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OZET

YUKSEK LISANS
Orta Anadolu Kéokenli Mor Havu¢ Genotiplerinin Molekiiler Karakterizasyonu
Hilmiye Erisdi

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahce Bitkileri Anabilim Dal

Damsman: Prof.Dr. Onder Tiirkmen
2015, 31 Sayfa

Juri
Damismanin: Prof.Dr. Onder TURKMEN
ny,: Prof. Dr. Mustafa PAKSOY
Uye: Prof. Dr. Suat SENSOY

Mor havucun meyve suyu ve dogal gida boyasi olarak kullaniminin artmasi ile diinya endiistriyel
pazarindaki &nemi artmaktadir. Ulkemizde de yetistiriciligi giin gectikce artmakta olan mor havug bagta
Konya ili Eregli ilgesi olmak iizere son dénemde &zellikle I¢ Anadolu’da yayginlasan bir sebze tiiriidiir.
Ulkemizde mor havug iizerinde bu giine kadar 6nemli bir 1slah calismas: ger¢eklesmemistir. Bu kapsamda
Hatay, Konya-Merkez, Konya-Cumra, Konya-Eregli bolgelerinden temin edilen mor havug genotipleri
ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats) yontemiyle tanimlanmaya ¢alisilmigtir. Bu ¢alisgmadan elde edilen
ciktilar, mor havug¢ populasyonlarmin kendi aralarindaki zenginligini gostermek icin ve ileride
yiiriitillecek kapsamli 1slah ¢aligmalarinda yol gdsterici olacaktir.

Calismada 23 adet mor havug genotipi kullanilmistir. Bu genotiplerin olusturdugu havuzun
molekiiler karakterizasyonunu gergeklestirmek i¢in PCR temelli bir markor sistemi olan ISSR yontemine
bagvurulmustur. Bu kapsamda 24 adet ISSR primeri test edilmis ve polimorfik band sonucu veren 12
ISSR primeri ile polimorfizm oranmna bakilmistir. Molekiiler karakterizasyon ig¢in mor havug
genotiplerinin her birinden rastgele secilen (bir birey) ayni bireyinde i¢inde yer aldigi bir bulk grubu
olusturulup calisma ayr1 ayri gergeklestirilmistir. Bulk gruplarinda 7 farkli bireyin DNA 6rnekleri esit
miktarda karistirilmigtir. ISSR markorleri ile yapilan tarama sonucunda elde edilen polimorfik bantlar
var-yok esasina gore skorlanmig ve bu skorlardan basit eslestirme (Simple matching coefficient)
katsayisina gore elde edilen matriksten NTSYS PC 2.1 paket programui ile dendogram iiretilmistir. Buna
gore, bireysel gruplar arasinda toplam polimorfizm orami %92.00 bulk gruplari arasinda toplam
polimorfizm orani ise %73.88 olmustur.

Anahtar Kelimeler:Daucus carato L., , Mor havug, Genetik cesitlilik, Molekiiler karakterizasyon.



ABSTRACT

MSc THESIS
Molecular Characterization of Purple Carrot Originated from Central Anatolia
Hilmiye ERISDI
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Advisor: Prof.Dr. Onder TURKMEN
2015, 31Pages
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Due to the increase in the usage of purple carrot in the juice industry and in food coloring area,
demand of World food industry on this material keeps increasing. In Turkey, the purple carrot and the
cultivation of this vegetable keeps gaining ground especially in Eregli town of Konya region in Central
Anatolia, up to date, no important breeding study is available. In this respect, the current study focused on
molecular characterization of genotypes collected from the regions of intensive cultivation of the crop,
including Hatay, Konya-Center, Konya-Cumra and Konya-Eregli. Results of this study will shed light on
the genetic diversity between populations guiding comprehensive future breeding processes.

Twenty three purple carrot genotypes were utilized in the molecular characterization of the pool
using a PCR based marker system, namely ISSR (Inter-Simple Sequence Repeats). In total, 24 ISSR
primers were tested, 12 of which were found polymorphic. One random individual from each population
(Individual Group) and a set of 7 individuals, including the random sample of the Individual Group,
comprising another group with equal DNA contribution from every sample (Bulk Group) were arranged
for molecular characterization. The polymorphic bands were scored according to the presence and
absence of a specific size fragment and simple matching coefficient was used for the matrix to
dendrogram using NTSYS PC 2.1 software. According to the result obtained, the total polymorphism of
the Individual group was 92%, while that of the Bulk group was found to be 73.88%.

Keywords: Daucus carato, Purple carrot, Genetic diversity, Molecular characterisation.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

A : Adenin

Bp : Base pair-Baz ¢ifti

C : Sitozin

cm : Santimetre

d : Dakika

ddH.O : Distile-Deiyonize Su
g : Gram

G : Guanin

MgCl, : Magnezyum klortir
mM : Milimolar

ng : Nanogram

°C : Santigrat derece

sn : saniye

T :Timin

U : unit-tinite

ul : Mikrolitre
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Kisaltmalar

AFLP : (Amplified Fragment Length Polymorphism)-Cogaltilmis Par¢a Uzunlugu
Farklilig1

CTAB : Cetil Three Metil Amonyum Bromid

ISSR : (nter Simple Sequence Repeat)-i¢ Basit Dizi Tekrarlari

DNA : Deoksiriboniikleikasit ANTP - Deoksiriboniikleotidtrifosfat

EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

PCR : (Polymerase Chain Reaction)-Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ISSR : (Simple Sequence Repeat) - Basit Dizi Tekrarlari

rpm : (Rotation Per Minute)-Dakikadaki Devir Sayisi

NTSYS : (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System)-Sayisal Taksonomi
ve Cok Degiskenli Analiz Sistemi.

UPGMA : (Unweighted Pair-Goups Method Using Arithmetic Averages)-Aritmetik
Ortalama kullanilarak Agirliksiz Gruplama Y ontemi

RAPD : (Randomly Amplified Polymorphic DNA)-Rasgele Cogaltilmis DNA Farkliligi
RFLP : (Restriction Fragment Length Polymorphism)-Kisitlanmis Par¢a Uzunlugu
Farklilig1

Taq : (Thermus aquaticus)

TBE : Tris-Borik asit-EDTA

TKOoA : Temel Koordinatlar Analizi

Tm : (Melting Temperature)-Erime Sicakligt

MAS : (Molekiiler destekli seleksiyon)



1. GIRIS

Havug bitkisi, Umbelliferae familyasindan, Daucus cinsine aittir. Daucus cinsi
farkli tipte tlirlere ait bir genetik tabana sahiptir. Bu gline kadar Daucus cinsine ait
60'dan fazla tiir tesbit edilmistir. Bu tiirler i¢inde yer alan kiiltiir havuglar1 Dogu Asya
ve Bati Avrupa olmak iizere iki farkli gruba ayrilmaktadir. Dogu Asya havuclar
antosiyanin i¢eren kirmizimtirak mor veya sar1 kok renkli, tliylii yaprakli olup erken
ciceklenmeye egilimlidirler. Bat1 kdkenli havuglar ise turuncu, sar1, kirmizi veya beyaz
kok renklerine sahiptir, yapraklar1 az tiiyliidiir ve uzun siireli diisiik sicakliga maruz
birakilmadiklari takdirde ¢igeklenmeye daha az egilim gostermektedirler (Rubatzky ve
ark.,1999).

Kiiltiiri yapilan havuglar genel olarak turuncu renkli havuglardir. Mor havucun
Iran ve Afganistan'da yerel gesit olarak yaklasik 5000 yildir yetistirildigi bilinmektedir.
Tiirkiye’ye yaklasik 1000 y1l dnce ulastigi diistiniilmektedir. Tiirkiye i¢cin 6nemli olan
mor havug iiretiminde halen yerel popiilasyonlar kullanilmaktadir. Son donemde taze
tilketiminin yaninda, meyve suyu ve dogal gida boyasi olarak mor kdk rengine sahip
havuglar diinya piyasasinda énemli bir yer edinmeye baslamistir. Ozellikle iilkemizde
yetistiriciligi giin gegtikge artmaktadir. Tiirkiye'de 2013 yili verilerine gore 108.643 da
alanda 569.855 ton havug iiretimi yapilmistir. Ornegin, havug iiretiminin hemen hemen
tamamina yakini mor havug¢ olan ve havug iiretiminde 6nemli bir bolgeyi temsil eden
Konya Eregli bolgesinde 10.000 da alanda 40.000 ton havug iiretimi gerceklesmistir
(Anonim, 2015).

