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OZET

Bu ¢alismada Canola (Brassica napus) bitkisinde genetik cesitlilik 10 popiilasyon
icinde rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA analizi (RAPD) teknigi ve 10 RAPD
primeri kullanilarak analiz edildi. Bitki materyali Trakya bolgesinde giftgi
tarlalarinda yetigsen bes ¢esit ve ticari firmalar tarafindan temin edilen dort cesitten
olusturuldu. On RAPD primeri 51 polimorfik (%100) lokus iiretti. Elde edilen ham
RAPD verileri POPGENE (3.2 siiriimii) genetik veri analizi yazilim programi ile
degerlendirildi. Lokus diizeyindeki genetik cesitlilik verilerine gore toplam genetik
cesitlilik (Hr) ve popiilasyon i¢i genetik ¢esitlilik (Hs) degerleri sirasiyla 0,19 ve 0,15
olarak tespit edildi. Popiilasyonlar arasi genetik farklilasma (Gst) ve gen akist (Np)
degerleri 0,20 ve 2,05 olarak hesaplandi. Lokus basina ortalama alel sayist (n,),
etkili alel sayist (Nge), genetik cesitlilik (He) ve Shannon enformasyon indeks
degerleri (1) sirasiyla 2, 1,26, 0,19 ve 0,32 olarak tespit edildi. Pearson korelasyon
analizi sonucglarina gore riizgarin genetik ¢esitlik, alel sayist ve Shannon
enformasyon indeksi verileri iizerine yiiksek diizeyde negatif etkisi oldugu gozlendi.
Regresyon analizi sonuglar1 da riizgarin genetik veriler lizerindeki etkisinin ytliksek
diizeyde oldugunu gosterdi. Temel bilesenler analizinin, elde edilen ii¢ temel
bilesenle toplam genetik ¢esitliligin % 96,74’linii agikladig1 goriildii. Bu ¢alisma
Trakya bolgesinde yetisen Brassica napus bitkisinin genetik karakterizasyonu ile

ilgili yapilmis ilk caligma olup, genetik cesitliligin dikkate deger oranda yiiksek
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oldugu ve rilizgarin genetik cesitlilik tizerine etkisinin ¢ok yiiksek diizeyde oldugu

gozlendi.

Anahtar kelimeler: Brassica napus, molekiiler isaretleyici, RAPD, genetik

cesitlilik.
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ABSTRACT

In this study genetic diversity in 10 Brassica napus populations was analyzed using
10-mer RAPD primers by randomly amplified polymorphic DNA analysis (RAPD)
technique. Plant material was formed by five different varieties, which were
collected from farmer’s fields and four different varieties, which were provided by
commercial companies. Ten RAPD primers produced 51 polymorphic (100%) loci.
The raw RAPD data were analyzed by using the POPGENE (3.2 version), a genetic
data analysis software program. According to genetic analysis at locus level, the
values of genetic diversity within population (Hs) and overall (Hy) were 0.15 and
0.19 respectively. The genetic differentiation (Gsr) and gene flow (Nn) between
populations were 0.20 and 2.05 respectively. The average number of alleles per locus
(na), the average number of effective alleles (n,e), the mean value of genetic diversity
(He) and Shannon information index (I) were 2, 1.26, 0.19 and 0.32 respectively.
According to the Pearson correlation analysis wind had strong negative effect on the
number of alleles, genetic diversity and Shannon information index. Regression
analysis also displayed the effect of wind on genetic indices. Principal component
analysis explained 96.74% of the total genetic variation by three extracted
components. Principal coordinate analysis displayed the spatial distribution of 10
populations. This is the first study about characterization of genetic diversity in
canola, grown in Trakya region of Turkey, using RAPD molecular markers. As a

consequence the genetic diversity was found considerably high percentage for
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Brassica napus as a genetically modified plant and wind as an ecological factor had

substantial effect on genetic diversity.

Key words: Brassica napus, molecular markers, RAPD, genetic diversity.
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1.GIRIS

Dunyamizda nifus her gecen gin hizlanarak artmaktadir. Bu artis insanlari yeni
besin ve ham madde kaynaklari bulmak zorunda birakmistir. Bu durum kullanilan
urlnlerde atik maddeyi en aza indirme ve bir Urlin ¢esidinden mimkin oldugunca
fazla alanda yararlanabilme fikrini ortaya cikarmistir. Ozellikle tarim Uriinlerinden
hem gida alaninda hem de endistriyel alanlarda yararlanma artik sik rastlanir bir

durum haline gelmektedir.

Gunumdizde ozellikle yaglh tohumlu bitkiler sofralik yaglar, hayvan yemi, biodizel,
ilag yapimi, boya sanayi gibi bircok alanda kullanilmaktadir. Ayrica belirli bir
araziden bir yilda daha ¢ok Uriin elde etmek icin ekim ndbetleri uygulamasi da
yapilmaktadir. Boylece belirli sirada ekilen tarim rinleri hem topragin verimli
kullanilmasini, hem de eldeki mevcut alanlardan mimkin oldugunca fazla Urin

alinmasini saglamaktadir.

Kanola bitkisi son zamanlarda ekim alani hizla artan bitkilerden biridir. Ozellikle
Trakya Bdélgesinde yogun olarak ekilen bu bitkinin tohumundaki yag orani, sofralik
yag olarak tiketilmenin yani sira bircok endustriyel alanda da kullanima uygundur.
Ayrica kanola bitkisinden elde edilen yag, bazi islemler uygulanarak biodizel olarak

da kullaniimaktadir.
GDO (Genetigi Degistirilmis Organizmalar) ve Kanola

Tarimda klasik 1slah yontemleri ile ¢ozlilemeyen ekonomik Oneme sahip bazi
problemlerin ¢ozimunde biyoteknoloji, ©6nemli katkilar saglamistir. Genetigi
Degistirilmis Organizmalar (GDO veya transgenik drinler), gen teknolojisi
kullanilarak genetik kodu degistirilmis canli organizmalardir. Genetik kod degistirme
islemi, genetik modifikasyon yapilacak organizmanin genomuna bir DNA pargasinin
ya da birka¢ kicik DNA pargasindan meydana gelen sentetik bir kombinasyonun
eklenmesi ile gergeklesir. Transfer edilecek gen, dogal canli organizmalardan
alinmaktadir. Boylece bir Uriine baska bir canlidan yeni bir o6zellik tasinmis
olmaktadir (Anonim, 2008).
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Doymus yag orani yiksek olan yaglar, vicutta kolesterol Uretimini gerceklestirir.
Doymus yag orani disik ve doymamis yad orani yuksek olan yaglar, saglik
acisindan oOnemlidir. Bu yaglar kizartma ve diger islemlerde kullanilan yiksek
sicakliga dayanikli yaglardir. Bu amacgla yaygin olarak kullanilan kanola, soya,
aycicegi ve yer fistigi gibi bitkisel sivi yaglardaki doymamis yag asidi oranini daha

da artirmak i¢in bu yag bitkilerinin genetigi degistirilebilmektedir (Uzogara, 2000)

Kanola bitkisi ilk olarak M.O. 2000 yilinda Hindistan'da kiltire alinmis daha sonra
Cin’de ve Japonya’da yayilmistir. ikinci Diinya Savasinin baslamasi ile kanola
bitkisinin Gretimi artisa gecmistir ve ginumuzde en yuksek artis hizina sahip olan
yagh tohum bitkisidir. Kanola, Avrupa, Kanada ve Amerika ulkelerinde yogun
olarak tarimi yapilan, Glkemizin neredeyse her bdlgesinde cok rahat yetisebilen bir
yag bitkisidir (Baran, 2010).

Kanoladan elde edilen yagdaki erlsik asit ve kispesinde bulunan glikozinoladin
yliksek (%1 oranindan yiksek) olmasi durumunda beslenmede 6zellikle yaslh
bireylerin beslenmesinde zararli olmaktadir. Kuspesi ylksek oranda glikozinolat
icerdigi zaman hayvanlarda karaciger rahatsizliklari, gut iltihaplanmalari ve tiroit
bezi buyumelerine neden olmaktadir. ‘00’ gift sifirli gesitler olarak adlandirilan, yani
erisik asit ve glikozinolat degerleri sifira yakin olan kanola cesitlerinin
gelistirilmesiyle Saghk Bakanliginin 15.04.1987 tarihli raporuyla kanola yagdinin

kullanimina izin verilmistir (Baran, 2010).

Erlsik asit ve glikozinolat oranlari kabul edilebilir degerin (izerinde bulunan,
sanayide ve erisik asit orani yukseltilerek biyodizel olarak kullanilan cesitlerine

kolza adi verilmistir.

Ulkemize 1960°li yillarda getirilmis olan Kolza bitkisi ozellikle Trakya yoresinde
yaygin olarak yetistirilmeye baslanmistir. Fakat ciftciler kendi hasatlarini tohum
olarak kullandiklarinda genetik 6zellikler korunamadigi icin, kolza yagindaki insan
saghgina zararli olan erisik asit ile kuspesindeki hayvan sagligina zararh olan
glukozinolat (Kolza tohumunda var olan, tiroit bezinin fonksiyonlarini bozan hardal
yagi glikozitleri) oranlari ylkselmis ve sonu¢ olarak 1979 yilinda Uretilmesi

yasaklanmistir.



Kolza’nin Kanada’da islaht sonucunda erisik asit ve glukosinolat icermeyen bir tlr
elde edilmis, adina da, ingilizce “Canadian Oil Low Acid” (diisiik asitli Kanada yagr)

kelimelerinin kisaltmasi olan “Kanola” adi verilmistir (Baran, 2010).

Kolza (rapeseed, oilseed rape), Cruciferae (Brassicaceae) familyasinda bulunan ve
cogu ekonomik deger tasityan yaklasik 160 tur bulunduran iki yillik otsu bitkileri
iceren Brassica genusuna ait bir bitkidir. Bugln yeryiziinde Brassica genusuna ait 5
akraba tlr, bitkisel yag kaynagi olarak yetistirilmektedir. Ancak bunlardan iki tanesi
ekonomik ve ticari 6nem bakimindan digerlerine gore daha fazla kullaniimaktadir.
Bunlar 6nceden Brassica campestris olarak bilinen Brassica rapa var. oleifera ve
Brassica napus var. oleifera’dir. B. napus, Arjantin kolzasi, isve¢ kolzasi ya da

sadece kolza olarak bilinmektedir. Kromozom sayisi 2n = 38’dir.

Brassica napus, Brassica (Cruciferae) cinsi, Brassicaceae familyasi, Brassicales
takimi, Magnoliopsida sinifi, Magnoliophyta boélimi, Plantae aleminde

bulunmaktadir.

B. napus, B. rapa ile B. oleraceae (lahana) gibi diploit tirlerin dogada rastlanti eseri
melezlenmesi sonucu ortaya ¢ikan amfidiploit bir turdir. Farkli Brassica turleri
arasindaki genetik iliskiler, yapilan taksonomik ve sitogenetik calismalarla ortaya
cikarilmistir. B. napus yapay melezleme teknikleri ile elde edilmis ve bdylece bu
iliskileri kanitlanmistir. B. napus'un ebeveynlerinden birisi olan B. oleraceae
Akdeniz kokenli bir bitkidir, bu nedenle B. napus'un orijininin Glney Avrupa
oldugu ve 18.yy’in baslarindan itibaren Asya’da da gorilmeye baslandig
belirtilmektedir (Dogru, 2006). Sekil 1.1’de Brassica cinsine ait farklh tirler

arasindaki genetik iliski gosterilmistir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta

McGregor, 1995).

Kolza yazlik ve kislik cesitleri bulunan, tek yillik, otsu yapida bir yag bitkisidir.
Hizlica derinlere inebilen kazik kdke ve bu koke bagl yan koklere sahiptir. Toprak
ozelliklerine bagh olarak degisim gosterir fakat genellikle 100-120 cm derine
inerken, yan kokler yaklasik 50-80 cm’lik bir alana yayilabilir. Bitkinin sapi ise sert,
kuvvetli, 1,5-2 cm capinda ve dik bir yapidadir. Mavimsi-yesil renkte bir goériniime
sahiptir. Ozellikle bitkinin alt kisminda oldukca biyik yapraklar bulunur genelde
ciplak, parlak, koyu yesil ya da mavimsi-yesil renktedir. Gen¢ bitkilerin
yapraklarinda seyrek olarak tiyler bulunur. Fakat bu tiyler bitkinin gelismesiyle
birlikte kaybolur. Bitkinin alt yapraklari ana dal ve yan dallara bir yaprak sapi ile
baglanirken, st yapraklar dallari sararak ana dal ve yan dallara dogrudan baglanirlar.
Ana dal ve yan dallarin ucunda salkim seklinde cigekler gelisir. Cigek sekli resim
1.1°de gosterilmistir. Cicek durumu basit Uzimsudir (rasemdz). Dar elips ya da
yumurta seklinde, 5-8 mm uzunlugunda, 1,25-2 mm genisliginde 4 sepal; yuvarlak,
elips seklinde, yukariya dogru genisleyerek kama seklini alan, 11-14 mm
uzunlugunda sari renkli 4 petal bulunmaktadir. Stamen sayisi 6 olup, bunlardan iki
tanesinin flamenti kisa iken digerlerinin flamenti daha uzundur. Cicegin yapisinda
stigmasi digme seklinde olan bir adet ovaryum bulunmaktadir. Ciceklerden nektar

salgilanir.



Resim 1.1. Kanola bitkisinin genel goérinimi (Baran, 2G1G)

Olgunlasinca agcilan basit bir meyve tipi olan, harnup olarak da adlandirilan silikva
tipinde meyvelere sahiptir. Harnuplar resim 1.2°de ve 1.3’de goruldugi gibi uzun,
yuvarlak ya da dort kdseli olabilir ve u¢ kisim gaga seklindedir. Orta kismi bir zari
ile ayrilmis iki meyve gozinden ibarettir. Her gézde 0-12 tohum bulunabilir.
Tohumlarin caplari 2-2,5 mm olup, koyu siyah renklidir. Sekil olarak hemen hemen
kiiremsi veya yuvarlaktir. Tohum kabugu dizdir. Tohumlarin 1000 tane agirhgi 4-79
arasinda degisir. Cimlenme yetenegi ylksektir (%95) ve uygun kosullarda muhafaza

edildiginde 3-5 yil slireyle korunabilir (Mendham ve Salisbury, 1995).



