edilmesi
planlanmaktadir. Dolayistyla bu ¢aligmamn indirekt bir sonucu olarak, susamda

haritalama gahsmalarina uygun bir populasyonun temelleri atitmgtir.

RAPD markerleri de, susamda kapali kapsiillilik mutant karakterine bagh
markerler belirlemede basartyla kullanidmugtir. 12 farkl oligoniikleotidin test edilmesi
sonucunda 5'-AGTCGTCCCC siralamah “H5” primerinin kapah kapsiilliilik mutant
karakteri bakimmdan polimorfik oldugu bulunmugstur. Bulklari meydana getiren
bireysel DNA’larin bu RAPD primeri ile test edilmesi sonucunda, marker ile kapal
kapsiilliilik mutant karakteri arasinda % 70’lik linkage olustugu belirlenmistir. Ancak,
markerin bu haliyle marker yardimiyla seleksiyon slahmda kullanmasi miimkiin
goziikmemektedir. RAPD markerinin klonlamp sekanslanarak SCAR  primerlerine
doniistiiriilmesi, kiigiik bir ihtimal dahilinde de olsa ilgili karaktere sikica bagl markerin
elde edilmesini saglayabilir.
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