Mor havucun vyararli bilesenleri agisindan biiyiik bir yelpazesinin oldugu
bilinmektedir. Mor havug, turuncu havugtan 12 kez, sar1 havugdan 28 kez daha fazla
antioksidan igerir ve dnemli bir antosiyanin kaynagidir. A, B ve C vitaminleri agisindan
zengin oldugu bilinmektedir. Mor havug 6zellikle Amerika'da provitamin A’nin varhigi
icin tliketilmektedir. Havug ortalama 90 ppm karatenoid igerir. Bunun yaklasik %20’si
alfa-karoten, %350’si beta-karoten, %20’si ise gama-karotenden meydana gelmektedir.
Havug koklerinde kuru maddenin %35-70'ni sekerler olusturur. Bu sekerler biiyiik
oranda sakkarozdur (Giinay, 1993).

Ulkemizde yetistiricilikte kullanilan mor havuglar yerel populasyonlardan elde
edilmektedir. Yerel populasyonlarin {ireticiler agisinda en biiylik sikintist meyve
seklinin, iriliginin, rengin ve verimin tniform olmamasidir. Bir sonraki nesile mor
havug tohumu iiretimi saglamak i¢in yiiksek konsantrasyonda mor renk igeren bitkiler

0zensizce segilerek tohumluk liretimine alinirlar. Havucun yabanci ddllenen ve iki yillik
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bir bitki olmasi seleksiyon etkinligini kisitlamakta ve siiresini uzatmaktadir. Bu

zorluklar g6z oniine alindiginda 1slah siireci uzamaktadir. Bu baglamda Tiirkiye'de yerel
mor havug populasyonlari hala kullanilmakta ve bu durum da yerel gen kaynaklariin
kayit altina alinmasi ve mor havug 1slah programlarinin baglatilabilmesi a¢isindan bir
avantaj olarak goriilmektedir.

Ulkemizde turuncu havug iiretiminde hibrit tohum kullanim: oldukg¢a yagindir.
Ama mor havugta heniiz hibrit tohumhemen hemen hi¢ Kullanilmamaktadir. Ozellikle
Anadolu mor havug yerel populasyonlari agisindan zengin bir genetik ¢esitlilige
sahiptir. Bu nedenle yaygin mor havug¢ lretimi yapilan bu boélgede mevcut olan
populasyonlarin toplanip 6zelliklerinin belirlenmesi ve kayit altina alinmasi ile yerel
populasyonlar korumaya alinirken, gelecekte yapilacak islah ¢alismalarina da katki
saglanabilecektir. Bu c¢alismada; ISSR yontemi ile Tirkiye’de mor havug
populasyonlarindaki varyasyonun sinirlari belirlenmeye ¢alisilmigtir. Bu amagla yerel
mor havug populasyonlari ile tiretim yapilan Hatay, Konya-Merkez, Konya-Cumra,
Konya-Eregli bolgelerinden 23 adet populasyon bu c¢alismada bitkisel materyal olarak
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar ile gelecekte baslatilacak mor havug 1slah

programlari i¢in degerli bilgilerin iiretildigi diisiiniilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Havug bir serin iklim sebzesidir. Ozellikle ¢imlenme ve sonrasindaki erken
donemde soguklara karsi toleransinin yiiksek olmasi nedeniyle serin bolgelerimizde
erken ilkbahar aylarinda 1liman bolgelerimizde ise kis aylarinda rahatca
yetistirilebilmektedir (Kiraci ve Padem, 2015).

Havug bir uzun giin bitkisi olup optimum sicaklik istegi 16-18°C' dir, minimum
sicaklik istegi 9°C, maximum sicaklik istegi ise 28°C olup, -5°C ile -7°C'leri arasinda
donma baglar. Sicaklik havucta renk olusumuna olumlu etki yapar. Soguk ve yagish
gecen liretim sezonlarinda agik renk havug elde edilir. 10-15 °C’lik sicakliklarda olusan
renk tatmin edici bir havug rengi olmaz. Sicaklik kok olusumuna dogrudan etkili olup
yiiksek sicakliklarda havuc boyu kisa kalir. Diisiik sicakliklarda ise havu¢ boyu gesit
ozelligini gosterse de bu defa renk ve havucun c¢ap1 kotii yonde gelisir. Daha uzun ve
acik renkli havuglar meydana gelir. Fazla yagis havug¢ da olumsuz etki yapar. Fakat
nemin olumlu bir etkisi vardir. Toprak rutubeti de havug gelismesine etki ederse de
etkisi sicakhigin etkisi kadar olmaz. Ozellikle kuraklikta yiiksek sicaklik ve rutubet
diistik sicaklik ile birlesirse havug iiretimini olumsuz yonde etkiler. En iyi gelisme 20°C
civarindaki sicakliklar da olur. Sicak bolgelerde yapilan ilkbahar {iretiminde bitkilerin
Oonemli bir boliimiiniin yeterli biiyiiklilkte havuc¢ olusturmadan generatif faza gegerek
cigeklendigi goriiliir (Lu ve ak., 1995).

Stein ve Nothnagel (1995)'a gore havugta i1slah amaglar1 arasinda, iiriinde
homojenlik ve kalite, hastalik ve zararlilara dayaniklilik ile erken ¢iceklenme egiliminin
azaltilmas1 gibi kriterlerin yaninda yiiksek besin igerigi, yiiksek lezzet ve aroma gibi
ozelliklerin de 1slah ¢aligmasinda temel alinmas1 gerekmektedir.

Havug¢ koklerinde catallasma, kaliteyi ve verimi azaltan 6nemli bir unsurdur.
Yesil omuzlulugun da verim ve Kalite azalislarina neden olmasindan dolayi
istenilmeyen bir durum oldugu vurgulanmistir. Kokte catlama kaliteyi bozan bir
unsurdur. Kokte ¢atlak olusumu bitkinin genetik yapisi ile alakali oldugu kadar cevre
kosullari ile 6zellikle toprak yapisi ve toprak nem igerigi ile yakindan ilgilidir. Catlama
hassasiyeti tek bir dominant gen tarafindan idare edilmektedir (Stein ve Nothnagel,
1995).

Havucta, cigekler erselik yapida olmakla birlikte ayni semsiye iizerinde ig
kisimlarda yer alan ¢iceklerden Onemli bir bdoliimiiniin sadece erkek organlar

gelismistir. Semsiye de distan ice dogru sadece erkek organi gelisen cigeklerin yiizde
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orant artmaktadir. Bir bitki iizerinde sadece disi organli, sadece erkek organli veya

erselik ciceklere rastlanabilmektedir. Déllenme pek ¢ok bocegin ve sineklerin yardimi
ile olur. Cigeklerde yiiksek oranda protandri goriiliir. Tepecik reseptif hale gelinceye
kadar biitiin polen tozu keseleri patlayarak tozlarin1 dokmiis olurlar. Havucgta kendine
kisirlik tespit edilmemistir. Bir bitkinin farkli ¢igekleri birbirini kolayca doller ve tohum
elde edilebilir. Tohum iiretiminde yabanci ddllenmeyi engellemek igin izolasyon
mesafesi en az 500 m olarak verilmelidir. Umbelliferae familyasinin ¢icek yapist geregi
cigeklenme semsiyenin dis kismindan baglar 6nce en distaki ¢igekler acar ve ice dogru
devam eder. Ciceklenmeye paralel olarak devam eden kademeli tohum olgunlugu
nedeniyle bazi tohumlar tam olgunlasmadan hasat edilir. Ozellikle tohumlar1 geg
cimlenen tiirler i¢inde yer alan havug tohumlarindaki bu kademeli olgunlasma ve bazen
dis sartlar altinda tohumlarda goriilen sekonder tohum dinlenmesi nedeniyle
¢imlenme/¢ikis geg ve diizensiz olmaktadir (Duman ve ark, 1995).