Resim 1.2. Kanola bitkisindeki harnup tipi meyve (Gidik, 2010, Edirne, Siloglu)

Resim 1.3. Kanola bitkisinde meyve (Gidik, 2010, Kirklareli, Karincak)



Turkiye’de Bazi Yagh Tohumlu Bitkilerin Uretimi

Tarkiye’de  bitkisel yagh  tohum  dretimi  artan  nidfusunun  ihtiyacini
karstlayamamaktadir. Bu sebeple Turkiye, bitkisel yagh tohumlarda disa bagimh
durumdadir. Turkiye’nin bitkisel sivi yag Gretimi 1 milyon ton civarindadir. Bu
miktarin %401 i¢ piyasadan karsilanirken %60’ ise yurtdisindan tohum ve ham yag
ithalati ile karsilanmaktadir. Bazi veriler ginlik yag tuketiminin, glnluk tuketilen
kalori toplaminin %38’i civarinda oldugunu godstermektedir. Yetiskin bir insanin
gunluk faaliyetlerini strdurebilmesi icin en az 2000 kaloriye ihtiyaci vardir. Bu
miktarin 650-700 kalorilik kismi yaglardan saglanmahdir. 1 gr yagin viicuda 9 kalori
verdigi distndlirse bir insanin giinde 75 g yaga ihtiya¢c duydugu anlasiimaktadir. Bu
rakam da yilhk 27 kg’a denk gelmektedir. Turkiye’de kisi basina bitkisel yag
tiketimi ortalama 19 kg civarindadir. Bu rakam, kisi basina ortalama 42 kg tliketim
rakamina sahip olan AB Ulkelerinin ¢ok altindadir. Diinya saghk orguti (WHO)
insanlarin gunlik enerji ihtiyacinin 1/3’Uni yaglardan almasini 6nermektedir. Ancak

Turkiye’deki tiiketim rakamlari bu agidan yeterli degildir (Baran, 2010).

Dunya nafusundaki hizli artisa paralel olarak Turkiye nifusunda da hizl bir artis
gbzlenmektedir. Tarkiye’nin yillik ntfus artis hizi 1955-1960 yillari arasinda %2,8
iken, bu rakam son yillarda %1,5 seviyelerine inmistir. Buna ragmen bu oran
gelismis Ulkelere gore oldukga yiiksek bir seviyedir. Hizla artan nifus karsisinda
temel besin maddeleri ihtiyacinin karsilanmasinda bazi  énemli  sorunlar
yasanmaktadir. Bu sorunlarin basinda ekim alanlarinin ve verimin artirilamamasi,

sulama olanaklarinin yetersizligi gibi nedenler gelmektedir (Baran, 2010).

Cizelge 1.1’de Turkiye’de dretilen énemli yaglh tohumlarin ekilis alanlari, cizelge
1.2’de ayni tohumlarin Gretimi ve cizelge 1.3’de bu tohumlarin verimi ile ilgili
veriler gorilmektedir. Tlrkiye’de yaklasik olarak 24,3 milyon hektarlik bir alanda
tarim yapilmaktadir, bitkisel yagh tohumlarin ekilis alanlari ortalama 1,3 milyon
hektar ile 14 milyon hektar arasinda degismektedir. Ekim alanlari (EA)
incelendiginde cizelge 1.1°’de pamuk ekim alanlarinin 420-650 bin hektar arasinda,

aycicegi ekim alanlarinin ise 480-515 bin hektar arasinda degistigi gorilmektedir.

Susam, soya, yerfistigi ve kanola ekim alanlari ise bu rakamlarin oldukga altinda



S

seyretmektedir. Onemli bir yag bitkisi olan kanolanin tretimi (UR) ise son yillarda

daha da yayginlasarak 2009 yilinda 32,7 bin hektara ulasmistir (TUIK, 2009).

Toplumun ihtiyaclari dogrultusunda her gecen giin gelisen tekstil sektdérinin en
onemli hammaddesi pamuktur. Pamuk sadece tekstilde degil ayni zamanda bitkisel
yag sanayinde de onemli bir hammaddedir. Pamugun %65’i ¢igit (tohum), %35’
liftir. Tohumun yag orani diger yagh tohumlara gore daha disuktir yaklasik %14-16
dizeyindedir (Baran, 2010). Turkiye’de 2009 yil itibariyle cigit tretimi 1,02 milyon
ton iken aycicedi tiretimi 960 bin ton olarak gergeklesmistir (TUIK, 2009).

Eger bitkisel yagh tohumlarin verimleri incelenecek olursa soya fasulyesi veriminin
dekarda 366 kg’a ulastigi gorilmektedir. Ancak soya fasulyesinin yag orani yaklasik
olarak %18’dir. Cigit verimi ortalama 243 kg/da, yerfistigi verimi 356 kg/da ve
aycicedi verimi 186 kg/da, iken kanola verimi (Ve) ise 348 kg/da’dir (TUIK,20009).

Cizelge 1.1. Turkiye’deki bazi énemli yagl tohumlarin yillara gore ekilis alanlari

(TUIK, 2009)

Yag Bitkileri 2D 250 et a3 2%

EA (da) EA (da) EA (da) EA(d)) EA(da) EA (da)
Kanola irfeee pieee 53.898 1G6.83G 281LCG6G  327.767
Cigit 64GG45G 5.4688GG 59G/.GEG 53G2528 4BGGEEG  42GGEG
Aycicegi 480GAG  49GGGEG  51GGGEG  4857.GGG  5IGGAEG  515GGEG
Susam iceicee] 424.5GG 399.393 297.8G7 292.236 28G.916
Yer Fistigi pieieee] 258.5GG 226.9GG 259.423 248.376 253.345

Soya 14GCG 8.8 119.186 86.747 94.444 121G
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Cizelge 1.2. Tirkiye’deki bazi 6nemli yagh tohumlarin yillara gore Gretimi miktari

Yag Bitkileri

Kanola
Cigit
Aycicegi
Susam
Yer Fistigi
Soya

(TUIK, 2009)

2004
UR (ton)
4.500
1.425.850
800.000
23.000
80.000
50.000

2005
UR (ton)
1.200
1.291.180
865.000
26.000
85.000
29.000

2006 2007 2008 2009
UR(ton) UR(ton) UR(ton) UR (ton)
12.615 28.727 83.965 113.886
1476.556 1.320.831 1077.444  1021.200
1.010.000 770.000  900.387  960.300
26.545 20.010 20.338 21.036
77.454 86.409 85.274 90.081
47.300 30.666 34.461 38.442

Cizelge 1.3. Turkiye’deki bazi énemli yagli tohumlarin yillara goére verim degerleri

Yag Bitkileri

Kanola
Cigit
Aycicegi
Susam
Yer Fistigi
Soya

(TUIK, 2009)

2004 2005 2006 2007 2008 2009
Ve(kg/da) Ve(kg/ida) Ve(kglda) — Ve(kg/da) Ve(kg/da) Ve(kg/da)
265 312 252 276 301 348
223 236 250 249 218 243
167 177 198 159 177 186
54 61 66 67 71 75
308 329 344 333 343 356
357 337 397 354 365 366

Cizelge 1.1, Cizelge 1.2 ve Cizelge 1.3 incelendiginde, 2006 yili ve sonrasinda

kanola bitkisinin ekim alanlarinin ve dolayisiyla Gretiminin dizenli olarak arttigi

gorilmektedir. Kanolanin yillik verim degerlerine bakilacak olursa da 2006 yilinda

bir onceki yila gore bir disus fakat 2006 yili sonrasinda ise dizenli bir artis

gorulmektedir.

Tirkiye’de Kanola Uretimi

Kanola bitkisinin kislik ¢esitlerinin Glkemizde uygun iklim kosullarinda bugday ile

ekim ndbetine girmesiyle ekim ndbetinin zenginlesmesinin yaninda yag aciginin

kapatilmasina da 6nemli katkisi olacaktir. Bu bitkinin yetismesi i¢in uygun iklim

kosullari Cukurova, Akdeniz, Ege, Glneydogu Anadolu’nun pamuk ekilen, Marmara
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bolgesinin  Trakya kesiminde ise aycicegi ve bugday ekilen alanlarinda
bulunmaktadir. Tirkiye’de bircok yag fabrikasi ham madde yetersizligi sebebiyle
kapasitelerinin ancak yaklasik %40 seviyesinde Uretim yapmaktadirlar. Sadece
Trakya bolgesinde 54 civarinda, 2 milyon tonun Uzerinde aycice@i Urinind isleyen
yag fabrikasi bulunmaktadir. Bu fabrikalarin driin isleme kapasitesi Turkiye’nin
bitkisel yag ihtiyacindan daha fazlasini isleyebilecek diizeydedir. Fakat Turkiye
aycicegi Uretimi 850-950 bin ton arasinda yetersiz bir dizeyde oldugundan bu yag
fabrikalari hammadde yetersizliginden kapasitelerinin ~ sadece  %30-40"1ni
kullanmaktadirlar. Oysa aygiceginin olmadigi Temmuz ayindan itibaren fabrikalar
kanola Urund isleyerek kapasitelerini degerlendirme sansina sahip olabilirler (Baran,
2010). Turkiye’de yillar itibariyle kanola ekim alani, verim ve Gretim miktarlari
Cizelge 1.4°de verilmistir. Cizelge 1.4°de gorildigi gibi, 14 yillik sirecte her gegen
yil bir artis egilimi gozlenmektedir. Uretim miktarlari da ekilis alanlarinin artisina
paralel olarak artis gostermektedir. Ulke, verim ortalamasina bakilirsa 2009 yilinda
347,47 kg/da oldugu gorilmektedir. 2006 yilindan itibaren kanola bitkisinde strekli

bir verim artisi gérilmektedir.
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Cizelge 1.4. Yillara gore Turkiye’de kanola ekilis alani, verim ve uretim verileri

(TUIK, 2009)
Yillar Ekim Alani (ha) Verim Uretim (kg/Ha)
1996 2 2500,00 5
1997 100 1000,00 10
1998 115 2608,70 300
1999 187 1764,71 330
2000 82 2280,49 187
2001 290 2241,38 650
2002 550 2727,27 1500
2003 2800 2321,43 6500
2004 1700 2647,06 4500
2005 700 1714,29 1200
2006 5390 2515,95 12615
2007 10683 2689,04 28727
2008 28100 2988,08 83965
2009 32776 3474,68 113886

Biylme Sartlari

Hava ve toprak sicakligi kanola bitkisinin gelisimi ve veriminde onemli olciide
etkilidir. Ayrica kolza bitkisinin buyume ve gelismesini saglayan 6zgil bir sicaklik
seviyesi vardir. Kanola buytmesi icin gerekli minimum sicakhik 5°C’tur. Bu sicaklik
esik sicaklik olarak kabul edilmektedir. Kanola bitkisi en iyi gelismesini 12°C’tan
sicak ve 30°C’tan daha serin ortamlarda gdsteren nispeten serin mevsim bitkisidir.
Kislik kanolanin sicaklik istegi 23°-25°C’tur. Kanola biyumek icin kumlu topraklar
haric humuslu, derin yapih, verimli, ndtr ya da hafif alkali bununla birlikte iyi
drenajli topraklara ihtiya¢ gostermektedir. Kanolanin 300-2800 mm yillik yagisa, 5
ile 27°C arasinda yillik ortalama sicakliga ve 4,2 ile 8,2 arasinda pH'ye Karsl

toleransi vardir.
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Kanola Bitkisinin Ekim Sekli

Kanola ekimi, yonca ekim makinesi gibi kugiuk tohumlari ekebilen mekanik
(sanzimanli) makinelerle yapilabilir. Ureticiler ekim yaparken gelismis hassas
makineleri kullanarak, sira arasi, sira Uzeri ve ekim derinligini kolaylikla
ayarlayabilirler. Bu tip gelismis ekim makineleri kullanilarak dekar icin gerekli
tohum miktarindan 6nemli tasarruf saglanmaktadir. Bir dekar arazinin ekim islemi

icin 400 gram tohum yeterli olmaktadir (Baran, 2010).

Kanola ekiminde sira arasi mesafe ortalama 17-30 cm olmalidir. Bir siraya ekilen
bitkiler arasindaki mesafe ise toprak verimliligi ve yagis durumuna bagh olarak 4-6
cm arasinda olabilir. Ekim yapilirken tohum derinligi yaklasik 1,5 cm civarinda
olmalidir. Cok sik ve derin ekimden kaginiimalidir. Derin ekim olursa, bitki ge¢ kalir
ve kisa iyi gelismeden gireceginden zarar gorir. Sik ekim oldugunda da ayni zayif
gelisme s6z konusudur. Zayif kdk yapisina sahip kanola bitkileri kis soguklarindan

onemli Olcide zarar gérmektedir.

Kanola ciceklenme déneminde déllenme igin ¢esidin kendi kendine tozlasmasinin az
ya da ¢ok olmasina bagli olarak bal arilarina ihtiya¢ duyar. Bu nedenle gigeklenme
doneminde kanola Gretim tarlalari yakininda ari kovani bulunmasi harnuplarda
dollenme ve dane tutmayi artirir. Cigceklenme ve déllenme bitkide alttan yukari dogru
olmaktadir. Nisan ayr sonu Mayis ayl basinda kanolanin giceklenmesi arilara bol

miktarda cicek tozu saglamaktadir.
Kanola’da Tohumluk

Kanola tariminda tohumluk ¢ok énemlidir. Sofralik bitkisel yag lretiminde mutlaka
iceriginde ertsik asit ve kispesinde glikozinolat bulunmayan kanola tohumlugu
kullantimahidir (resim 1.4 kanola tohumu). Clnki kanola bitkisinin neredeyse %50'si
yabani hardal turleri ile melezlendigi icin ikinci yil hasat edilen Griin tohumluk
olarak ekilirse hasat edilen Grunun yaginda erisik asit miktari ve kispesinde
glikozonolat orani artacaktir. Saglik acisindan bir tehlike olusmamasi igin Ureticiler
her yil kontrolli olarak uretilen sertifikali tohumluklardan almahdirlar. Alinacak
tohumluk mutlaka ekilecegi bdlgede denenmis ve kis soguklarina dayanikl olmasi

gerekmektedir. Ayrica ekilecek tohumluklarin temiz, ¢imlenme orani ve ¢ikis giicl
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yliksek olmalidir. Ekimi yapilan kanola cesidinin icerdigi yad orani da %40'in
uzerinde olmahdir. Verim disukligine sebep olmamak igin, hastaliklara ve

zararlilara karsi dayanikli kanola tohumlugu tercih edilmelidir (Baran, 2010).

Resim 1.4. Kanola tohumlarinin genel gériunusu (Gidik, 2010, Kirklareli, Karincak)

Kanola Bitkisinin insan Saghig Bakimindan Onemi

insan viicudunda sentezlenemeyen ve sadece yaglardan alinabilen oleik, linoleik,
linolenik yag asitleri bitkisel yaglarda bulunmaktadir. Ayrica énemli enerji kaynagi
olmalari, yagda c¢oziinen mutlak gerekli A, D, E ve K vitaminlerinin kullanimini
saglamalari yoninden de blyik 6nem tasimaktadirlar. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Teskilati (FAO) bir insanin yillik yag tiketiminin 17 kg’dan az olmamasi
gerektigini, aksi takdirde saglik acisindan o6nemli problemlerle karsi karsiya
kalinabileceg@ini ifade etmektedir (Stizer, 2001).

insanlarin besinlerle "linoleik asit" almasi gerekir. Lifli sebzelerde, anne siitiinde,
findikta, tohumlarda, balik yaginda (sardalya, karides, somon, tuna, ringa bali§1),
tohumlardan yapilan yaglarda ve kanola yaginda bulunur. Linoleik asit bulunduran
diger yaglara oranla kanola bitkisinde bu yag asitleri daha fazla bulunmaktadir.

Linoleik asit; merkezi sinir sistemi, g6z ve trombositler igin gereklidir. Ayrica
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kolesterol ve trigliserit seviyesini disurtr. Kan hicrelerinin akiskanligini artirir.

Bagisiklik sistemini giclendirerek damar tikanikliklarinin olusmasini engeller.

Coklu doymamis yaglari cok tiketirsek en gucli antioksidan olan E vitaminini alma
ihtimalimiz artar. E vitamini, aycicek yagi, kanola yagi gibi yaglarda, yumurta ve
findikta bulunur. Bunlara gore de daha az miktarda meyve, sebze, et ve balikta
bulunur. Kanola yaginin iki cay kasiginda 1,9 mg E vitamini bulunur ki bu da
almamiz gereken miktarin beste biridir. Kanola bitkisinin yetistirildigi topragin
Ozelliklerine bagh olarak, bazi bolgelerde elde edilen yaglarin, insan sagligina zarar
verebilecek bazi toksik maddeleri icerebilecegi seklinde uyari yayinlari da
bulunmaktadir (Stizer, 2001).

Kanolanin Kullanildigi Alanlar

Avrupa Ulkeleri ve Kanada’da islah edilmis erusik asitsiz, protein ve yag orani
ylksek yeni kolza cesitleri kanola ismiyle ekilmektedir. Kanola cesitlerinden elde
edilen bitkisel yad, besin degeri ve icerigi bakimindan zeytinyagl ve yerfistig
yaginin kalitesine ¢ok yakindir. Dilinya kanola Uretiminden elde edilen Grunlerin

onemli bir kismi insan beslenmesinde kullaniimaktadir.

Kanola tohumlarindan yag elde edildikten sonra geriye kalan kiispesinde yaklasik
%38-40 oraninda protein bulundugundan soya kuspesi ile karistirilarak hayvan yemi

olarak kullanilabilmektedir.

Kanola, arilari cezbeden bol miktarda sari ¢igeklere sahip oldugundan aricilar i¢in de
onemli bir bitkidir. Kanolanin c¢icek ddneminde bal arilari bir hektar kanola

tarlasindan 15 gunde 100 kg bal ve yaklasik 1 kg bal mumu yapabilir (Baran, 2010).

Kanola tohumlarindan soguk presleme islemi uygulanarak elde edilen ham yag
metanol ile katalizor esliginde normal basing ve 1sida estere dondsturuliir. Bir kg
kanola tohumundan 450 gr yagd ¢cikmaktadir ve metanol ile reaksiyondan sonra 450 It
biodizel yakit elde edilebilmektedir. Bunun yani sira kolza olarak isimlendirdigimiz
erisik asit orani yiksek olan cesitlerden elde edilen yaglar da sanayide, elektrik
trafolarinda, bioyakit (biodizel) olarak Almanya ve Fransa gibi Avrupa ulkelerinde
kullaniimaktadir (Baran, 2010).
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Molekiiler isaretleyiciler (Markorler)

Aristo’nun M.O. 3. yuizyilda baslatti§i sistematik blyiik 6lgiide morfolojik karakter
temeline dayanmaktadir. Bu yaklasimlar bazi degisimlerle gunumiizde de halen
kullanilmaktadir. Fakat tur sinirlarinin belirlenmesinde yalnizca morfolojik verilerin
yeterli olmadi§i farkhi durumlar bulunmaktadir. Bu durumlardaki sorunlari ve
sistematik problemleri ¢ozmek igin bazi cahsmalar yapilmaktadir. Bunlar,
sitogenetik calismalar, kimyasal icerik calismalari ve farkhi biyokimyasal
isaretleyicilerin  kullanildigr izoenzim ¢alismalaridir. ~ Sistematik problemlerin
cozimundeki en son gelismeler ise farkli DNA temelli isaretleyici sistemleriyle
genotipin dogrudan ya da dolayh olarak belirlenmesi Gzerinde olmustur. Temeli
DNA’ya dayanan bu farkli analizler, pek c¢ok sorunun ¢6ziminde umut vaat

etmektedir. PCR bu analizlerin temelini olusturmaktadir.

Molekdler isaretleyiciler genomda herhangi bir gen bdlgesi veya bir gen bélgesi ile
iliskili DNA parcasidir. Bu isaretleyiciler hibridizasyon ydntemleri ile tespit
edilebilenler (RFLP) ve PCR’a bagl olanlar (RAPD, AFLP, SSR) olarak iki gruba
ayrilmaktadir (Staub ve ark.,1996).

Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi  (Restriction Fragment Lenght

Polymorphisms RFLP)

ilk olarak kesfedilen molekiiler isaretleyici sistemi RFLP’dir. Oncelikle calisilan
bitkinin DNA’si uygun islemlerle izole edildikten sonra cesitli restriksiyon enzimleri
ile kesilir ve agaroz jelde bir giic kaynagi kullanilarak yiratulir. DNA’lar Southern

blot teknigi kullanilarak naylon membrana veya nitroseliiloz filtreye aktarilir.

. 32
Isaretleyici olarak kullanilan DNA parcaciklari P veya biyotin ile isaretlenir ve

membran da bulunan kesilmis DNA’lar ile eslesmeye (hibridizasyona) tabi tutulur.
Membran kullanilarak elde edilen sonuclar degerlendirilir. ilgilenilen genin cesitli
hastalik ya da ortam kosullarina karsi dayanikli ve duyarh bitkiler arasindaki farklilik
(polimorfizm) belirlenmeye calisilir. Cok fazla DNA’ya ihtiya¢c duyulmasi, ayrica
pahali ve uzun zaman almasi bu teknigin dezavantajidir. Fakat sonuclarin guvenilir
olmasi ve kodominant isaretleme sistemine sahip olmasi ise avantajlaridir (Tanksley
ve ark., 1992; Ahn ve Tanksley, 1993; Staub ve ark., 1996).
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Cogaltilan Fragment Uzunluk Polimorfizmi  (Amplified Fragment Length

Polymorphisms AFLP)

Ornek DNA’lari iki restriksiyon enzimiyle (Mse | 4 baz taniyan ve Eco R | 6 baz
taniyan) kesilir ve DNA’nin kesilmesi sonucu olusan DNA parcaciklari DNA ligaz
enzimi ile adaptorlerle birlestirilir (ligasyon). Birlestirme drlnleri kahp DNA olarak
kullanilarak adaptor dizine birer baz eklenerek olusturulmus primerlerle PCR islemi
yapthir. Elde edilen PCR drinleri dnceki primerlere 3 baz ilave edilmis radyoaktif
veya fluoresent ile isaretli yeni primerlerle secici PCR islemine tabi tutulur. PCR
urtinleri poliakrilamit jelde ydrutilir ve meydana gelen polimorfizme gore sonuclar
degerlendirilmektedir. Bir reaksiyonda 30-150 bdlge tanimlanabilmesi, sonuclarin
tekrarlanabilir olmasi bu yoéntemin en 6nemli avantajlarini olusturmaktadir. Buna
karsilik dezavantaji ise pahali olmasi, laboratuvar ekipmanina gereksinim duyulmasi

ve dominant isaretleyici olmasidir (Vos ve ark., 1995; Ridout ve Donini, 1999).

Basit Dizi Tekrarlari (Simple Sequence Repeats SSR)

Canli genomunda siklikla tekrarlanan DNA dizileri bulunmaktadir. Bu diziler belirli
saylilarda tekrarlanmaktadir. Bu tekrar dizilerinin genomun neresinde bulundugu ve
kac kez tekrarlandigi tirden ture degisiklik gostermektedir. Ayni tire ait bireylerde
de bu dizilerin bulunup bulunmamasina dayali olarak SSR teknigi gelistirilmistir.
Tekrarlanan bolgelere 6zgl primerler gelistirilmektedir ve bu 6zel primerler ile PCR
islemi yapilmaktadir. Meydana gelen PCR drlnleri, elektroforez yapildiktan sonra
ethidium bromide ya da gumis nitrat kullanilarak boyanarak polimorfizm
aranmaktadir. SSR tekniginin, kodominant yapi gostermesi ve tekrarlanabilir olmasi
en onemli avantajini olustururken, genom bilgisine ve dizilim analizine ihtiyag

duyulmasi dezavantajidir ( Rangwen ve ark., 1995; Ridout ve Donini, 1999).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (Randomly Amplified Polymorphic DNA,
RAPD)

RAPD teknigi de PCR temelli bir DNA teknigidir. Diinyada son zamanlarda RAPD
teknigi pek c¢ok bitki tdrunidn sistematik probleminin ¢6ziminde basariyla
kullaniimaktadir (Aydin, 2004). RAPD ilk kez 1990°da rastgele secilmis primerler
kullanilan ve PCR’1 temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir. Ayni yillarda baska
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bir calisma grubu tarafindan uygulanmis ve AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR )
olarak adlandiriimistir. Bu yontemle ayni temele dayanan fakat farkli olarak 10
nikleotitten kisa primerlerle daha karmasik DNA parmak izi profili elde edilen DAF
(DNA Amplification Fingerprinting) olarak adlandirilan diger benzer bir yontem ise
1991 yilinda yayinlanmistir (Aydin, 2004).



Sekil 1.2. RAPD reaksiyonunun sematik gosterimi (Aydin, 2004)
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1 RAPD, 2. RAPD reaksiyonlari, bir primer ve iki ayri kalip DNA kullaniimistir.

a. Reaksiyona katilmis olan ayni diziye sahip primer kopyalari oklarla
gosterilmistir.

b. Oklarin yonu DNA sentez ydnilinli gostermektedir.

c. Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir. Uriin A,
1 RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki
DNA dizisinin ¢ogaltilmasiyla olusurken, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan
primerler arasindaki DNA dizisinin ¢ogaltiimasiyla da trin B olusmaktadir. 2.
RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlari arasindaki bdlgedeki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla driin B olusmaktadir. Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ye
eklenen primerlerin tamamindan PCR sonucu bant elde edilemez. Bunun sebebi
kullanilan primerlerin kalip DNA’da baglanma bdélgesinin bulunmamasidir. Elde
edilebilen bantlar agaroz jelde gorintulenmektedir. Ayrica tek primer
kullanilmasina karsin primerler her iki zincirde zit yonlerde baglanma noktasi

bulamazlarsa bant ¢ogaltimi gerceklesmez.

RAPD yo6nteminin temel prensibi, ilgili olan tiriin genomik DNA’sI (zerinde
rastgele olarak secilmis, 9-10 bp (baz cifti) tek bir oligonikleotidin, disuk baglanma
sicakhginda tesadlfi bir sekilde baglanarak PCR ile cogaltma yapmasidir. Bu
teknigin diger asamasinda elde edilen Uriin radyoaktif 6zellikte olmayan standart jel
elektroforezinde ydratalir ve drdnler bantlar halinde gozlemlenerek incelenir.
Gozlemlenen her bir bant bir lokus kabul edilir. Bantlarin skorlanmasinda varligi (1)
ve yoklugu (0) olarak kabul edilir (Aydin, 2004). Sekil 1.2°de sematik olarak bu

teknik gosterilmistir.
RAPD tekniginin degiskenleri

RAPD yonteminin glvenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek cok farkl
degisken bulunmaktadir. Hedef DNA en 6nemli degiskenlerden birisidir. MgClI2
konsantrasyonu, Taq DNA polimeraz konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer
konsantrasyonu, primer baglanmasi, baslangi¢ denaturasyon, primer karisimlar
RAPD teknigini etkileyen diger temel degiskenlerdir. Ayrica PCR’da olusan bazi
celiskili sonuclar, yabanci DNA tarafindan olusturulan kontaminasyon haricinde,

DNA izolasyon teknigindeki varyasyonlar, kullanilan doku kaynagi, PCR kosullar
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ve PCR cihazinin tipi ile ilgili olabilir. RAPD c¢alismalarinda farkli tirler icin
reaksiyon kosullarinin  optimizasyonu sarttir. Bunun amaci 6zgunligiu ve
tekrarlanabilirligini kontrol etmektir. Bitlin parametreler birbirine bagh oldugu icin
bir RAPD teknigini optimize etmek oldukga zor olabilmektedir. Molekuler
sistematik calismalarinda ilk olarak DNA’nin izolasyonu gereklidir. Bitkilerde
DNA’nin izolasyonunun basariyla uygulanmasini saglayan farkli yodntemler
kullanilabilir. Fakat her yéntem her bitki icin en saf DNA eldesi agisindan uygun
olmayabilir. RAPD reaksiyonlarinda, dusuk kalitede DNA ile de calisilabilir. Ancak
kink veya kirilmis (degrede olmus) DNA ile elde edilecek sonuclar guvenli
olmayabilir. Bu nedenle bu yontemlere ek olarak bitkiler icin farkli yogun kimyasal
icerige sahip yeni yontemler gelistirilmistir. Bu yontemde kullanilan primerler 9-10
bp uzunlugundadir. Kullanilan primerlerin, PCR’da kullanilan diger primerler de
oldugu gibi herhangi bir palindromik dizi icermemesinin yaninda %40-70 oraninda
G+C oranina sahip olmasi gerekmektedir. RAPD tekniginde cogaltma, kullanilan
primerin GC igerigine pirimerlerin uzunluguna ve primer dizisindeki tek bir
nikleotidin yerine duyarhdir. Bu teknikte MgCl2 dNTP ve Taq DNA polimeraz
konsantrasyonlarinin c¢alisilacak bitkilere 6zgi optimum kosullarinin belirlenmesi

reaksiyonun tekrarlanabilirligi agisindan énemlidir.