Havug tohumla firetilen, iki yillik, agik tozlanan, diploid bir sebze tiirtidiir.
Tanimlanan 22 Daucus tiiriiniin oldugu, bu tiirlerin hemen hemen tamami diploid
yapida ve temel kromozom sayilar1 x=9 ile x=11 arasinda degistigini bildirilmektedir.
Daucus carota, Daucus capillifolus ve bazi Giiney Akdeniz tiirleri 2n=2x=18
kromozom sayisina sahiptirler . Havucun ilk yil, genotip 6zellikleri ve ¢evre sartlarina
bagli olarak 60-150 giin icerisinde vegetatif organlari olusurken, ikinci yil ise bitkinin
generatif organlart meydana gelir. Ancak ik yil ¢igeklenme egilimi de
gosterebilmektedir (Giinay, 1993). Havucta yiiksek oranda protandri goriildiigiinden
dolay1 yiiksek oranda yabanci dollenme goriiliir. Kendine dollenme %15 civarindadir
(Stein ve ark., 1995).

Havug 1slahgilar1 seleksiyonda dikkat edilecek en oOnemli ozelligin erken
ciceklenme egilimi (sapa kalkma) oldugunu vurgulamaktadir (Peterson ve Simon,
1986). Diistik sicakliklara bir tepki olarak erken ¢igeklenme egilimi ortaya ¢ikmaktadir
(Rubatzky ve ark., 1999). Erken ¢igeklenme gostermeyen ¢esit 1slah1 igin populasyonda
vernalizasyon uygulamasi sonrasi seleksiyon yapilabilir.

Havugta (D. carota L.);erkek kisirhigi sistemi ile F1 hibrit tohumluk retimi
stoplazmik genetik erkek kisirligi, havucta “kahverengi anter” ve “petaloid”seklinde
kendini gostermektedir. Soganda kahverengi anter erkek kisirligi ilk olarak 1947 yilinda
Tendersweet ¢esidinde tesadiifen kesfedilmistir (Michalik ve ark., 1988).“Kahverengi
“anter” daha sonra bir¢ok gesit ve yabani havug tiirlerinde de bulunmustur. Bu tip erkek
kisirlikta anterler normal olugmakta fakat polen gelisimi belli bir asamada durmakta ve

anterler daha koyu renk almaktadir. Kahverengi anter kisirhigi, giiniimiizde ozellikle
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erkenci hibrit havug cesitlerinin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Stein ve Nothnagel, 1995). Fakat bu kisirlik kaynaginda sik sik stabilite sorunu
yasanmaktadir. Son yillarda Kore’de yapilan ¢alismalarla stabil olan kahverengi anter
kisirhigr elde edilmis ve petaloid tipi erkek kisirliktan daha fazla tohum verimi
alimmustir. Petaloid erkek kisirligi, 1953 yilinda yabani bir havugta kesfedilmistir. Bu tip
kisirlik, petallerde meydana gelen bir mutasyon sonucu meydana gelmistir. Giiniimiizde
petaloid erkek kisirligi, 6zellikle Kuzey Amerika’da hibrit tohum {iiretiminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Gerek ¢igeklenme asamasinda ve gerekse tohum iiretiminde,
farkli ekolojik kosullarda oldukga stabil 6zellikte oldugu belirlenmistir. Ancak, petaloid
kisirlik, 6zelikle ge¢ donemde yapilan iiretimlerde kirilabilmektedir (Simon ve ark.,
2006). Giiniimiizde tiim diinyada kullanilmakta olan hibrit havug ¢esitlerinin %701 ve
ABD’deki ¢esitlerin %90°1 petaloid erkek kisirligi mekanizmasindan yararlanilarak
tiretilmektedir. Geriye kalan gesitlerin eldesinde ise kahverengi anter erkek kisirlig
kullanilmaktadir (Havey, 2004). 1992 ve 1996 yillariarasinda havucta 3 yeni kisirlik
kaynag1 daha belirlenmistir. Yeni kisirlik sistemleri, D. carota ssp. gummifer, D. carota
ssp. maritimus ve D. carota ssp. gadecaei alt tiirlerinin stoplazmalari kullanilarak
gelistirilmistir (Nothnagel ve ark., 2008). Kendilenmis havug hatlarina kisirhigin
aktarilmasi ve bu sistemle hibrit tohum iretimi, diger tiirlere benzer asamalarla
gerceklestirilmektedir. Bu siireg F2 yada F3 generasyonunda baslamakta ve segilen
fertilgenotiplerle kisirlik kaynagi melezlenmektedir. Daha sonraki generasyonda olusan
erkek fertil hatlarin idame hat olarak kullanilabilme durumu, test melezlemeleri
yapilarak ortaya konulmaktadir (Morelock ve ark, 1996; Simon ve ark, 2000).

Daucus tiirleri iizerinde yapilan bir arastirmada deneme yapilan bir araziden 14
farkli genetik 6zellige sahip tiirlerden 81 tip selekte edilerek, yapilan bu seleksiyonlar
40 farklt morfolojik karakter yoniinden incelemeye alimmustir (Arbizu ve ark 2014).
Yapilan bu arastirmada ¢ogu karakterler morfolojik yonden birgok tiir arasinda
muazzam farkliliklar gostermistir. Cok degiskenli analizler yapilaraktan dis gruplar
Daucus cinsi iginde kolayca ayrilmistir. Yaptiklar1 fenotipic gozlemler ile molekiiler
veriler benzerlik gostermistir. Molekiiler analizlerde en problemli ¢ikan gruplar ile
morfolojik gozlemlerde problemli ¢ikan gruplar aynit bulunmustur (Arbizu ve ark,
2014).

Glinlimiiz modern 1slah tekniklerinde genetik kaynaklarin tanimlanmasi
vazgecilmez uygulamalarin basinda gelmektedir. Bitkinin yasi, fizyolojik durumu ve
cevresel faktdrler morfolojik belirteclerle yapilan karakterizasyonlarda, bitki tiirlerinin

morfolojik karakterlerine dayali yapilan taksonomik siniflandirma iizerinde etkili
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olmaktadir (Havey, 1991). Bitkilerdeki genetik ¢esitliliginin ortaya konmasinda, bitki

tiirleri arasindaki taksonomik ve filogenetik iligkilerin dogru bir sekilde belirlenmesinde
genetik molekiiler markorler basariyla kullanilmaktadir (Yang ve Quiros, 1993).
Molekiiler markor teknolojisi genetik ¢esitliligi ortaya koydugu i¢in 1slah programini
hizlandirma ve dogru yonlendirmesi 6zelliginden dolay1 her gecen giin hizla gelismekte
ve bitki 1slahindaki yerini almaktadir ( Lee, 1995; Winter ve Kahl, 1995; Duvick, 1996).

Morfolojik 6zellikleri birbirine ¢ok yakin olarak goriilen gruplar1 genetik olarak
birbirinden ¢ok farkli da olabilmektedirler (Sevindik ve ark, 2013). Bitki islahinda
molekiiler belirtecler 6nem kazanmaktadir ve 1slahcilar agisindan vazgegilmez hale
gelmektedir.

Molekiiler markorlerin ¢ogunlugu, PCR teknigine dayalidir. Markorlerin bitki
genetigi ve 1slahinda;gesit tanimlama, markor destekli seleksiyon (Marker Assisted
Selection = MAS), genom haritalama baslica kullanim alanlaridir. Cesit tanimlamada
cins, tlir ve gesitler arasinda polimorfizm gosterecek markorlerden yararlanilmakta ve
gen kaynaklariin tanimlanmasi, siniflandirilmasi ve gen bankalarinin yonetimi; 1slah
hat ve gesitlerinin parmak izlerinin ¢ikarilmasiyla ¢esit patent haklarinin elde edilmesi
ve bdylece 1slah¢i haklarinin korunmasi saglanabilmektedir (Badenes ve Parfitt 1998;
Agaoglu ve Ergiil, 1999; Gogmen ve ark., 1999a; Gogmen ve ark, 1999b; Polat ve ark.,
1999; Cansian ve Echeverrigaray, 2000; Li ve Quiros, 2000).