RAPD ydnteminin avantaj ve sinirhiliklari

Molekiler sistematikte kullanilan diger tekniklerle karsilastirildiginda ilgilenilen
taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmedigi icin RAPD teknigi
diger tekniklere gore daha avantajlidir. Cogaltmada bitin organizmalar icin ayni
oligonikleotit primer seti kullanilabilmektedir ve bu oligonukleotit 6zgin bolgelere
rastgele baglanarak cogaltma yapmaktadir. Bir primer ile farkh bitkilerin genomik
DNA’lari farkli olacagindan olusacak RAPD sonuglari farkli olacaktir. Bu
farkliliktan yararlanilarak organizmalar karsilastirilabilirler. Ayrica radyoaktiviteye,
Southern blot transferlerine ya da DNA hibridizasyonuna ihtiya¢ yoktur. Kullanilan
primer sayisi arttirildikca elde edilen bant sayisi da artacaktir. Bu yoniyle yakin
tirleri birbirinden ayirma konusunda izoezimlerden daha duyarhdir. Ydntemin
maliyetinin distk olmasi, kisa strede sonug elde edilmesi ve is gict gerekliliginin

az olmasi bu yodntemin diger avantajlaridir. Degisik arastirmacilar tarafindan
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kodominant veriler gerektirmeyen sistematik problemlerin ¢6ziiminde RAPD

isaretleyiciler kullanilmasi daha cok tercih edilmektedir.

Bu yontemin avantajlarinin yani sira sinirliliklar da vardir. RAPD metodu kullanim
acisindan  kolay olmasina ragmen, RAPD isaretleyicileri dominanttir ve
heterezigotlar teshis etmek zordur. Yapilan calismalar sonucunda elde edilen
verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren tim degiskenlere bagli oldugu icin
disiik olabilmektedir. Bunun igin diger karsilastirmali analizlere girmeden Once

yontemin optimize edilmesi ¢cok dénemlidir.
RAPD Tekniginin Uygulama Alanlari

RAPD teknigi avantajlari sebebiyle prokaryotik ve Okaryotik turler gibi pek g¢ok
farkli yapinin genotipinin belirlenmesi, genom yapisinin arastiriimasi, cesitli
taksonomik calismalar, genetik varyasyonun belirlenmesi, baglanti (Linkaj)
haritalarinin olusturulmasi, evrimsel iliskiler, populasyon biyolojisi, bireysel, kiltur
ve Irk belirlenmesinde, ebeveyn belirleme, prenatal tani, 6zgin bir gen lokusunun
belirlenmesi, adli tip, klinik teshis, salginlar ve ekoloji gibi alanlarda yogun olarak
kullanilmaktadir (Aydin, 2004). Farkh familyalara ait ve degisik 6zelliklere sahip
bircok bitki tlrinin genetik akrabaliginin ve tirlerinin belirlenmesi amaciyla yapilan

birgok basarili RAPD calismasi bulunmaktadir.

Son zamanlarda yapilan calismalarda tlrlerin genetik akrabaliklarini belirlemek ve
baglanti haritalari olusturmak icin RAPD isaretleyicileri ile RFLP isaretleyicileri
birlikte kullaniimistir bdylece ama¢ dogrultusunda daha kesin sonuclara ulasiimaya
calistimistir. Adli tipta temeli PCR yodntemine dayanan teknikler giderek artarak
kullanilmaktadir. Bir su¢ vakasinda DNA parmak izinin kullanildigi en ilging
durumlardan biri, Palo verde vakasinin RAPD teknigiyle ¢6zimlenmis olmasidir.
Cinayet slphelisinin kamyonunda ve cesedin birakildi§gi yerde bulunan Palo verde
(Cercidium floridum) bitkisinin tohumlarinin bulunmasi olayin aydinlatilmasinda
onemli asama kat edilmesini saglamistir. Ancak bu tohumlarin cesedin bulundugu
yerin yakinlarindaki Palo verde agacina ait olup olmadigi kesin degildi. RAPD
teknigiyle yapilan ¢alisma sonunda Phoenix civarindan rastgele toplanmis 18 farkl

agac arasinda DNA profilleri acisindan belirgin bir fark bulunmustur. Agaclar
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arasinda bulunan bu fark blyuk bir sanstir. Bdylece cinayetle ilgili tohumlarin hangi
agaca ait oldugu tespit edilebilmistir. Bu bilgi mahkemeye 6nemli bir kanit olarak
sunulmustur. Dava bu kanit sayesinde sonuca ulasmistir (Aydin, 2004).

Molekuler isaretleyicilerin dzellikleri

Molekdler isaretleyiciler morfolojik ve biyokimyasal isaretleyicilere gore bircok
avantajlara sahiptir (Botstein ve ark., 1980; Helentjaris ve ark., 1985; Williams ve
ark., 1990). Bunlar;

a. Cevre kosullarindan etkilenmediklerinden sonuclari givenilirdir.

b. Bltun dokularda tanimlanabilirler.

c. Genomda birden fazla bolgeyi belirleme imkanina sahiptirler.

d. Genoma bagl olduklarindan dominant ve kodominant 6zellik géstermektedirler.

Dominant isaretleyicilerde: Bu isaretleyici cesidinde aleller arasindaki iliskide
dominantlik s6z konusu oldugundan heterozigot bireyleri (Aa) belirlemek mimkin

degildir.

Kodominant isaretleyicilerde: Bu tur isaretleyicilerde aleller arasi iliskide
dominantlik s6z konusu olmadigindan heterozigot bireyleri (Aa), homozigot
dominant (AA) bireylerden ayirt etmek mumkindur. Bu sebeple herhangi bir
noktadaki isaretleyici icin U¢ ayri sekilde sonu¢ (AA, Aa ve aa) elde edilebilir ve
bunlar birbirlerinden ayrilabilmektedir.

e. Tekrarlanabilir ve laboratuvarlar arasinda standardize edilebilirler,

f. isaretleyiciler 6ldiiriicu etkiye sahip degildirler.
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Daha Once Yapilan Calismalar

Shengwu ve ark. (2003) bazi kanola cesitleri arasindaki genetik varyasyonu
belirlemek icin bir ¢alisma yurutmuslerdir. Bu ¢alismada 20 Cin, 25 Cek, 2 Alman, 2
Fransiz ve 1 ingiliz cesitlerini iceren bir koleksiyon ve iireme materyalleri, Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) isaretleyicileri kullanilarak
degerlendirilmistir. Secilmis 10 decamer primer kullanilarak toplam 79 farkl
polimorfik amplifikasyon Grini elde etmislerdir. Sonu¢ olarak Cin ve Avrupa

ornekleri arasinda énemli genetik varyasyon bulundugu belirlemislerdir.

Fahmi ve ark. (2012), 1) Calisilan varyete dizilerinin yardimiyla ve morfolojik
karakterler kullanilarak yag ve protein yizdelerinin belirlenmesi 2) RAPD
isaretleyiciler kullanilarak calisilan varyeteler arasindaki genetik cesitliligi
belirlemek 3) RAPD ve morfolojik cesitlilik arasindaki iliskiyi bulmak amaciyla, yag
uretmek icin kullanilan ticari kanola drneklerinden temsilci olarak secilmis 6 kanola
varyetesi Uzerinde bir calisma yapmislardir. Bu calismada fenotipik varyasyon
miktari varyeteler arasinda nispeten yiksek bulunmustur. Toplam c¢ogaltilan DNA
fragmentleri 93’tur, DNA fragmentleri sayisi, primer basina 6-13 arasinda degisiklik
gOstermistir. Toplam 55 polimorfik fragment bulunmus ve primer basina ortalama %
57,76 polimorfik fragment distigu ifade edilmistir. RAPD sonuglari (81,7) yag ve
protein morfolojik isaretleyicilerinden (%42,9) daha yiksek cesitlilik gostermistir.
Sonug olarak RAPD isaretleyicileri ve morfolojik 6lctimler arasinda iliski eksikligi

bulunmus ve birkag¢ sonug ihtimali tartistimistir.

Farsak ve Kaynak, (2010) Aydin ekolojik sartlarinda farkli sira araliklarinin kishk
kanola cesitlerinde verim ve verim unsurlari tzerine etkisini ortaya koyabilmek ve en
uygun sira araligini saptamak amaciyla bir calisma yaptilar. Deneme, 2008-2009
iretim sezonunda, Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiltesi uygulama
ciftliginde yurutdlmustir. Arastirmada dort kislik kanola gesidi (Licord, Oase,
Californium, Orkan) ve ug¢ farkh sira araligi (13, 26 ve 39 cm) denediler. Calismada,
tane verimi, bitki boyu, bitkideki yan dal sayisi, bitkideki harnup sayisi, harnuptaki
tohum sayisi, bin tane agirhgi ve yag orani 6zellikleri incelendi. Calismada farkl sira

araliklarinin, bitki boyu, bitkideki yan dal sayisi, bitkideki harnup sayisi, harnuptaki
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tohum sayisi ve tohum verimi lzerine 6nemli etkisinin oldugu saptandi. Tohum
verimi yonunden en yiksek deger her dort cesitte de 13 cm sira araligindan elde
edilirken; en disuk verim 39 cm sira araligindan elde edildi. Aydin kosullari igin en

uygun cesitlerin ise Orkan ve Californium oldugu saptandi.

Sobotka ve ark. (2004) SSR, RAPD ve AFLP molekiler marker yontemlerini
kullanarak tohumlarin cesitlerini tanimladilar. AFLP ydnteminin RAPD ve SSR
yonteminden daha verimli oldugunu gozlemlediler. Sonug olarak floresan isaretli
AFLP yontemi parmak izi belirlemek icin RAPD ve SSR yontemlerinden daha

uygun bulundugunu ifade ettiler.

Asghari ve ark. (2008) kanola bitkisinin soguga olan toleransini belirlemek icin bir
calisma yuritmaslerdir. Soguga tolerans, kislik cesitlerin 6nemli bilesenidir ve distk
sicaklik derecelerinde bitkinin yasayabilme yetenegidir. Brassica napus’ta soguga
toleransi yoneten kromozomal bdlgeye bagh molekiler isaretleyicileri belirlemek
icin, cv. ‘SLMO46” (kishk cesit ve soguga dayanikli) ve cv. ‘Quantum’ (yazlik cesit
ve dusuk sicakhklara duyarl) caprazlamasi kullanilarak 199 bitkinin bir F23
populasyonu dretildi. LT50 (bitkilerin % 50” sinin 6ldugi sicakhk) F3 ailelerinde
soguga dayaniklilik endeksi olarak o6lgtldu. 350 SSR primer cifti ve 250 RAPD
primeri kullanilarak ebeveynsel polimorfizm degerlendirildi. 32 mikrosatellit ve 47
RAPD isaretleyicisi ve ebeveynler arasindaki polimorfik hatlar, F2 bireylerini
gorintilemek icin kullanildi. Polimorfik isaretleyiciler kullanilarak linkaj haritasi
cizildi. Toplam uzunlugu 1199,1 cm ve komsu isaretleyiciler arasi ortalama uzaklhgi
17,13 cm olan 14 linkaj grubunda isaretleyiciler belirlendi. LT50 ve genetik bilgi
arasindaki iliski, tek isaretleyici analizi (SMA) kullanilarak belirlendi, aralik
haritalama (IM) ve bilesik aralik haritalama metotlari ve tahmini dért QTL belirlendi.

Bu QTL’ ler, LT50 toplam fenotipik varyansinin % 24’ i olarak agiklandi.

Dusanbenyagasani ve Fernando (2008) kolza tohumu ve kanola (Brassica napus)’ da
gorulen siyah bacak hastaligina karsi direng ile ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Bu
hastalik Leptosfhaeria maculansin bir¢cok patojenite grubu (PG) tarafindan ortaya
cikmaktadir. Siyah bacak hastaligi 06zellikle son iki yildir Kanada ovalarinda
meydana gelmektedir. Hastalija PG2 sebep olmaktadir ve konukcu direnciyle

kontrol edilir. PG3 ve PG4 izolatlari son zamanlarda Kanada’da bulunmaktadir fakat
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ticari Kanada varyetelerinde bu patojenite gruplarina karsi bir diren¢ yoktur. Bu
calisma PG3’e karsi diren¢ kaynagi gibi kullanilabilen kanola gesitlerini belirlemek
ve isaretleyici yardimiyla secilim icin molekiiler isaretleyiciler gelistirmek amaciyla
yapilan bir arastirmadir. PG3’ e karsi direng 6zellikle B. napus ‘Dunkeld ve Quinta’
cesitlerinde bulunurken, B. juncea ' Cutlass ve Domo’ cesitleri de PG2, PG3 ve
PG4’e karsi direng gostermistir. Genetik isaretleyici ile PG3 direncini belirlemek icin
Westar ve Dunkeld ¢aprazlamasi soyundan F2 dizisi kullanilmistir. Yapilan islemler
sonucunda Leptosfhaeria maculansin neden oldugu bu hastahgin 1slahinda
kullanilabilecek, hastaliga karsi direncli bolge belirlenmistir ve bu calismanin patenti

alinmistir.

Oz (2002), Bursa Mustafakemalpasa kosullarinda farkli ekim zamanlarinin kislik
kolza cesitlerinde verim ve verim unsurlari izerine etkisini ortaya koyabilmek ve en
uygun ekim zamanini saptamak amaciyla bir calisma yirutmustir. ki yilin
ortalamasinin sonuclarina gére, ekim zamanlarinin incelenen tim komponentleri
onemli dizeyde etkiledigi g6zlenmistir. EKim zamanindaki gecikme ile tohum verimi

ve verim bilesenlerini 6nemli 6lcude etkilendigi belirtilmistir.

Kocabiyik ve Tezer (2007) farkli nem igeriklerine sahip kolza (Brasicca napus L.)
tohumlarinin 6zgal 1si1, 1si iletim katsayisi ve Isi yayinim katsayilarini saptayan bir
calisma yurattaler. Ayrica, Grinun nem icerigindeki degisimin bu isisal 6zellikler
uzerindeki etkisini de arastirdilar. Kolza tohumunun &zgul 1sisi ve 1si iletim
katsayilari, nem orani arttikca, 6nemli O&lcude artarken, 1si yayinim (Termal
Diflizyon) katsayisi ile nem orani arasinda onemli bir iliski bulunmadigini ifade

ettiler.

Tunctirk ve ark. (2004) tarafindan yazlik 16 kolza cesidinden Van ekolojik
kosullarina en iyi adapte olabilen tohum ve yagd verimi yiksek olan ¢esitlerin tespit
edilmesi amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Calisma, Van - Gevas kosullarinda 2000,
2001 ve 2002 yillarinda ug yil sire ile tesaduf bloklari deneme desenini, 3 tekerrirli
olarak kurulmus ve ydrutilmustir. Denemede materyal olarak 16 yazlik kolza
(Jaguar, Marinca, Semu DNK 207 NA, Regent, Westar, Tobin, Semu 209/81, Tower,
Liraspa, Lisonne, Lirawell, Prota, Spok, Kosa, Star, Helios) cesidi kullaniimistir.

Arastirmada bitki boyu, yan dal sayisi, kapsil sayisi, kapsulde tane sayisi, bin tane
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agirhigi, tohum verimi, yag orani ve yagd verimi gibi 0Ozellikleri incelenmistir.
Arastirma sonucunda; yillarin birlestirilmis ortalamasinda en yuksek tohum ve yag
verimi Westar (143,6 kg/da - 53,3 kg/da) ve Marinca (139,5 kg/da - 48,2 kg/da)
cesitlerinden, en yuksek yag orani ise Jaguar (%40,3) ve Prota (%40,3) cesitlerinde
tespit edildigi belirtilmistir.

Asghari ve ark. (2007) kishik ve soguga dayanikli SLMO46 ve yazlik ve dusuk
sicaklia duyarli Quantum kanola cesitlerinin caprazlanmasiyla elde edilen iki yiz
F23 Brassica napus ailesini genetik materyal olarak kullanarak bir ¢alisma
yuratmuslerdir. Bu calismada kishik F3bitkileri iki kopya ile birlikte tamamen kapall
bir sistemde olctulmustir. RAPD metodu ve 47 RAPD isaretleyicisi ebeveyn hatlari
arasindaki polimorfik F2 bireylerini goruntilemek icin kullanilmistir. Polimorfik
isaretleyiciler kullanilarak linkaj haritasi olusturulmus, bu isaretleyiciler ile 9 linkaj
grubunda toplam 860,8 c¢cm uzunluk ve komsu isaretleyiciler arasindaki ortalama
uzakhk 20,49 cm olarak belirlenmistir. Kislik kanola ve genotipik veri arasindaki
iliski, linkaj haritasi ve varsayilan QTL kullanilarak analiz edilmis, bu 6zelligin
fenotipik varyantinin %5’i olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak bu QTL altinci linkaj

grubunda bulunmaktadir ve negatif etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Tuncturk (2008) ¢ kolza gesidinde (Marinca, Westar ve Liravell) farkli fosfor
dozlarinin (0, 30, 60 ve 90 kg /ha) verim ve verim unsurlari Gzerine etkilerini
belirlemek icin bir calisma yapmistir. Bu calisma icin yapilan denemeler Yuzincu
Yil Universitesi Ziraat Fakiltesi deneme tarlalarinda gerceklestirilmistir. Tarlalarda
tesaduf bloklarinda faktoriyel deneme desenine goére 3 kez tekrarlanarak
duzenlenmistir. Yapilan bu arastirma sonucunda bitki boyu, kapsil sayisi, tohum
verimi, yag orani, yag verimi ve protein orani bakimindan fosfor dozlari ve kolza
cesitleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar bulunmustur. Genellikle,
fosfor dozu uygulamalari arttirildikga verim ve verim 6gelerine ait degerler artmistir.
Fakat yag orani, tohum ve yagd verimine etkisi bakimindan 60 kg/ha ile 90 kg/ha
fosfor uygulamalari arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. 2004 ve 2005 yillar
ortalamalarina gore en yiksek kapsul sayisi (81,9 adet) ve yag orani (%39,5) 60 kg
P/ha uygulamasindan elde edilmistir. En fazla tohum miktari (1458 kg/ha) ve yag
verimi (570 kg/ha) 90 kg P/ha uygulamasindan elde edilmistir. Ayrica arastirmada en
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yliksek tohum (1419 kg/ha) ve yag verimi (548 kg/ha) Marinca olarak adlandirilan

kolza ¢esidinden elde edilmistir.

Gul (2006) kolza bitkisinde ciceklenme ile ilgili 6zellikler erkencilik ve olgunluk
gibi durumlar igin 6nemlidir. Erkencilik ve olgunluk islah amaglari igin yardimci
Ozellik olarak da kullanilabilirler. Bir ¢ok cevresel faktdr kanolada cigeklenme
baslangicina, ciceklenme sonuna ve ciceklenme siresine etki eder. Ciceklenme ile
ilgili 6zellikler kantitatif kalitim gostermektedirler. Artik kantitatif kalitim gosteren
ozelliklerin belirlenmesi mimkunddr. Bu genlerin etkilerinin, posizyonlarinin, ve
birbirleriyle iliskilerinin belirlenmesinin yanin sira cevre ile olan etkilesimlerini
molekiler ve biyometrik yontemlerle saptamak mimkundir. QTL analizleri igin
‘Mansholt’s ve Samourai’ adli iki kanola cesitten elde edilmis ve 142 katlanmis
haploitten olusan bir popilasyon ile RFLP isaretleyicilerinden olusturulan bir harita
kullantimistir. Veriler yapilan tarla denemeleri sonucunda elde edilmistir. istatistiksel
analizler PLAPSTAT adli bir yazilim programi kullanilarak yapilmistir. Azot
gubrelemesine bagh olarak bulunan QTL’lerin genom (zerindeki yer ve
pozisyonlarinda bazi farkliliklar belirlenmistir. Elde edilen sonuglar kolzada

erkencilik gibi bazi 6zelliklerin iyilestirilmesinde kullanilabilir.

Tongug (2008) vyaptigi calismada Brassica cinsine ait bitkilerin insan
beslenmesindeki yerinden ve dunyada dretiminin son zamanlarda hizlanarak
arttigindan  bahsetmektedir. Ayrica bu calismada biyoteknoloji  alanindaki
gelismelerden ve biyoteknolojinin uygulama alanlarindan bahsedilerek bitki
Islahindaki  kullanimi  Gzerinde durulmustur. Yaghk Brassica islahinda doku

kilturtne dayali biyoteknoloji yontemleri incelenmistir.

Pascher ve ark. (2010) kulturden elde edilen transgenlerin kaybolma riskinin
degerlendirilmesi icin bir calisma yapmislardir ve bu c¢alismada yagh tohumlu
bitkilerden iyi bilinen Brassica napusun Avusturya’daki yagli tohumlularin genetik
cesitliligini, kokeni ve devamliligini, arastirmak icin 19 ticari ¢esit ile sekiz yabani
populasyonda dokuz polimorfik mikrosatellit lokusu ile karsilastiriimistir. Sonug
olarak, ticari cesitler ve yabani populasyonlarin timi genetik varyasyonun benzer
modellerini ve gézlemlenen heterozigotlugun benzer asamalarini gostermislerdir. iki

grup her nasilsa alellerin %50°’sinden daha azini paylasmistir ve ¢oklu lokus genotipi
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yoktur. iki grup arasinda (Ticari gesitlere karsi yabani popiilasyonlar) anlamli genetik

cesitlilik gdzlenmistir.

Fazeli ve ark (2008) yaptiklari arastirmada, Fransa, Kanada, Almanya, iran,
Macaristan, Danimarka, Avustralya ve Amerika dahil olmak (zere bir¢cok cografi
kokenden kolza genotipler arasindaki genetik iliskileri RAPD isaretleyicileri
kullanarak deg@erlendirmislerdir. Dokuz farkh primer kullanarak 80 polimorfik bant
elde etmislerdir. Cesitlilik indeksi (DI) veya polimorfizm degeri 0,29 ile 0,48
arasinda degismektedir. Calisilan genotipler arasinda primerler yuksek bir
polimorfizm potansiyeli gdstermistir. Genotipler arasinda Dice benzerlik katsayisi
Nei ve Li (1979) formulu kullanilarak hesaplanmistir. Maksimum (0,91) ve
minimum (0,42) benzerlik katsayilari sirasiyla, Bristol ve Amber genotipleri,
arasinda gozlenmistir. Genotipler bes ana gruba ayrilmistir. Sonuglar ayni cografi
kokenli genotiplerin genetik olarak farkli oldugunu g6stermistir. Bu nedenle,
genotiplerin cesitliligini belirlemek icin sadece cografi kdkenler baz alinmamali ve
kesin genetik calismalar yapilmahdir. RAPD yodntemi basit, ucuz ve hizli bir yéntem

oldugundan tercih edilebilir sonucuna variimistir.

Bu calismada Trakya Bolgesinde yetisen bazi kanola (Brassica napus) gesitlerinin
genetik yapisinin ve genetik cesitliliginin belirlenmesi igin genetik isaretleyicilerden

RAPD yonteminin kullanilarak karakterizasyonunun yapilmasi amaclanmistir.


http://www.scialert.net/asci/result.php?searchin=Keywords&cat=&ascicat=ALL&Submit=Search&keyword=RAPD+markers
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Calisma igin gerekli materyal, Kirklareli, Edirne ve Tekirdag illerinden her ilden iki
farkli lokasyon olmak (lizere toplamda 6 farkli lokasyondan, 2010 yilinda hasat
urinlerinden toplandi (Cizelge 3.1.). Toplanan tohumlar Licord, Elvis, Californium,
PR46W31, ve Tarcoola olmak tzere 9 farkl kishik cesidi icermektedir. Ayrica KWS
Tlrk Tarim Tic. A.S.’den Triangle ve Tristan olmak Uzere iki cesit, Sygenta Tarim
San. ve Tic. A.S.’den de NK Petrol ve Nelson gesitleri olmak (izere toplam 4 kishk

cesit tohum da firmalar tarafindan Ucretsiz olarak gonderildi (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Tarladan toplanan Brassica napus Orneklerinin toplandigr bélge,

ylkseklik ve birey sayilari gosterilmektedir.

Popilasyon Tohum Ornegin toplandig bolge Birey  Yukseklik
cesidi sayisi
E PR46W31 Kirklareli-Karincak Koy 10 229
F Licord Kirklareli-Kofcaz 10 425
G Californium  Edirne-Kapikule 10 61
H Elvis Edirne-Suloglu 10 150
I Tarcoola Tekirdag-Karaevli 10 140
J Licord Tekirdag-Murath 10 93

TOPLAM 60
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Harita 3.1. a.Trakya Bdlgesinde orneklerin toplandigi lokasyonlar. A. Kirklareli-
Kofcaz, B. Kirklareli-Karincak Koy, C. Edirne-Kapikule, D. Edirne-
Suloglu, E. Tekirdag Muratlh, F. Tekirdag- Karaevli Koyu lokasyonlarini
gostermektedir. b. Tirkiye haritasi

Cizelge 3.2. Piyasadan temin edilen Brassica napus cesitleri ve birey sayilari

gosterilmektedir.

Populasyon

A

B
C
D

Firma adi

Syngenta
KWS
KWS

Syngenta

Tohum cesidi

NK Petrol
Tristan
Triangle
Nelson
Toplam

Birey sayisi
20
20
20
20
80
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3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler 2010 yili 17-24 Haziran tarihleri arasinda Kirklareli-Karincak Koy,
Kirklareli-Kofcaz llgesi, Edirne-Siiloglu Ilgesi, Edirne-Kapikule ilgesi, Tekirdag-
Murath ilcesi ve Tekirdag Karaevli Kdyii lokasyonlarindan toplandi (Cizelge 3.1.).
Bu lokasyonlarin il bazinda yillik ortalama sicaklik (YOS), yillik toplam yagis
(YOY), yillik ortalama nispi nem (YON) ve yillik ortalama rizgar hizi (YOR)
degerleri Cizelge 3.3’de verildi. Bu degerlerin aylik verileri Cizelge E.1.1., Cizelge
E.1.2., Cizelge E.1.3.,” de gosterildi.

Tohum 6rneklerini toplanmak igin kanola bitkisinin hasat dénemi tercih edildi. Her
bireyden alinan tohumlar, her iki ylziunde de popilasyon adi, lokasyonu ve drnek
numarasi yazili 11x14 ebatlarinda kese kagitlarina alinarak nem ve rutubetten uzak
oda sicakhgi kosullarinda muhafaza edildi. Piyasadan temin edilen cesitlerin
tohumlari bulk formundaydi. Tarladan toplanan tohumlardan 10’ar piyasadan temin
edilen cesitlerden 20°ser Ornekten olusan 6rnek gruplari olusturuldu. Bu drnek

gruplari popilasyon olarak adlandirildi ve tezin devaminda bu sekilde kullanildi.

Cizelge 3.3. Orneklerin toplandigdi lokasyonlarin il bazinda nem, riizgar, yagis ve

sicaklik degerlerinin yillik ortalama verileri

il YON (%) YOR (m/sn) YOS (°C) YOY (mm)

2009 2010 2009 2010 2009 2010 2009 2010
Edirne 65,6 730 2,0 2,0 14,7 14,9 65,9 63,9
Kirklareli 59,5 65,8 18 1,6 14,1 12,4 68,8 56,5
Tekirdag 70,4 76,5 2,6 2,6 15,0 15,8 67,8 67,0

3.1.2. Orneklerin yetistirilmesi

Tarladan toplanan ve piyasadan temin edilen tohum ornekleri 15x25 buyukliginde
plastik saksilarda yetistirildi (Resim 3.1. ve Resim 3.2.). Toprak 2:3 oraninda ve
dogal koyun gubresi 1:3 oraninda olan bir karisim kullanildi. Tarladan toplanan
ornekler icin her bir bitkiye ait tohumlar ayri ayri saksilara ekilirken piyasadan temin
edilen tohumlar bulk formunda olduklarindan her popilasyon icin rastgele secilen

tohumlar farkli 4 saksida yetistirildi. Saksilara drnek numaralari yazildi. Her saksiya
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yaklasik 20-30 tohum atildi. Ekim islemi yapildiktan sonra, silindirleme islemini
temsilen, toprak Uzerine iyice bastirilarak tohum ve topragin tamamen sikismasi
saglandi. Saksilar iki ginde bir dizenli araliklarla sulandi. Cimlenen tohumlardan
yaklasik 1-1,5 aylik yapraklar laboratuvar ortaminda steril bir makasla kesilerek
porselen havanda sivi azot ile ezildi. Ezilen drnekler tzerinde 6rnek numarasi yazili
tiplere alinarak -20°C’ta saklanmak Uzere dondurucuya alindi. Bitki yapraklari

secilirken her bir kokten ¢ikan yapraklar igin ayri numaralandirma yapildi.