MAS ve genom haritalamada, markér kullantminin 6n sarti, agilim gosteren,
baslangi¢ populasyonunun olusturulmasidir (Paterson ve Wing, 1993). Basit karakterler
icin genelde F2, BC (Geriye Melez) ve NIL (Yakin Izogenik Hatlar) populasyonlar
kullanilmakta; genom haritalama ve ¢ok genle idare edilen karakterler icin ise F2:3 ve
RIL (Rekombinant Saf Hat) populasyonlarina basvurulmaktadir (Staub ve ark 1997,
Goldman ve ark., 1995; Ekbi¢ ve ark., 1999; Park ve ark., 2000). Populasyonlarda,
markorlerin linkage (baglant1) dagilimina bakilarak, genom haritalar1 olusturulmaktadir
(Onus, 1999a; Onus, 1999b ).

Giliniimlizde kullanilan birgok molekiiller markér bulunmaktadir. DNA
markdrlerini  kendi igerisinde dominant ve kodominat seklinde iki grupta
siniflandirilabilir. Bu tez ¢alismasin da kullanilan ISSR dominant bir markdr sistemidir.
RAPD ve ISSR gibi spesifiklik derecesi diisiik olan markorlerin giicli, bu yontemlerle
elde edilen bantlarin jel iizerinden ¢ikarilarak, sonlarindaki DNA zincirlerinin tespiti ve
bunlarin daha uzun, dolayisiyla da daha spesifik primerler olarak PCR reaksiyonlarinda
kullanilmas: ile arttirilabilir. Tekrarlanabilirligi diger markorlere nazaran c¢ok daha

yiiksektir. Dominant ve kodominant markorler olusturabilirler. Dominant olanlar
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restriksiyon enzimleriyle kodominant markorlere doniistiiriilebilir. ISSR, dominant

markdrdiir ve dizi bilgisi gerekmeden primer dizayni yapilabilmesi avantajlarindan
biridir (Joshi ve ark., 2000).

Bitki gen kaynaklar1 koleksiyonundaki genetik varyasyonun belirlenmesinde,
her genotip iginde var olan varyasyonun ve genotip sayisinin fazlaligi, molekiiler
biyoloji tekniklerinin kullanilmasini zorlastiracagi bilinmektedir. Bu zorluklari ortadan
kaldirabilmek i¢in hizli, basit ve giivenilir olanlarinin kullanilmasi gerekmektedir
(Gilbert ve ark.,1999).

ISSR yontemi giliniimiizde DNA tabanli akrabalik iligkilerini ortaya koymada en
¢ok kullanilan markor sistemlerinden biridir. Zietkiewicz ve ark., (1994) tarafindan
kesfedilmis ve kullanilmustir. Ozellikle polimeraz zincir reaksiyonunun kullaniminin
yayginlagmasiyla bu yontemin kullanimi artmastir.

Ozgiin bir DNA parcasinin bol miktarda elde edilmesi, molekiiler analizinin
yapilmasi ve genetik miithendisligi amaglari dogrultusunda rekombinant organizmalar
elde etmek iizere gen aktarimi igin In vitro kosullarda DNA ¢ogaltilmasinin
yapilmaktadir. DNA ¢ift sarmalinda birbirinden ayrilan ipliklerin tamamlayicilar
sentezlenerek bir DNA molekiiliinden onunla ayni olan iki yavru molekiil meydana
gelir. Tiim genler hiicre boliinmesiyle yeni olusan hiicrelere aynen geger.Her yeni hiicre
jenerasyonunda DNA miktar1 baslangica gore iissel olarak artar. Ornegin 30 jenerasyon
sonra hiicre ve gen sayisinda milyarlarca kez artis olur. Istenilen bir genin ya da ézgiin
bir DNA dizisinin ¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi i¢in, in vitro kosullarda 1980 i
yillardan itibaren Polimeraz Zincir Reaksiyonu “Polymerase Chain Reaction’” (PCR) da
kullanilmaya baslamistir (Temizkan ve ark, 2008 ).

Istenilen genlerin ya da DNA dizilerinin jenerasyonlara bagh replikasyonunu
PCR ile hizlandirilmis bir sekilde gergeklestirilir. PCR replikasyon siirecini taklit ederek
aynen dogal hiicre boliinmesinde oldugu gibi, yaklasik 30 jenerasyon secilmis bir DNA
dizisinin agag1 yukari milyar kati1 kopyalanmis olur (Temizkan ve ark., 2008 ).

ISSR markorleriyle, act bakla gen kaynaklarinda yaptiklart caligmada, bes
bireyden alman ve kanistirlan DNA  Orneklerinin, genotipi tamamen temsil
edebilecegini bildirmiglerdir (Gilbert ve ark., 1999).

Bradeen ve ark. (2002), ¢alismalarinda 140 AFLP, markérii, 23 ISSR markorii,
20 mitokondriyal markér ve daha farkli iki ¢esit markor kullanmislardir. Calismada,
AFLP ve ISSR kayda deger bir sekilde giivenilir ve tekrar edilebilir sonuglar

gostermistir. Elde ettikleri sonuglara gore kiiltiir ve yabani formdaki havug tiirlerinin
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serbestce ¢aprazlanabilmesine ragmen, her iki grup da farkli bir kiimelenme gostererek

birbirinden belirgin bir sekilde ayrilmislardir.

Bes tanesi ticari olmak iizere D. carrota L. kaynakl ticari ve yabani formlar
iceren 18 farkli iilkedensaglanan 124 genetik materyalin kullanildig1 bir calismada,
AFLP ve ISSR tekniklerinden yararlanilmistir. Cizilen dendogramlar tizerinden cografi
orijin, mitekondri, plastid, spesifik ¢ekirdek gesitliligi, AFLP ve ISSR datalarini1 dikkate
alarak, havug cesitleri arasinda genellikle zayif bir korelasyon oldugu ileri siiriilmiistiir.
Sonu¢ olarak,havugta zengin bir genetik cesitlilik oldugunu ve nispeten dogada

diizensiz yapidaolduklari vurgulanmistir (Bradeen ve ark, 2002).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, Tiirkiye'de mor havug tariminin yaygin olarak yapildigi bolgelerden
derlenen mor havug populasyonlari arasindaki varyasyonu belirlemek amaciyla
yiriitilmistir. Bu amagla, Hatay, Konya-Merkez, Konya-Cumra, Konya-Eregli
bolgesinden toplanan 23 yerel mor havuglar bu c¢alismada bitkisel materyal olarak
kullanilmastir.

Genotiplere ait havuglar adi gecen bolgelerden derlenmis ve Kasim ayinda
Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralari'nda uyandirmak amaciyla her genotipten
10 havug olacak sekilde dikimi yapilmistir. Ancak 3 genotipte havug¢ derlemesi
yaptlmamis elde edilen tohumlar es zamanli olarak ayni kosullarda tohum ekimi

yapilarak fide eldesi saglanmistir. Toplam 23 populasyon ¢alismada kullanilmistir.

3.2. Yontem

Usuliine uygun bakim kosullarinda 4-6 yaprakli doneme gelen havug
bitkilerinden DNA izolasyonu i¢in yaprak ornekleri alinmistir. Bir kisim 6rnek sivi
azota daldirilip -80 °C'deki dondurucuda saklanarak daha sonra bu 6rneklerden DNA
izolasyonu yapilmistir. Ancak serada dikili bitkilerden elde edilen taze Orneklerden
yapilan izolasyonlar daha iyi sonuclar vermistir. Bu nedenle taze yaprak parcalari
posetle buz icerisine konulup, Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari'na getirilmis

ve ivedilikle s1v1 azot ile soklanarak CTAB metodu ile DNA izolasyonlar1 yapilmigtir.

3.2.1. DNA izolasyonu

Molekiiler genetik arasgtirmalarin ilk adimi genomik DNA’nin saf bir sekilde
elde edilmesidir. Genomik DNA’nin elde edilmesi hiicre duvarinin ve hiicre zarmnin
parcalanmasi, proteinlerin ortamdan uzaklastirilmasi ve DNA’nin c¢oktiriilerek
saflagtirilmasi gibi baslica adimlari icerir (Metin ve ark., 2012). Pek ¢ok bitki tiiriinde
basartyla uygulanan DNA izolasyon protokolleri mevcuttur. Ancak bitkiler arasinda
biyokimyasal a¢idan oldukca farkli kompozisyonlara sahip oldugu bilindiginden
(Sevindik ve ark, 2013), DNA izolasyonu, yapilarinda yiiksek oranda fenoller, ketonlar,
aldehitler, polisakkaritler gibi sekonder metabolitleri igeren bitkilerde problemli

olabilecegi 6n goriilmiistiir. Bu baglamda her ¢alisma i¢cin DNA izolasyon protokolleri
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farkliliklar gosterebilir. Buna gore calismamizda mor havug orneklerinin DNA

izolasyonu modifiye edilmis 2XCTAB yontemi kullanilarak yapilmistir.