Resim 3.1. Brassica napus tohumu ekilmis saksilarin genel goriinimi (Gidik, 2011,

Corum)

Resim 3.2. Saksida yetistirilmis bir Brassica napus bitki érneginin gériinim (Gidik,
2011, Corum)
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Resim 3.3. Saksida yetistirilmis bir Brassica napus bitki 6rneginin yapraklarinin
goérinima (Gidik, 2011, Corum)

3.2. YOntem
3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

izolasyon icin kullanilan ¢ézeltilerin hazirlanisi Ek.2’de Cizelge E.2.1. ve Cizelge

E.2.2.°de verildi.
DNA izolasyon Protokolii

1 Sivi azot ile ezilerek tuplere alinan bitki 6rnegi yapraklari yaklasik 2 [iL’lik
eppendorftipe alindi.

2. 500 |iL DNA izolasyon cozeltisi eklendi ( Cizelge E.2.2.). Tupler 10 saniye
nazikce ters-ylz edildi ve 65°C’ta 45 dakika inkiibasyona birakildi.

3. Tuplere 500 |iL kloroform-izoamil alkol (24:1) eklendi. Ornekler 15 dakika ters-
yuz edilerek karistirildi.

4. Tupler 15000 g’de +4°C’ta 5 dakika santrifij edildi.

5. Sdpernatant 2 |iL’lik temiz eppendorftiplere alindi.

6. Supernatantin hacmine esit oranda izopropanol eklendi ve -20°C’ta 30 dakika

bekletildi.
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7. Tupler 15000 g’de +4°C’ta 5 dakika santrifuj edildi.

8. Sipernatant atilir ve pellet kurutuldu.

9. Pellete 200 |iL 1X TE eklenerek ¢6ziinmesi i¢cin 65°C’ta karistirici 55 devire
ayarlanarak 30 dakika inkiibasyona birakildi.

10. inkilbasyondan sonra oda sicakligina gelene kadar tiipler bekletildi. Son olarak
tupler buzun Gzerinde 5 dakika bekletildikten sonra 15000 g’de +4°C’ta 2 dakika
satrifiij edildi.

11. Dibe c¢Oken pellet nisasta ve polisakkaritleri icerir. Bu nedenle ustteki
supernatant temiz eppendorf tiplere alindi ve +4°C’ta saklandi (Amani ve ark,
2011).

3.2.2. RAPD Primerleri

Bu calismada 10 RAPD primeri (Advanced Biosystem, England) kullanildi. Bu
primerler kit AB2 ve kit ABN’dir. Kullanilan primerlerin adlari ve dizileri Cizelge

3.4.te verildi.

Gizelge 3.4. Kullanilan primer dizileri Brassica napus (Kanola)

S.N. PRIMERIN ADI primer dizisi
1 ABN-02 ACCAGGGGCA
2 ABN-06 GAGACGCACA
3 ABN-13 AGCGTCACTC
4 ABN-18 GCTGAGGTCA
5 AB2-01 CCCAAGGTCC
6 AB2-05 TCAGGGAGGT
7 AB2-09 CTTCACCCGA
8 AB2-06 AAGACCCATC
9 AB2-10 CACCAGGTGA

10 AB2-20 AACGGTGACC
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3.2.3. PCR Kosullari

Bu calismada PCR olarak standart bir PCR programinin Yrd. Dog. Dr. Ozlem Ozbek
tarafindan modifiye edilmis sekli kullanildi. PCR kosullari Brassica napus tiriine
uygun olarak optimize edildi. Buna gére PCR reaksiyonu toplam 20 |iL hacim olarak
belirlendi ve bu karisimda 2 |iL kalip DNA kullanildi. Her bir drnek icin 2 |iL 10X
tam buffer, 0,5 [iL dNTP (25 mM her biri), 0,5 |iL primer (100 pmol/mL), 0,5 |iL
Tag DNA polimeraz (500 U/mL) ve 14,65 |iL dH20 kullanildi (Ek.3). PCR cihazi

olarak Termocycler ; Termo, elektron corparation kullanildi.

PCR i¢in optimum dongu sayisi 40 olarak belirlendi (Cizelge 3.5.) ve ilk déngi 94°C
(Baslangig denatlirasyonu) bes dakika, baslangi¢ denatiirasyonunu takiben 40 dongu
boyunca bir dk. 94°C denatlrasyon sicakhgi, bir dk. 33°C primer baglanmasi, iki dk.
72 °C Zincir uzamasli, son donglde ¢ogaltilan tim Grinlerin tamaminin uzamasi igin

72°C’ta 10 dakika olarak uygulandi.

Cizelge 3.5. Brassica napus (Kanola) igin kullanilan PCR programi

S.N Reaksiyon basamagi Sicaklik Zaman  DOngi sayisi
L Baslangi¢ denatiirasyonu  94°C 5 dk.
2. Denatlirasyon = OO 1ak.<-
3. Primer baglanmasi 30°C-34°C 1 dk.
4. Zincir uzamasi 72 °C 2 dk. 40 kez 2. basamaga git
5. Son dongu, reaksiyon 72°C 10 dk.
tamamlama

3.2.4. Orneklerin Jele Yiklenmesi

PCR drunleri %1,3’ltk agaroz jelde 100 mV (10 mV/1 cm) ve 50 mA sabit akimda 6
saat ydrutuldd. Agaroz jel (Sigma, Agarose For Routine Use) hazirlanirken; 100 mL
1X TAE (Ek.4.) icin 1,3 gr toz agaroz hassas terazide tartilarak kullanildi. Agarozun
tam olarak ¢Ozinmesini saflamak icin mikrodalga firinda (Blueline) ara ara

calkanarak isitildi. Bantlarin trasiliminatérde (DNr Bio-lmaging Systems min Bis
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Pro) goérunmesi icin jel hazirlanirken 100 mL 1X TAE icin 2~L etidyum bromid
(sigma, 10mg/mL) eklendi. Jel ¢6zeltisi sogumaya birakildi. Bu sirada jel tepsisinin
kenarlari bantlanarak ve uygun taraklar yerlestirilerek jel dokilmesi igin hazirlandi.
Jel tepsisi bantlari uzaklastirildiktan sonra elektroforez tankina (ATTO, AE-8450)
yerlestirildi. Orneklerin jel Gzerinde yerlerini takip edebilmek igin 6X LB (Loading
buffer) (Ek.4.) o6rneklerle karistirarak donmus agaroz jele uygun mikro pipet
(pipetman 10 |iL’lik ve 100 [iL’lik) kullanilarak uygulandi (Resim 3.4. ve Resim
3.5.). Ornekler jele yuklendikten sonra ilk kuyucuga DNA buyuklugint belirlemek
icin 100 bp ladder (Bioneer, Acculadder 100 bp DNA size marker) yiklendi.
Elektroforez ti¢ kaynagdi (ATTO, AE-8450) 100 mV ve 50 mA’ e ayarlandi. Ornekler
jelde yeteri kadar ilerledikten sonra gli¢c kaynagi kapatildi. Jel tepsisi tankin icinden
alindi ve kagit havlu kagit ile tepsinin alti kurulandi. Jel tepsiden dikkatlice alinarak
gorintuleme islemi igin UV transiluminatoriin tizerine yerlestirildi. Jel gorintilerine
bakmak i¢in UV koruyucu gozluk kullanildi. RAPD bantlarinin gorintisi UV 1sik
kaynagi kullanilarak fotograf makinesi ( Samsung ST-65) ile ¢ekildi.

Resim 3.4. Jele 6rnek yikleme islemi (Gidik, 2012, Corum)
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3.3. Verilerin istatistiksel Analizi

Bu c¢alismada Trakya Bdlgesinde yetisen ve ticari olarak satilan Kanola bitkisi
popilasyonlarindaki genetik cesitliligin  karakterizasyonu 10 RAPD pirimeri
kullanilarak RAPD yontemi ile analiz edildi. RAPD dominant kalitim gd&steren bir
DNA isaretleyicisidir. Kanola da diploit bir bitki oldugundan RAPD verileri diploit
ve dominant olarak kabul edildi. Buna gdre her bir bireyin bant modeli mobilite ve
bant sayilarina goére degerlendirilerek veriler diizenlendi. Jellerin {izerinden ve
fotograflardan  skorlama islemi yapildi.  PCR sonucu (retilen bantlar
degerlendirilirken bir primerin Urettigi her farkli bant bir lokus olarak kabul edildi.
Bu sekilde belirlenen RAPD lokuslari iki alelli kabul edildi. Lokusta bant
gozlendiginde (1) gb6zlenmedigi zaman (0) olarak skorlandi. Tum jellerin bu sekilde
ham verileri elde edildi. Ham veriler genetikle ilgili istatistik analizleri yapmak icin
kullanilan POPGENE dosya formatina dondstirildi. Bu déndstirme isleminden
once butlin populasyonlarda bant skorlanmasi tamamlandiktan sonra her bir RAPD
lokusunda 140 dérnekte gbzlenen bant sayilarina bakildi. Her bir lokusta gdzlenen
bant sayisi 10’nun altinda olan lokuslar degerlendirme disi birakildi. Bu bantlar PCR
hatasi sonucu ortaya cikma ihtimali olan bantlar oldugundan ve calismanin

sonuclarinin daha saghkli degerlendirilmesi acisindan bu sekilde bir yol izlendi.

Popiilasyon genetigi analizi icin elde edilen veriler POPGENE strim 1.32 (Yeh ve
ark., 1997) yazilim paketi kullanilarak analiz edildi. Analizde populasyon ici ve
populasyonlar arasi genetik cesitliligi degerlendirmek icin c¢esitli parametreler
kullanildi. Poptlasyon ici ve popllasyonlar arasi genetik cesitliligi (He) hesaplamak

icin Nei (1973) kullanildi.

Calisilan popiilasyonlardaki, tim lokuslara ait ortalama alel sayisi (na) ve ortalama
etkili alel sayisi (ned) hesaplandi. Etkili alel sayisi (Estimates of the reciprocal
homozygosity) (Hartl ve Clark 1989) esit siklikta gorilen alel sayisidir ve belirli bir
dizeyde genetik cesitliligi hesaplamak icin kullanilir. Etkili alel sayisi bize alellerin
saylsi ve dagilimina goére ve onemli Olgide farklilasmaya go6re popllasyonlari
karsilastirma olana§i saglar. Bazi istatistikciler tarafindan genetik cesitliligi ve
farklilasmayi ifade etmede daha etkili bir yontem oldugu ifade edilmektedir (Jost

2007, 2008).
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Popiilasyonlarin gen havuzlarinda ortak paylastiklari alel sayisi azaldik¢a genetik
farklilasma dlzeyleri de artmaktadir. Dogal popilasyon formlarinin genetik
yapilarinin tespit edilmesi popilasyon genetiginin énemli konularindan biridir ve
sonuclarinin uygulandigi cesitli alanlar vardir. Bunlar evrimsel biyoloji, koruma,
forensik, bitki ve hayvan slahi alanlardir. Populasyon genetik yapisinin
arastirilmasinda sikhikla kullanilan yontem FST (Sewall Wright 1943a, 1965) idi.
Wright F istatistiklerini (inbreeding coefficient) kendilesme katsayisi olarak kullandi
ve birlesen iki gamet arasindaki korelasyon olarak tanimladi. O dénemde izoenzim
ve diger molekiler markerler olmadigindan Wright her bir lokusu bialelik yani iki
alelli kabul etti. FSTyi hesaplamay! da iki alelli lokuslar Gzerine kurdu. Ancak
gunumizdeki marker yéntemleri ¢ok alelli oldugundan bu ydntem tercih edilmiyor.
Onun yerine Nei (1987)’nin gelistirdigi GST, Cockerham (1984) Op veya Jost D
(2008) kullaniimaktadir.

Nei (1987)’nin GST hesaplamasi Wright’in ¢calismasinin dogrudan agilimi seklindedir
ve beklenen genetik cesitlilik (expected heterozygosity) degerinin populasyon igi ve
popilasyonlar arasinda karsilastirilmasina dayanir. Bu calismada populasyonlar
arasindaki genetik farklilasma diizeyini belirlemek icin Nei’nin G istatistigi (GSI),

kullanildi.

gst=(Hj-Hs)/ Hj= Dst/H st

Popilasyonlarin gen havuzlari arasinda gen transferinin meydana gelmesi olayina
gen akisi denir. Gen akisi genellikle polen transferi, tohum transferi vb. yontemlerle
veya bireylerin goc etmesiyle gergeklesebilir. Gen akisi popilasyonlar arasindaki
genetik farklilasmayi 6lgcen GSTveya FSTdegerlerine gore hesaplanir. Bu calismada
poptlilasyonlar arasindaki gen akisi (Nn) degeri, GST'den asagidaki formiile goére
hesaplandi. Burada N, etkili populasyon biyutklugi ve m degeri populasyondaki gog

eden bireylerin oranini temsil etmektedir.

Nm = 0,5 (1-Gst)/Gst
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Popilasyonlarda RAPD analizi icin kullanilan 10 primerin 0rettigi lokuslarin
popllasyon dizeyinde ve tim popllasyonlarin tamaminda gdsterdigi polimorfizm
oranlari elle hesaplandi. RAPD lokuslarinin poptlasyon icinde (Hs) ve populasyonlar

timinde (HT) gosterdikleri genetik cesitlilik degerleri de POPGENE ile bulundu.

Korelasyon iki veya daha fazla degisken arasindaki iliskiyi ve bunun odnemlilik
derecesini saptamaya yoOnelik yapilan istatistiksel bir yontemdir. Bilimsel
calismalarin  sonucglarinin  degerlendirilmesinde  sikhikla kullanthir.  En  ¢ok
kullanilanlar Pearson korelasyon katsayisi ve Spearman korelasyon katsayilaridir. iki
degisken arasinda korelasyon saptanirken bunlardan biri bagimli digeri bagimsiz
degisken olarak belirlenir. Korealsyon katsayisi bagimli degisken ile badimsiz
degisken arasindaki iliski dizeyini hesaplayan ve yodnini gOsteren sayisal bir
degerdir. Korelasyon katsayisi r ile gosterilir ve degeri -1,0 ile +1,0 arasinda degisir.
Bu calismada genetik cesitlilik dederleri (He, nave neg) ile iklimsel (sicaklik, yagis ve
rizgar) ve cografik veriler (yikseklik, enlem ve boylam) arasindaki iliski Pearson’un
korelasyon katsayisi (rP) kullanilarak SPSS striim 11, (Steel ve Torrie, 1980) yazilim

programi ile hesaplandi.