CTAB DNA Protokolii ile zolasyon

Bitkilerden genomik DNA izolasyonu i¢in modifiye edilen 2XCTAB
yontemikullanilmistir (Incirli ve ark. 2001). Bunun igin, 0.1g olacak sekilde geng bitki
yapraklarina ait 6rnekler sivi azot ile havanda toz haline getirilmis ve 2 ml’lik ependorf
tiplere alinarak, tizerine 500 ul CTAB tampon c¢ozelti ve 2.5ul B-Merkaptoetanol
eklenerek alt iist edilmistir. Bu Ornekler 1 saat boyunca 55C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra drnekler iizerine 1.5ul RNaz A eklenerek numuneler 37°C’de 15
dakikabekletilmistir. Ornekler su banyosundan alindiktan sonra iizerlerine 500 pl
kloroform-izoamilalkol eklenmistir. Bu asamadan sonra santriflij yapilarak, DNA'nin
coktiiriilmesisaglanmistir. Santrifiijden sonra tiiplerde 3 farkli faz olusturulmus, tist
fazda DNA, ara fazda proteinler dipte ise fenol-kloroform-izoamilalkol yer almistir.
Ustteki faz yeni ependorf tiiplereaktarilmis ve iizerine 0.08 hacimde 7.5 M amonyum
asetat eklenmistir. Bu asamada, 0.54 hacimisopropanol eklenerek 6rnekler yavasca alt
tist edilmistir. Daha sonra 35 dk buzda inkiibe edilmisler, inkiibasyondan sonra santrifiij
edilerek dipte pellet olusumu gozlenmistir. Ustteki siipernatant atilmis, iizerine 700 pl
%70'lik EtOH eklenmis ve DNA yikanmistir. Santrifiij yapilmis ve dipte pellet
olusmustur. EtOH uzaklastirilmistir. Daha sonra % 90'lik EtOH ile yikama yapilmis ve
ornekler tekrar  santrifiij edilmistir.  Dipte pellet olusmus ve EtOH
uzaklastirilmistir. Tlipler kurutma kagitlarina yan yatirilmis ve EtOH’un iyice ugmasi
saglanmistir. En son olarak pellet tizerine 100 ul TE (pH 8.0) eklenip, pellet ¢oziilmesi

beklenmis ve ornekler kullanima hazir hale getirilmistir (Sevindik ve ark, 2013).

3.2.2. Bulklarin olusturulmasi

Bu analizde kullanilan bireyler rastgele secilmis ve genotipi temsil eden tek
bireyden olusan bireysel gruplar olusturulmustur. Bulk gruplari ise bireysel gruplardaki
bireyleride icerecek sekilde her popiilasyonu temsil eden yediser farkli bireyin esit
miktarda temsil edildigi DNA kombinasyonlarindan elde edilmistir. Bireyler segilirken

rastgele secilmistir. Bulklar olusturulurken her bireyden 20ul alinmistir.

3.3. Spektral yontem
DNA o6rneklerinin 260 nm dalga boyunda spektrofotometrik okumalar yapilarak
miktarlart NanoDrop1000 cihazi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica DNA Kalitesi ile
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ilgili olarak da, 260, 280 ve 230 nm dalga boylarinda okunan, sirasiyla niikleik

asitler, proteinler ve fenolik bilesikler, degerler arasindaki oranlar niikleik asitlerin

saflig1 ve ¢alisma i¢in yeterli kalitede oldugu hakkinda bilgi vermistir.

3.4. PCR uygulamalari

Bu calismada genomda hedeflenen DNA tekrar dizilerine yonelik tasarlanmis
toplam 24 ISSR primeri test edilmis olup bunlar arasinda tekrarlanabilirligi yiiksek,
giivenilir amplifikasyon triinleri veren toplam 12 primer (Cizelge 3.4) ile PCR

analizleri gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.4. Polimorfizm elde edilen primerler

Primer ismi Primer Dizini( 5°-3”) % GC Tm (°C)
1 F2 5’-CTCGTGTGTGTGTGTGTGT 52.6 56.7
2 M1 5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGCG-3’ 68.4 63.1
3 M3 5’-AGCAGCAGCAGCAGCAGCC -3° 68.4 63.1
4 M7 5’-AGAGAGAGAGAGAGAGAGC -3’ 52.6 56.7
5 M8 5’-ACACACACACACACACACG -3’ 52.6 56.7
6 M9 5’-ACACACACACACACACCG-3’ 55.6 56.0
7 M10 5’-ACACACACACACACACCY-Wohbles-3> | 52.8 54.8
8 F8 5’-GCCGCCGCCGCCGCC -3 100.0 67.0
9 M15 5’-CACACACACACACACAAG -3’ 50.0 53.7
10 M16 5’-CACACACACACACACAGC -3’ 55.6 56.0
11 M17 5’-CAGCACACACACACACACA -3’ 55.6 56.7
12 M18 5’-CGTCACACACACACACACA -» 55.6 56.7

GC: guanin citozin, Tm: Erime Sicakligt

Tezde kullanilan primerlerin PCR protokolleri ¢izelge 3.5.de verilmistir. PCR
uygulamas: her primer icin testlemeler sonucunda uygun bulunan protokoller
dogrultusunda karisimlar hazirlanip sonrasinda Ornekler PCR’a yerlestirilmistir.
Primerler hem bulk gruplari hemde rastgele segilen bireysel gruplar i¢in ayr1 ayri
yirlitiilmistiir. Secilen primerlerin ¢alisip ¢aligmadigini anlamak ve uygun protokolii
hazirlamak i¢in bulk’lardan rastgele secilen 5 6rnek ile PCR cihazinda gradient yontemi

ile 6n testlemeler yapilmistir.




Cizelge 3.5: Tezde kullanilmus olan primerler i¢in olusturulan optimal protokoller.
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Primer | Protokol PCR igin thermal cycler cihazi Program

Ismi

F2 1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul | 1.94 °C 4dk == | dsngii
2.MgCl,(25mm) 23ul | 2.94°C 30sn -
3.dNTP miksi (lmm)  :5.0 pl 3.57.9°C -51.7°C | 40sn - 12 dongii
4.Primer(50pmol) :0.5ul 4. 72°C 1dk .
5. TagDNA Pol. :0.3pl 5.94°C 30sn
6.DNA(50ng)  :2.0ul 6.51.9°C 40 sn - 35 dongii
7. Distile deionize su :11pl | 7.72°C ldk

M1 1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul | 1.94°C 4dk  =—> | dongii
2. MgCl (25mm) :2,5ul | 2.94°C 30sn 15 déngii
3.dNTP miksi(1mm) :0.6ul | 3.65°C - 55°C | 40sn }
4.Primer(50pmol) 0.5ul | 4.72°C 1dk
5.TagDNAPol.:0.3ul 5.94°C 30sn
6.DNA(50ng) 2.0l 6. 60°C 40 sn :I- 36 dongii
7. Distile deionize su :16.6ul | 7.72°C 1dk

M2 4 dk
1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul 1.94 °C ) | dongii
2. MgCly (25mm) 2,6ul | 2.94°C 30sn 12 dongii
3.dNTP miksi(1mm) 6.0ul | 3.70°C - 60°C | 40sn :I—
4.Primer(50pmol) 0.5ul | 4.72°C 1dk
5.TagDNA Pol. :0.35ul 5.94 °C 3osn ]
6.DNA(50ng) 2.2ul 6. 60°C 40 sn = 36 dongii
7.Distile deionize su :108ul | 7.72°C 1dk =

M3 1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul | 1.94 °C 5 dk w1 dongii
2. MgCl, (25mm) 2,0ul | 2.94°C 30sn 7 12 dongii
3.dNTP miksi(1mm) :0.6ul | 3.60°C - 54°C 40sn —
4.Primer(50pmol) 0.5ul | 4.72°C 45sn
5.TagDNA Pol. :0.2pl 5.94°C 30sn 9
6.DNA(100ng) 2.0ul | 6.54°C 40 sn - 37 dongii
7.Distile deionize su :12.2ul | 7.72°C 45sn