Temel bilesenler analizi (TBA) (Principal Component Analysis PCA) orijinal p
degiskeninin varyans yapisini, degiskenlerin dogrusal bilesenleri olan daha az
sayldaki yeni degiskenlerle ifade etme yontemidir. Aralarinda korelasyon bulunan p
saylda degiskenin acikladigr yapiyi, aralarinda korelasyon bulunmayan ve sayica
orijinal degisken sayisindan daha az sayida (p>k) orijinal degiskenlerin dogrusal
bilesenleri olan degiskenlerle ifade etme ydntemine temel bilesenler analizi denir.
Veri matriksinde yer alan p degiskeninin dogrusal bilesenlerini bulmak icin
kovaryans matriksinin ya da korelasyon matriksinin 6z degerleri ve 0z vektorleri
kullanilir. incelenen popiilasyonlarin sahip olduklari genetik yapilara ve cevresel
bilesenlere goére uzaysal dagiliminin gdrintiilenmesinde kullanilan altarnatif bir
yontemdir. Bu c¢alismada XLSTAT versiyonu (2012) kullanilarak, Pearson
korelasyon matriksine gore degisken olarak He, na ve nea sicaklik, yagis, riizgar,

yikseklik, enlem ve boylam verileri kullanilarak TBA yapildi.

Temel koordinatlar analizi (TKA) (Principle Coordinate Analysis PCoA) siklikla

filogenetik veya genetik uzaklik degerlerine gore drnek gruplarini karsilastirmak igin
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kullanilir. Temel bilesenler analizi ile esdeger olarak gorilse de iki analiz sekli
birbirinden farklidir. Temel bilesenler degiskenler arasindaki iliskiyi arastirir ve bu
iliskiye gore kiimelemeye gider. Degisken sayisi ¢ok oldugunda tercih edilmelidir.
Temel koordinatlar ise klasik boyutlandirma veya agirlik hesaplama ydntemidir.
TKA c¢ok boyutlu metrik 6lcekli metotlar kullanir. Bunun icin 6rnekler arasindaki
uzakhk (distance)/benzemezlik (dissimilarity) matriks degerlerini kullanarak
ornekleri grafik ekseni tzerinde yerlestirir. Grafik eksenlerinde iki 6érnek arasindaki
uzakhk da isaretlenmis olur. TKA yonteminin TBA ydntemine gore daha gucli bir
yontem oldugu bazi arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir (Chae ve Warde,
2006). Bu calismada popllasyonlar arasindaki benzemezlik (dissimilarity) matriks
degerlerinden yararlanarak XLSTAT versiyonu (2012) ile TKA hesaplandi ve
popllasyonlarin grafik ekseni Uzerinde uzakliklarina gére cografik dagilimlari

goruntilendi.

Regresyon analizi aralarinda sebep sonug iliskisi bulunan iki veya daha fazla
degisken arasindaki iliskiyi belirlemek ve bu iliskiyi kullanarak o konu ile ilgili
tahminlerde ya da kestirimlerde bulunmak amaciyla kullanilan bir ydntemdir.
Regresyon analizi tek degiskenli ve cok degiskenli uygulanabilir. Tek degiskenlide
bir bagimh degisken ile bir bagimsiz degisken arasindaki iliski arastirilir. Cok
degiskenli regresyon analizinde ise bir bagimsiz degisken ile birden fazla bagimsiz
degisken arasindaki iliski arastirilir. Regresyon karesi degeri iliskinin dlzeyini
belirleyen sayisal degerdir. Bu calismada genetik verilerin degerleri (na nea ve He)
ile eko-cografik faktorler (sicaklik, yagis, rlzgar, ylkseklik, enlem ve boylam)
arasindaki sebep sonug iliskisi SPSS.11 strimi (Windows igin olani) ile arastirildi.
Genetik veriler bagimli, eko-cografik faktorler bagimsiz degisken kabul edildi. Once
tekli regresyon analizi yapildi ancak dénemli bir sonuc elde edilmedi. Daha sonra

coklu regresyon analizi uygulandi.

Organizmalar arasinda onlarin filogenetik iliskilerini veya fenetik benzerliklerinin
derecesini gosteren agac dallarina benzer sekle dendogram denir. Dilisey eksende
gosterilen degerler zamani gosterir veya go6receli gelisme (ilerleme) dizeyini
gosterir. Bu calismada iki farkli istatistik programi kullanilarak iki dendogram elde

edildi. Bunlardan birincisi Nei’nin (1972) genetik uzaklik ve genetik identi
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hesaplarina gére UPGMA (Unweighted Pair-Group Average) yontemi kullanilarak
elde edildi. ikinci dendogram XLSTAT versiyon (2012) programi ile Euclidean

uzakhgr kullanilarak UPGMA ydntemine gore olusturuldu.

Bu calismada verilerin istatistiksel analizi Yrd. Dog. Dr. Ozlem Ozbek tarafindan

yapilmistir.
RAPD bantlarinin tekrarlanabilirlik oranlarinin hesaplanmasi

RAPD ydénteminin dezavantaji bantlarin tekrarlanabilirligi ile ilgili yasanan
problemdir. Bu nedenle kontrol amagli hata oranini tespit etmek icin 140 Ornek
arasindan ticari populasyonlar icin ikiser, tarladan toplananlar icin her populasyonu
temsilen rastgele bir ornek secilerek toplam 14 drnek 10 RAPD primeri ile tekrar
analiz edildi. Tekrar yuratilen drnekler ile ayni drneklerin ilk kosmalarindaki bant
modelleri Kkarsilastirildi. ilk kosmada 6rneklerde sayilan bant sayisi 184 kontrol
amach yapilan kosmadaki érneklerdeki bant sayisi 188°dir. Her iki kosmadaki ortak
bant sayisi 154°tir. RAPD bantlarinin tekrar edilebilirlik orani %83,16 olarak
hesaplandi (Resim 3.6).

Koitrol pe,  Kontrol pet-18  Koitrol Kontrol  AN-13 Kontrol LE-10  Kontrol LE-17 Kontrol Nel-2  Kontrol Kontrol KP Kontrol KK Kontrol  ES  Kontrol EK  Kontrol TK  Kontrol TM
Ladder pe»-14 ' Pet-18 AW AN-13 1110 1117 NeU Ne*-16 KP KK ES EK TK ™

Resim 3.5. ABN-06 Primeri icin kontrol ve ilk RAPD elektroforez sonuglarindan bir

goruntd
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu calismada toplamda 10 Brassica napus popilasyonunda 10 RAPD primeri
kullanilarak RAPD ydntemiyle genetik cesitlilik analiz edildi. Elde edilen bulgular
asagida aciklandi. Resim 4.1.’de KWS-TRIAN popilasyonuna AB2-09 primerinin
uygulandigt RAPD sonucu goriilmektedir.

Resim 4.1. Ornek bir RAPD sonucu gorintiisi
4.1. Genetik Analizler

Biylk bir poptilasyonda, bir lokusta bulunan bir alelin frekansi ayni lokusta bulunan
diger tim alellere gore % oranini ifade eder. Bir lokusta bulunan alellerin frekansi
incelenen tim popilasyonlarda bulunma oranlarina gore hesaplanir. Bu ¢alismada 10
RAPD primeri toplam 51 polimorfik (%100) lokus Uretti. Bununla birlikte alellerin
polimorfik olmasi i¢in %95 siniri uygulandi. Frekansi %95 ve lzerinde olan aleller
teorik olarak polimorfik gérinmesine karsin populasyon genetigi istatistiklerine gore
monomorfik kabul edilmektedir. Bu kritik sinira gére ABN-02/9, ABN-06/6, ABN-
06/7, ABN-06/9, ABN-13/12, ABN-18/4, ABN-18/8, ABN-18/10, AB2-01/9, AB2-
10/8 ve AB2-20/7 lokuslari f= 0,95 ve f1= 0,05 oranlarini gosterirken ABN-13/3,
ABN-13/4, ABN-13/7, AB2-10/13, AB2-20/4, AB2-20/9, AB2-05/8, AB2-05/9 ve
AB2-09/8 lokuslari f0= 0,96 ve f1= 0,04 oranlarini gosterdiginden monomorfik olarak
kabul edildiler. Bu 20 lokus monomorfik olarak kabul edildiginde polimorfik lokus
saylisi toplam 31 (%60,78)’dir. Bu lokuslarin disinda polimorfik olarak kabul edilen
lokuslar arasinda (0) aleli icin en yiksek alel frekans degeri ABN-06/12, ABN-06/8,
AB2-01/8 ve AB2-10/4 lokuslarinda f= 0,94 olarak go6zlenirken (1) aleli icin en
yiksek alel frekansi ABN-13/13 lokusundaf 1=0,45 olarak gozlendi. (0) aleli igin en
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dustk alel frekansi degeri ABN-13/13 lokusundaf 0= 0,55 olarak tespit edilirken (1)
aleli icin en dusik alel frekansi degeri ABN-06/12, ABN-06/8, AB2-01/8 ve AB2-
10/4 lokuslarindaf 1= 0,06 olarak tespit edildi.

Cizelge 4.1. Lokuslardaki alellerin frekanslari (Golgelendirmeler frekans degerleri f
= 0,95 ve Uzerinde olan alelleri ifade etmektedir. Koyu renkler de en

yuksek ve en dusuk degerleri gostermektedir)

lokus a frekans lokus a frekans lokus a frekans
LoABNOZ9 ) oR 2 ARowr Qo 4 A7 0
2 ABN-02/13 Cl) 8% 2. AB2-01/8 2 8:32 42 AB2-10/8 g 882
3 ABNOGE O 8:82 2 AB20w9 9 8:% B AB21012 9 8:;?
a menog7 9 0% ameouis § 081w Aaois § 0%
5 ABNOGB O oo 25 AB2OST ) o & AR G o3
6 ABNOBO O 8:$ 2. AB2058 O 8:82 . AB220T O 8:82
7omnosna G 0% 21 pmaose OB a7 Ao § 03
g seno1s § Q8 a amosz § 0% Amoum0 § 0%
9 ABNIZ G 0o 2 ABEI3 § gh 4 AB220m1 § 0
10 ABN-134 9 8:82 0 AB2097 9 8:%7 50, AB22012 O 8:?‘6‘
n AeNaz7 9 8:82 3 AB2098 I 8:82 51 AB220/13 O 8:?8
© ABN138 9 8:?19 2 AB20912 9 8:%
BABNY Q0% B AR0w3 § oF
uABNR § OR % ABeT G O
15 ABN-13/13 2 gf’é &b AB2-06/8 (l) 8%
16 ABNBA ) OR B ABe9 O
7. ABNIBE ) 8:% 7. AB20612 8:;2
1B ABNIEY G 090 B AR0e13 § QM7
19 ABN-18/10 2 882 2 ABzio4 o
20 ABNIS/I3 ) 8:22 0. AB2106 8:3?
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Cizelge 4.2. Lokuslarda go6zlenen toplam genetik c¢esitlilik (HT, populasyon ici

SN Lokus
ABN-02/9
ABN-02/13
ABN-06/6
ABN-06/7
ABN-06/8
ABN-06/9
ABN-06/12
ABN-06/13
ABN-13/3
ABN-13/4
ABN-13/7
ABN-13/8
ABN-13/9
ABN-13/12
ABN-13/13
ABN-18/4
ABN-18/8
ABN-18/9
ABN-18/10
ABN-18/13
AB2-01/7
AB2-01/8
AB2-01/9
AB2-01/13
AB2-05/7
AB2-05/8
AB2-05/9

EREBRREBO®NO 0 & wDNp

NBERBRRRBBBEN

N
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140
140

Ht
0,073
0,233
0,097
0,120
0,138
0,099
0,165
0,351
0,066
0,063
0,099
0,243
0,191
0112
0,458
0,064
0,105
0,198
0,142
0,458
0,1%4
0,133
0,137
0,385
0,249
0,100
0,113

Hs
0,064
0181
0,088
0112
0131
0,09%
0,118
0,255
0,062
0,055
0,0%
0,206
0,166
0101
0,261
0,044
0,099
0,187
0,106
0331
0,183
0,127
0122
0,261
0,229
0,04
0,099

Gt
0,118
0222
0,098
0,071
0,055
0,031
0,284
0273
0,059
0,124
0,031
0,152
0133
0,104
0,429
0,306
0,062
0,054
0,253
0277
0,058
0,044
0,115
0,322
0,077
0,058
0,124

Nm
3,735
1,751
4,589
6,576
8,672
15499
1261
1331
7,968
3,549
1549
2,781
3271
4317
0,666
1132
7,613
8,773
1,474
1,308
8,116
11,000
3341
1,052
5974
8,145
3,527

SN

28

5855 RBREEBR A8 HR B RS

285

Lokus
AB2-05/12
AB2-05/13

AB2-09/7

AB2-09/8

AB2-09/12
AB2-09/13
AB2-06/7

AB2-06/8

AB2-06/9
AB2-06/12
AB2-06/13
AB2-10/4

AB2-10/6

AB2-10/7

AB2-10/8
AB2-10/12
AB?2-10/13
AB2-20/4

AB2-20/7

AB2-20/9
AB2-20/10
AB2-20/11
AB2-20/12
AB2-20/13

N Ht
140 0,238
140 0,287
140 0,271
140 0,093
140 0,412
140 0,128
140 0,147
140 0,203
140 0,095
140 0,322
140 0,277
140 0,110
140 0,147
140 0,205
140 0,209
140 0,356
140 0,179
140 0,086
140 0,001
140 0,108
140 0,180
140 0,226
140 0,272
140 0,125

Hs
0,163
0,202
0,247
0,082
0,359
0,112
0,131
0,180
0,080
0,246
0,068
0,093
0,130
0,179
0,04
0,267
0,131
0,070
0,085
0,096
0,160
0,200
0,256
0,096

Gt
0314
0,297
0,087
0112
0,128
0,127
0,108
0114
0,162
0,236
0,753
0,158
0113
0,127
0,142
0,251
0,269
0,181
0,069
0110
0113
0115
0,059
0,235

genetik cesitlilik (HS), popllasyonlar arasindaki genetik farklilasma

(Gst) ve gen akist (Nm) verileri (S.N.: Sira numarasi, N: 6rnek sayisi)

Nn
1,002
1185
5,260
3,968
3,398
3433
4,137
3803
2,587
1620
0,164
2672
3,944
3433
3023
1489
13%6
2256
6,718
4,039
3923
3,868
8,039
1690

Lokuslarin genetik cesitlilik verilerine gore toplam genetik cesitlilik, popilasyon igi

genetik cesitlilik, popllasyonlar arasindaki genetik farklilasma ve gen akisi verileri

(Nei, 1987) incelendiginde, toplam genetik cesitlilik (HT) icin en yiiksek deger (HT=

0,458) ABN-13/13 ve ABN-18/13 lokuslarinda gézlenirken en distik deger (HT =

0,110) AB2-10/4 lokusunda go6zlendi. Popilasyon ici cesitlilik (HS) icin en yuksek

deger (HS= 0,359) AB2-09/12 lokusunda belirlenirken en disik deger (HS= 0,068)

ise AB2-06/13 lokusunda go6zlendi. Popiilasyonlar arasi genetik farklilasma (Gst)
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degerlerine bakilacak olursa en blylk deger (Gst = 0,753) AB2-06/13 lokusunda
tespit edilirken en kicluk deger (Gst = 0,044) AB2-01/8 lokusunda tespit edildi.
Poptllasyonlar arasindaki gen akisi (Nn) degerleri incelendiginde en ylksek deger
(Nm= 11,00) AB2-01/8 lokusunda gérulirken, en kiictik deger (Nm= 0,164) AB2-
06/13 lokusunda goruldi (Cizelge 4.2.).