M5 1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2,5ul | 1.94 °C 5dk = 1 dongi
2. MgCl, (25mm) 2,3ul | 2.94°C 30sn 12 dongii
3.dNTP miksi(1mm) 5.0ul | 3.65°C- 55°C 40sn ]—
4.Primer(50pmol) 0.5ul | 4.72°C 1dk
5.TagDNA Pol. :0.3pl 5.94°C 30sn 36 dongii
6.DNA(100ng) 2.0ul | 6.555°C 40 sn ]-
7.Distile deionize su :115ul | 7.72°C 1 dk

M7 1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul | 1.94°C 4 dk w1 dOngii
2 MgCl; (25mm) 2,7ul | 2.94°C 30sn 12 dongii
3.dNTP miksi(1mm) :4.0ul | 3.56°C- 50°C 40sn ‘|_
4.Primer(50pmol) :0.5ul | 4.72°C 1dk
5.TagDNA Pol. :0.25pl 5.94°C 30sn = 36 dongii
6.DNA(50ng) 2.5ul | 6.51°C 40 sn :I—
7.Distile deionize su :125ul | 7.72°C 1dk

M8 1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul | 1.94 °C 4 dk m) | dOngii
2. MgCl(25mm) 2.0ul | 2.94°C 30sn } 12 déngii




M9

M10

F8

M15

M16

M17

M18

3.dNTP miksi(1mm) :3.0ul
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol. :0.2ul
6.DNA(100ng) :1.5ul
7.Distile deionize su :15.0ul

1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul

2. MgCl; (25mm) 2,7l
3.dNTP miksi(1mm) :0,6ul
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol. :0.25pl
6.DNA(50ng) 2.5ul
7.Distile deionize su :15.9ul
1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul
2. MgCl; (25mm) 3l
3.dNTP miksi(1mm) 3ul
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol. :0.2ul
6.DNA(100ng) :1.5ul
7.Distile deionize su :14.3ul
1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul
2. MgCl; (25mm) :2.0ul
3.dNTP miksi(1mm) 0.6l
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol. :0.2ul
6.DNA(100ng) 2.0ul
7.Distile deionize su :12.2ul
1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul
2. MgCl; (25mm) :2,8ul
3.dNTP miksi(1mm) 4.0ul
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol. :0.25ul
6.DNA(50ng) 2.5ul
7.Distile deionize su :12.4ul

1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul

2. MgCl; (25mm) 1,7l
3.dNTP miksi(1mm) :3.0ul
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol..0.2ul
6.DNA(50ng) 2.0ul
7.Distile deionize su :15.1ul
1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul
2. MgCl; (25mm) :3.0ul
3.dNTP miksi(1mm) :4.0ul
4.Primer(50pmol) :0.5ul
5.TagDNA Pol. :0.3pl
6.DNA(100ng) 250l
7.Distile deionize su :12.2ul

1.Taq buffer(NH2S04) 10x :2.5ul
2. MgCl; (25mm) :2.0ul
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3.57°C- 51°C | 40sn

4.72°C 1dk

5.94 °C 30sn 35 dongii
6.51°C 40 sn

7.720C 1 dk

1.94 °C 4 dk === | dongii
2.94°C 30sn 12 déngii
3.56°C- 51°C | 40sn

4.72°C 1dk

5.94°C 30sn 35 dongii
6.52.6 °C 40 sn

7.72°C 1 dk

1.94 °C 4 dk m—) | dongii
2.94°C 30sn 12 déngii
3.56°C- 50°C | 40sn

4.72°C 1dk

5.94°C 30sn 35 dongii
6.50°C 40 sn

7.72°C 1 dk

1.94 °C 5 dk m—) | d6ngii
2.94°C 30sn 12 déngii
3.70°C - 62°C 40sn }

4.72°C 1dk

5.94 °C 30sn 35 dongii
6.62,5 °C 40 sn }

7.72°C 1 dk

1.94°C 5ok e | {5ngii
2.94°C 30sn 12 dongii
3.56°C - 50°C | 40sn

4.72°C 1dk

5.94°C 30sn 35 dongii
6.50°C 40 sn

7.72°C 1 dk

1.94 °C 4 dk m—) | dongii
2.94°C 30sn 12 déngii
3.57°C- 50°C | 40sn

4.72°C 1dk

5.94°C 30sn 36 dongii
6.50°C 40 sn

7.72°C 1 dk

1.94°C 4 dk ) | dongii
2.94°C 30sn 12 déngii
3.58°C- 51°C | 40sn

4.72°C 1dk

5.94 °C 30sn 35 dongii
6.52°C 40 sn

7.72°C 1 dk

1.94°C 4 dk s 1 A6
2.94°C 30sn 12 dongii
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3.dNTP miksi(1mm) :3.0ul | 3.58°C-51°C 40sn

4.Primer(50pmol) 0.5ul | 4.72°C 1dk

5.TagDNA Pol.:0.2ul 5.94°C 30sn 38 dongii
6.DNA(100ng) 1.5ul | 6.52°C 40 sn =

7.Distile deionize su :15.2ul | 7.72°C 1dk _

3.5. Elektroforetik Yontemler

DNA izolasyonlarindan elde edilen numunelerin kalite analizlerinde ayrica
elektroforetik yontem kullanilmistir. Buna gore, hazirlanan %1 lik agaroz jellerde
yiiriitiilen numuneler transiliiminatér kullanilarak Etidyum Bromiir floresan boyadan
yararlanilarak UV 1simasindan DNA goriintiilerielde edilmistir. Ayn1 sekilde, PCR
tiriinleride elektroforetik yontemle %2 lik agaroz jel ortaminda yiiriitiilerek genotipler

arasinda farklar1 olusturan fragmanlar skorlanmistir.

3.6. Skorlama ve istatistik Analizleri

3.6.1. Verilerin Uretilmesi

Dominant 6zellikte markorler olan ISSR uygulamalarindan tekrarli olarak elde
edilen bantlar her bir jelde, 1,0 ve 9 olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bandin varligini ‘0’
bandin yoklugunu ‘9’ ise PCR'n ilgili kuyucukta ¢alismadigini gostermektedir. Elde
edilen verilerin analizi NTSYSpc-2.10d (Numerical Taxonomy and Multivariate
Analysis System (Sayisal Taksonomi ve Cok Degiskenli Analiz Sistemi) paket

programinda yapilmistir.

3.6.2. Verilerin Degerlendirilmesi

Bulklar ve bireyler arasindaki uzakligin belirlenmesinde, Basit Eslestirme
(Simple  Matching) benzerlik indeksi kullanilmis ve benzerlik matrisleri
olusturulmustur. Benzerlik matrisleri kullanilarak, NTSYSpc-2.10d (Numerical
Taxonomy and Multivariate Analysis System (Sayisal Taksonomi ve Cok Degiskenli
Analiz Sistemi) paket programinda agirlikli olmayan aritmetik ortalama es grup
metoduna (UPGMA: Unweighted Pair Group Method using ArithmeticAverage) gore
kiimeleme (cluster) analizi yapilarakgenotiplere ait dendrogram olusturulup, iki boyutlu

6lgekleme ve Temel koordinatlar analizi (Principal Coordinate Analysis) yapilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

PCR iriinlerinin agaroz jellerde yiiriitilmesi ile elde edilen goriintiler Sekil
41,4.2,4.3,4.4,45,4.6,4.7,4.8, 4.9, 4.10 da verilmistir. Bu jel goriintiilerinde istteki
gorintii bireyleri, alttaki goriintii bulklar1 temsil etmektedir. Bu jel goriintiileri
incelendiginde elde edilen fragmanlarin 300 ile 1500 baz c¢ifti uzunluklarinda

yogunlastiklar1 goriilmektedir.

4 567 8 910111213 14151617 18 1920 212223

- = ™

4 567 89 101112 13 1415068181819 20 2] 22 23
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Sekil 4.1.1SSR primer kombinasyonu yontemi ile F2 primerinin jeldeki goriintiisii.
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Sekil 4.2.ISSR primer kombinasyonu yontemi ile M1 primerinin jeldeki goriintiisii.

S=9 0111213 14 151617 11819 20 21 22 23

Sekil 4.3.1SSR primer kombinasyonu yontemi ile M3 primerinin jeldeki goriintiisii.
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Sekil 4.4.1SSR primer kombinasyonu yontemi ile M7 primerinin jeldeki goriintiisii.

78 910 111213 14 1516 17 18 1920 21 22 23
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Sekil 4.5. ISSR primer kombinasyonu yontemi ile M9 primerinin jeldeki goriintiisi.
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Sekil 4.6.ISSR primer kombinasyonu yontemi ile F8 primerinin jeldeki goriintiisii
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Sekil 4.7. ISSR primer kombinasyonu yontemi ile M15 primerinin jeldeki goriintiisi.
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Sekil 4.8. ISSR primer kombinasyonu yontemi ile M16 primerinin jeldeki goriintiisii..
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Sekil 4.9. ISSR primer kombinasyonu yontemi ile M17 primerinin jeldeki gériintiisii.
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Sekil 4.10. ISSR primer kombinasyonu yontemi ile M18 primerinin jeldeki goriintiisi.

Jel goriintiilerinin skorlanip kaydedilerek her bir primer kullanildiginda bireysel

ve bulk gruplarinda ayr1 ayri elde edilen veriler tablo haline getirilip primerden iiretilen

toplam bant sayilari, polimorfik bant sayilari ve % polimorfizm oranlar1 ayr1 ayri ve

toplamda Cizelge 4.1 ve 4.2°de sunulmustur. Bu veriler NTSYSpc-2.10d (Numerical

Taxonomy and Multivariate Analysis System (Sayisal Taksonomi ve Cok Degiskenli

Analiz Sistemi) paket program ile degerlendirildiginde Simple Matching benzerlik

indeksine gore hatlar arasindaki iligkiler ortaya konmustur.

Cizelge 4.1. Bireysel gruplarindan elde edilen polimorfizm yiizdesi

Kullanilan Primerler | Skorlanan Fragman PolimorfikFragman Polimorfizm Yiizdesi
F2 8 8 % 100.0
M1 7 5 % 71.4
M3 9 9 % 100.0
M7 8 7 % 87.5
M8 7 6 % 85.7
M9 10 10 % 100.0

M10 3 3 % 100.0
F8 9 9 % 100.0
M15 7 6 % 85.7
M16 9 9 % 100.0
M17 7 7 % 100.0
M18 7 5 % 71.4
Toplam 91 84 % 92.0
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Cizelge 4.1 incelendiginde polimorfizm oranlarinin primerlere gére % 71.4 ile

% 100.0 arasinda gergeklestigi goriilmektedir. Primerlerde toplam polimorfizm orani ise
% 92.0 olarak gergeklesmistir. Bu da ¢alismanin ilk asamasinda yapilan 06n
testlemelerde dar bir havuzdan primerlerin secilmesi esnasinda yapilan ¢aligmalarin bu
asama i¢in basarili bir sekilde yiiritildigiini gostermektedir. Nitekim bu se¢im
kriterlerini olustururken kullanilan gradient PCR testlemelerinde her bir primer belli
sayida ornek ile optimizasyon amagli 6n testlemelere tabi tutulmustur. Elde edilen
sonuglarimizin literatiir bildirisleri ile (Bradeen ve ark, 2002; Clerc ve ark, 2005)

ortlistiigli gozlenmektedir.

Cizelge 4.2. Bulk gruplarindan elde edilen polimorfizm yiizdesi

Kullamlan Primerler | Skorlanan Fragman Polimorfik Fragman | Polimorfizm Yiizdesi
F2 8 7 % 87.5
M1 6 4 % 66.6
M3 5 4 % 80.0
M7 5 3 % 60.0
M8 4 3 % 75.0
M9 6 4 % 66.7

M10 2 2 % 100.0
F8 5 4 % 80.0
M15 8 7 % 87.5
M16 9 9 % 100.0
M17 4 2 % 50.0
M18 3 1 % 33.3
Toplam 65 50 % 73.9

Bulk gruplarinda polimorfizm oranlarinin primerlere gére % 33.3 ile % 100.0
arasinda, toplam polimorfizm orani ise % 73.9 olarak gerceklesmistir (Cizelge 4.2).
Bulk grubunda polimorfizm oraninin daha diisiik olmasi normaldir. Nitekim Bradeen ve
ark, 2002' nin ¢alismalarida bu sonuglar1 desteklemektedir. M18 gibi olduke¢a diisiik
polimorfizm oranina sahip bir primerin yer almasi, ayn1 primerin bireysel grupta %71.4
gibi oldukca yiiksek bir polimorfizme sahip olmasindan dolayr anlam kazanmaktadir.
Bulk gruplarinda 1/7 oraninda temsil edilen her bir bireye ait DNA O6rneklerinin bu

grupta diliisyon etkisine bagli olarak polimorfizm oranin1 asagi ¢ekmistir.
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Sekil 4.11. Simple Matching benzerlik katsayisi indeksine gore bireysel gruplarinin akrabalik iligkileri

dendogramu.

Sekil 4.11°de goriildiigi tizere her bireyin ait oldugu popiilasyonun temsil ettigi
bireysel gruplarin analizinde genis bir varyasyon goze ¢arpmaktadir. Detayh
incelendiginde iki temel grubun olustugu bu iki gruptan kiigiik olaninda 1 ve 4 numarali
bireylerin 0.70 civarinda benzerlik katsayisina sahip oldugu 30 numarali bireyin ise
digerlerinden tamamen ayrilarak 0.50 civarinda farkli bir konumlanmaya sahip oldugu
goriilmektedir.

Dendogramdaki iliskiler verileri en iyi agiklayan ilk iki koordinatin kullanimiyla
tiretilen temel koordinatlar analizi grafiginde de teyit edilmektedir. Buradan 4 ve 1
numarali Ornekler birinci eksenden oldukg¢a birbirine yakin iken farkliliklarn iki
numarali eksende belirginlesmektedir. Ayni sekilde 30 numarali genotip ikinci eksende
4 numaral1 genotip ile olduk¢a yakin konumlanirken bu analiz yonteminin giicline bagl
olarak, bir numarali eksende net bir sekilde hem 1 hem de 4 numarali O6rnekten
ayrilmaktadir. Goriilecegi tizere dendogramin olusturulmasindaki programdan kaynakli
zafiyetler bu sekilde asilmistir. Nitekim temel koordinata ii¢lincii bir boyut eklendiginde
bu drneklerin 3 boyutlu uzayda dagilimlar1 ve genetik iligkileri ¢ok daha anlamli bir
sekilde acikliga kavusmaktadir. Diger genotiplerin iliskileride gruplanmalarin
dendogram ile biiyiik ol¢iide Ortiistiigli ancak ¢ok daha net bir sekilde iligkilerin ortaya
konuldugu bu temel koordinatlar analizinde goriilmektedir (Sekil 4.11., Sekil 4.12.,
Sekil 4.13.).



23

17
1 1
23 L]
033
2
a 13
& 0 4
Dim-1 003 15 a7 32
5
o o o
10
il
=) 9
S
016 2 3.
5
%G 5
7
o
036 3
T T T
23 001 0121 043 0.64
Dim-1

Sekil 4.12.: Bireylerin Temel Matching benzerlik indeksi ile olusturulmus Temel Koordinat Analizi (2

boyutlu)

Sekil 4.13: Bireylerin Temel Matching benzerlik indeksi ile olusturulmus Temel Koordinat Analizi (3

boyutlu)
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Sekil 4.14. Temel Matching benzerlik katsayisi indeksine gore bulk gruplarinin akrabalik iligkileri

dendogramu.

Her bir popiilasyonun yedi ayri bireye ait esit miktarda karistirilmis DNA
ornekleri ile elde edilen Bulklarin ISSR analizleri sonucu iiretilen dendogram (Sekil
4.14.) incelendiginde ise bireysel Orneklemeye goére oldukga farkli bir sonug ile
karsilagilmistir. Bunun en 6nemli sebebi kullanilan popiilasyonlarin yiiksek diizeyde
kendi i¢lerindeki heterojenligidir. Nitekim dendogramda 15 numarali popiilasyon tek bir
bireyle temsil ettigindeki konumlanmasinin ¢ok uzaginda yer almis ve hatta diger tiim
poplilasyonlarin disinda bir dis grup goriinimii arz etmistir. Popiilasyonlar arasinda
goriinen farkliligin popiilasyon icinde de var oldugu gergegini ortaya koymaktadir.
Benzer bir sekilde 27 numarali popiilasyon ile bireysel gruptan farkli olarak tek basina
konumlanmis hatta bu iki popiilasyon (15 ve 27 numarali popiilasyonlar) bireysel
gruplarin analizinde birbirine ¢ok yakin yer almaktayken (temel koordinatlar analizinde
de ayni sekilde) bulklarin analizinde bu bireyler hem ayrim giicii daha zayif olan
dendogramdan (Sekil 4.14) hem de temel koordinatlar analizinde birbirlerinden net bir
sekilde ayrilmaktadirlar. Temel koordinatlar analizinde bu ayrim ikinci koordinat
ekseninde gerceklesmektedir. Diger iliskiler dikkatealindiginda dendogramdaki biiyiik
kiimelenmeye bagl kiiciik dallanmada yer alan 1, 19, 22, 23 numarali popiilasyonlar
incelendiginde bu popiilasyonlarin Temel koordinatlar analizi sisteminde birinci
eksende herbirinin birbirinden ayrildigini, ikinci eksende ise bu grubu olusturan
popiilasyonlardan bir numarali popiilasyonun bu grup iiyelerinden ikinci eksende
ayrildigm1 ancak grafik {izerindeki konumlanmalar1 itibariyla ayr1 bir grup

olusturduklar1 agikca izlenmektedir. Goriildiigii tizere makul sayidaki bireyler ile temsil



25
edildiginde iliskiler daha saglikli bir sekilde olusmaktadir. Oyleki dendogramin

kendisinden kaynaklanan zafiyetlerinde bulk analizinde biiyiik 6l¢iide tolere edildigi
goriilmektedir. Dolayisiyla bu tez caligmasinda oldugu gibi yiiksek diizeyde
heterojenlige sahib genetik materyalin analizinde bu popiilasyonlarin iliskilerini giiglii
bir sekilde belirlemek igin popiilasyonun yeterli 6rnek sayisi ile temsil edilmesi
onemlidir. Diger yandan dendogramdaki 5 ve 6 numarali popiilasyonlar 0.90 benzerlik
katsayist ile konumlanirken ayni verilerin temel koordinatlar analiz sisteminde ilk iki
boyutta birbirlerinden kolaylik ile ayrilabildiklerini gormekteyiz. Bu da bu tiir
analizlerin temel koordinatlar sisteminin kullanilabildigi durumlarda ¢ok daha saglikli
yapilabildigini gosterebilmektedir.
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Sekil 4.15.: Bulklarin Temel Matching benzerlik indeksi ile olusturulmus Temel koordinat Analizi (2
boyutlu)
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Sekil 4.16.: Bulklarm Bireylerin Temel Matching benzerlik indeksi ile olusturulmus Temel Koordinat
Analizi (3 boyutlu)
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alisma; 23 yerel mor havu¢ populasyonlari arasindaki varyasyonu
belirlemek amaciyla bulk gruplar1 ve rastgele secilen bireysel gruplar arasinda
yiuritilmistir. Bu projede kullanilan materyalin ISSR yontemi ile molekiiler
karakterizasyonu yapilarak bulk gruplar1 ve bireysel gruplar arasinda ayr1 ayr1 genetik

akrabalik dereceleri ortaya konulmaya caligilmistir.

5.1. Sonuclar

ISSR PCR caligmasi sonucu bireysel gruplarda toplam 91 fragman skorlanmigtir
bu fragmanlarin 84’1 polimorfiktir, 7’si ise monomorfiktir. Bulk gruplarinda toplam 65
fragman skorlanmis, bu fragmanlarin 50’si polimorfiktir, 15’1 ise monomorfik
bulunmustur. Goriilecegi lizere bulk grubundan elde edilen toplam fragman da, iiretilen
polimorfizm orani da bireysel gruba gore daha diisiik diizeyde kalmistir. Bu da bulk
gruptaki Orneklere ait temsili DNA iceriginin mukayeseli olarak daha az olmasi ile
aciklanmaktadir. Bununla birlikte sonuglar arasindaki farklar incelenerek materyalin ne
Olciide, hangi saflikta oldugu ile ilgili bilgi vermesi a¢isindan tercih edilen bu analiz
yontemi bireysel olarak oldugu kadar bulk orneklerinde de gruplar arasindaki genetik
iligkileri gostermesi bakimindan son derece degerli veriler tiretmistir. Bireysel gruplarda
en fazla polimorfik fragman iireten primerler %100 oranda polimorfizm gdsteren F2,
M9, M10, F8 ve M16 primerleri olmustur. Bulk gruplarinda en fazla polimorfik
fragman iiretenlerin ise %100 oranda polimorfizm gdsteren M10 ve M16 primerlerinin
oldugu belirlenmistir. Elde edilen toplam polimorfizm orani ise bulk gruplarinda %73.9,
bireysel gruplarda ise %92.0 oraninda tespit edilmistir. ISSR PCR analizi sonuglarina
gore; dendogram UPGMA (Unweighted pair-group method with arithmetic average)
yontemi ile NTSYS 2.1 pc programi yardimi ile dendogram olusturulmustur. Temel
bilesenler analizi (PCoA) de ayni programin bir diger modiilii kullanilarak
gerceklestirilmistir. Dendogramdan elde edilen sonuca gore yerel populasyonlar
birbirlerine yakin lokasyonlarda yetistirilmelerine ragmen cesitlilik gostermektedir.
Farkli birey gruplarinin biraraya getirilip olusturulan bulk gruplarinda polimorfizm
orant bireysel gruplara gore daha diisiik oranda oldugu tespit edilmistir. Bulk
gruplarinin ve bireysel gruplarinin dendogramlar1 karsilastirildiginda birbirleriyle
ortlismeyen bir sonug ¢izmistir. Bu durum sadece bireysel gruplara bakilarak yapilacak
bir 1slah caligmasi i¢in yaniltict bir sonu¢ verebilecegini gostermektedir. Tim

popiilasyonu daha saglikli temsil eden bulk gruplar i¢in olusturulan dendogramda 15
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no’lu genotip dis grup gibi hareket ederek, diger genotiplerden ayri1 bir kolda

dallanmistir, ama bireysel gruplarda ise daha igeride bir kolda gruplanmistir. Hem
bireysel hem de bulk gruplarinin dendogramlar1 iki ana kolda dallanmistir. Bulk
gruplarinin dendograminda 5 ve 6 no’lu genotipler birbirlerine en yakin oranda
benzerlik gostermislerdir. Bireysel gruplarinin dendogramlarinda 7 ve 9 numarali
genotipler en yakin oranda benzerlik gostermislerdir. Bulk gruplari arasindaki benzerlik
0.48 ile 0.90 arasinda degismekteyken, bireysel gruplarda 0.48 ile 0.83 arasinda
degismektedir.

5.2. Oneriler

Bu calisma mor havug i1slahinda 6zellikle yerel mor havug genetik tabaninin
genisletilmesi ¢alismalarinda 6nemli bilgiler tasimaktadir. Yerel mor havuclarinin
genotiplerinin gelistirilmesinde bu tez ¢alismasinin ¢iktilarinin yol gosterici olacagi
distiniilmektedir.

Anadolu’da mor havug olarak isimlendirilen ve tek bir materyal olarak algilanan
mor havug genetik kaynaklarinin genis bir varyasyon gosterdigi, dolayisi ile mor havug
1slaht ile ilgili ¢aligmalara yerel mor havug genetik kaynaklarindan yararlanabilecegi
ortaya ¢ikmistir. Bu baglamda, dis kaynakli {istiin nitelikli F1 hibrit mor havug ¢esitleri
yayginlagmadan tilkesel mor havug 1slah programlarinin baslatilmasi zorunluluk olarak
goriilmektedir. Nitekim otsu bitkilerde genetik erezyon istiin nitelikli ¢esitlerin bir

bolgede yayginlagsmasi ile asir1 boyutlara ulasabilmektedir.
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