Lokuslarin popilasyon diizeyinde frekanslari incelendiginde (Nei, 1987) (Cizelge
E.5.1) ABN-06/7 lokusunda KWS-Tristan, Kirklareli-P, Edirne-K ve Tekirdag-M
popllasyonlarinda, AB2-20/10 lokusunda KWS-Triangle, Kirklareli-K, Edirne-K ve
Tekirdag-K olmak tzere her iki lokus i¢cin de dérder popiilasyonda en yuksek frekans
f=0,95) gdzlenirken, AB2-01/13 lokusunda ise KW S-Tristan populasyonda en disiik
frekans (f=0,22) g6zlendi.

Tum lokuslarin genetik cesitlilik verileri incelendiginde tim lokuslarda alel sayisi 2
olarak go6zlendi (na = 2.00). En yiksek etkili alel sayisi (nea = 1,98) ABN-13/13
lokusunda gorilirken, en dusik etkili alel sayisi (nea= 1,08) ise AB2-05/8 lokusunda
gorildu (Cizelge 4.4.). Genetik cesitlilik degerlerine bakildiginda (He) en yuksek
genetik cesitlilik degeri (He = 0,49) ABN-13/13 ve ABN-18/13 lokuslarinda
gozlenirken en dustk genetik cesitlilik degeri (He = 0,07) AB2-05/8 lokusunda
gozlendi. Shannon enformasyon indeks (I) degerleri incelenecek olursa, en yiiksek
degerin (I = 0,69) ABN-13/13 lokusunda tespit edilirken en diisik deger (I = 0,16)
ABN-13/3, ABN-13/4 ve AB2-05/8 lokuslarinda tespit edildi (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.3. Tim RAPD lokuslarinda gozlenen alel sayisi (na), etkili alel sayisi (nea),
genetik cesitlilik (He) ve Shannon enformasyon indeksi verileri (S.N.:
Sira numarasi, N: 6rnek sayisi).

SN Lokus N m e h I SN Lokus N m mr h I
1 MABNGO G 2 116 G® G B ARG 46 2 137 G GM
2 ABNG2I3 MG 2 14 GO G4&7 O ABRGHI3 UG 2 15 GU GR
3 ABNGH6 MG 2 116G G®@ GI9 B ARG MG 2 1B GB G
4 ABNGH7T MG 2 116 G® GG 3L MRS MG 2 1@ G GIS
5 ABNGHS 4G 2 113 GII GB R ARGY12 UG 2 165 G4 GG
6 ABNGE9 4G 2 1@ G@ GIS B ARGI3 UG 2 117 G5 GX
7 ABNGHI2 MG 2 114 GI2 GU ¥ MBRGH7T MG 2 116 GM GX»
S ABNGHI3 4G 2 165 GA GG DB ARGHS MG 2 12 GI7 GR
9  ABN133 MG 2 13 G& o016 B ABi-06/9 140 2 108 GB GI7
G aBN-134 MG 2 18 GE& o016 I AR-GHL UG 2 13 GH GB
N MBNI37 MG 2 1@ G@ GIS 3 ARGII3 MG 2 15 GFH GH
2 MBNI3S MG 2 15 GG G D ARIG4 4G 2 113 GU G2
B ABNI39 146G 2 11S G GO G ARIGE 4G 2 116 G4 GX
4 ABNI312 4G 2 116 G® G 4 ARIG7T MG 2 15 G2 GBS
15 ABN-13/13 MG 2 198 049 069 4 ARIGS 1G 2 111 GIG GG
6 ABNS4A MG 2 116 G® G B ARG UG 2 16 GG GW
7. ABNHS/IS 4G 2 116G G® GG 4 AMARIGI13 46 2 127 GA G317
IS ABNHSO MG 2 121 GI7 GR D AR2G4 UG 2 1@ GB GIS
19 ABMISIG 4G 2 L2 GIG GA 46 AR2G7 146 2 111 GIG GA
G ABN-1813 MG 2 1% 049 GBS 4 AR2G9 UG 2 1@ GB GIS
2L ABRGU7T UG 2 12 GIS GB S AR2GIG UG 2 119 GI6 GX®
2 pRGUS UG 2 113 G GB O AB2G11 4G 2 127 GA G
B ARG MG 2 12 GIG GA G ARG UG 2 1% GX GB
A ARGUI3 MG 2 15 GH Go Sl AR2GI3 MG 2 121 GI7 GR
5 ARGHT MG 2 1B G5 G4

% ABi-0s/8 4G 2 1G5 007 016

2. pRRGH9 UG 2 1@ GB GIS

Tum populasyonlarin genetik c¢esitlilik verileri incelendiginde gtézlenen ortalama en
yluksek alel sayisi (na = 1,73) Tekirdag-Karaevli popilasyonunda go6zlenirken
ortalama en dustk alel sayisi (ha = 1,41) SYNG-PET popilasyonunda gozlendi
(Cizelge 4.5). Ortalama en yiksek etkili alel sayisi (nea =1,27) KWS- Tristan
popillasyonunda tespit edilirken en disik etkili alel sayisi (nea =1,17) ise SYNG-
Nelson popllasyonunda tespit edildi. Ortalama en ylksek genetik cesitlilik (He)
(Nei,1973) (He =0,18) Edirne-Stloglu poptilasyonunda bulunurken en distk genetik
cesitlilik(He = 0,11) SYNG-PET ve SYNG- Nelson popilasyonunda bulundu. En
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ylksek deger Shannon enformasyon indeks (I) degeri (Lewontin,1972) (I = 0,29)
Edirne-Siloglu poptlasyonunda tespit edilirken en diisuk deger (I =0,17) SYNG-
PET ve SYNG- Nelson popilasyonlarinda tespit edildi.

Brassica napus tek yillik bir bitkidir ve tarlaya atilan her tohumun atildigi yil
cimlenmedigi distnilirse, tarlaya atilarak bir sonraki yil ¢cimlenen tohumlarin bu
cesitlilikte rol oynadi§i disundlebilir. Ayrica kanola tozlasmasinda arilarin biyuk rol
oynadigl goz oninde bulundurulursa bu cesitlilik degerlerinde tozlasmanin da rol
aldigr soylenebilir. Bununla birlikte 6rneklerin toplandigi lokasyonlar arasindaki

yukseklik farkli da c¢esitlilikte rol oynamaktadir.

Cizelge 4.4. Brassica napus poptilasyonlarinda gozlenen alel sayisi (na), etkili alel
sayisl (neg), genetik gesitlilik (He) ve Shannon enformasyon indeksi
verileri (S.N.: Sira numarasi, N: 6rnek sayisi, PL: Polimorfik lokus
saylsl, %PL: polimorfik lokus ytzdesi (Nei, 1973)

POP N na nea He I PL %PL
SYNG-PET 20 141 1,20 0,11 0,17 21 %41,18
KWS-TRIS 20 1,71 1,27 0,17 0,27 36 %70,59
KWS-TRIA 20 1,71 1,24 0,16 0,26 36

~ @0
SYNG-NEL 20 145 1,17 0,11 0,17 23 %45,10
Kirklareli-Karincak 10 1,71 124 0,17 0,27 36

~ @0
Kirklareli-Kofcaz 10 1,69 1,19 0,14 0,24 35

o oW
Edirne-Kapikule 10 1,71 1,24 0,16 0,27 36 %70,59
Edirne-Siloglu 10 1,69 1,26 0,18 0,29 35 %68,63
Tekirdag-Karaevli 10 1,73 1,24 0,17 0,28 37 g‘\”\)_’B
Tekirdag-Murath 10 151 119 013 020 26 ° 9

RAPD sonuglarina gore populasyonlarin polimorfik lokus sayisi ve polimorfik lokus
ylzdeleri incelenecek olursa en yliksek sayida polimorfik lokus ve yizdesi sirasiyla
37 ve %72,55 olarak Tekirdag-Karaevli populasyonunda hesaplanirken, en disik
saylda polimorfik lokus ve ylzdesi sirasiyla 21 ve %41,18 olarak SYNG-PET
popllasyonunda hesaplandi (Cizelge 4.4) (Nei, 1973).

Polimorfizim oranlarina bakildiginda Fahmi ve ark. (2012) yaptiklari calismada bu

calismanin sonuglarina gore daha disik oranlarda polimorfizm buldular. Bunun
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nedenleri calismalarinda farkli cesitler kullanmis olmalari ya da farkli primer dizileri
kullanmis olmalari olabilir. Ayrica Kullandiklari bitki 6rneklerinin eko-cografik

kosullari da cesitliligi etkilemektedir.

Genetik cesitlilik degerlerine bakildiginda en disuk degerlerin genellikle piyasadan
temin edilen cesitlerde oldugu gorulmektedir. Pasher (2010)’in calismasinda
toplanan ornekler ve ticari cesitler arasinda dikkate deger bir genetik farklilik
bulunmadigini sdylemistir fakat bu calismada hasat Urtinlerinin genetik cesitlilik
degerlerinin ticari cesitlere oranla daha yiksek oldugu goruldi. Bunun nedeni
bitkinin baska bitkilerle 6rnedin hardal gibi, capraz tozlasarak hibritler
olusturmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ancak RAPD isaretleyicileri dominant
kalitim gosterdiklerinden bunun tespit edilmesi mumkiin degildir ya da daha farkl

yontemler kullanmak gerekebilir.

Kullanilan tim primerlerin olusturdugu lokus sayisi (primerin Urettigi toplam bant
sayisl), primelerin g6zlendigi populasyonlarin sayisi ile her primerde g6zlenen tim
bantlarin en disik ve en ylksek molekiler agirhiklari (Cizelge 4.5.) incelenecek
olursa, en ¢ok lokus ureten (7) primerlerin ABN-13 ve AB2-20 oldugu gorulirken en
az lokus ureten primerin ABN-02 oldugu gorulmektedir. ABN-13 ve AB2-20
primerlerin dretti§gi bantlarin molekiler agirliklari sirasiyla 100 bp-1200 bp ve 100
bp-1000 bp arasinda degisirken ABN-02 primerinin Urettigi bantlarin molekiler

R

agirhklarinin 100 bp-500 bp arahgi arasinda degistigi tespit edildi.
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Cizelge 4.5. Kullanilan tim primerlerin olusturdugu lokus sayisi (primerin Grettigi
toplam bant sayisi), primelerin gézlendigi populasyonlarin sayisi ile her
primerde gozlenen tim bantlarin en dustik ve en yuksek molekuler
agirhiklart (PL: Polimorfik lokus sayisi, %PL: polimorfik lokus ylzdesi
P.S.: Popiilasyon sayisi)

Primer L PL %PL Bant blyuklug P.S
ABN-02 2 12 %60 100 bp-500 bp 8
ABN-06 6 39 %65 100 bp-800 bp 10
ABN-13 7 4S %61,43 100 bp-1200 bp 10
ABN-18 5 29 %58 100 bp-700 bp 10
AB2-01 4 29 %72,50 100 bp- 700 bp 10
AB2-05 5 33 %66 100 bp-700 bp 10
AB2-09 4 27 %67,50 100 bp-700 bp 10
AB2-06 5 29 %58 100 bp -700 bp 10
AB2-10 6 40 %66,67 100 bp-1000 bp 10
AB2-20 7 42 %60 100 bp-1000 bp 10

Nei'ye gore (1972) genetik uzaklik (D) verileri incelendiginde en yiksek genetik
uzakhk (D = 0,101) degeri SYNG- Petrol ve Edirne-Stloglu populasyonlari arasinda
tespit edilirken en dusik genetik uzaklik degerinin (D = 0,010) Edirne- Kapikule ve
Edirne-Siloglu populasyonlari arasinda tespit edildi (Cizelge 4.6.).
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Cizelge 4.6. Nei’ye (1972) gore Brassica napus popilasyonlari arsinda genetik uzak

verileri
Pop 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1
2 0,063

3 0,031 0,088

4 0,040 0,055 0,052

5 0,051 0,086 0,068 0,029

6 0,039 0,075 0,063 0,019 0,015

7 0,064 0,094 0,097 0,044 0,023 0,020

8 0,066 0,090 0,101 0,040 0,026 0,017 0,010

9 0,051 0,070 0,073 0,028 0,025 0,016 0,030 0,023

10 0,060 0,099 0,076 0,037 0,033 0,019 0,037 0,035 0,022

Popllasyonlarin aralarindaki genetik uzaklik (Nei, 1972) degerlerine kiimeleme
analizi sonuclarina gére olusturulan dendogramda 10 popilasyonun iki temel ana
gruba ayrildigi gozlendi (Sekil 4.1). Birinci temel grup; 2 alt gruba ayrildi. Birinci alt
gupta SYNG-PET ve KWS-TRIAN popitlasyonlart bulunurken, ikinci alt grupta
SYNG-NEL, Kirklareli-Karincak, Kirklareli-Kofgaz, Edirne-Kapikule, Edirne-
Siloglu, Tekirdag-Karaevli ve Tekirdag-Murath popiilasyonlari gruplandi. ikinci

temel grup ise sadece KWS-TRIS popiilasyonundan olustu.

Sekil 4.1. Brassica napus popilasyonlari arasindaki akrabalik iliskilerini gosteren

dendogram (POPGENE genetik veri analizi programina gére)
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Dendogram incelendiginde ticari ¢esitlerin ve tarladan toplanan gesitlerin birbirinden
ayri gruplandigr goérilmektedir. KWS-TRISTAN popilasyonu digerlerine gore uzak
bir popllasyon olarak kiumelendigi de dikkat gekicidir. Pasher (2010)’in yaptigi
yabani cesitler ile ticari gesitler arasindaki genetik c¢esitlilik degerlerini karsilastirdigi

calismada da ticari cesitler ile yabani gesitler ayri ayri gruplanmistir.

Her iki Licord ¢esidinin de farkh gruplarda olmasinin sebebi olarak cevresel
faktorlerin genetik cesitlilige olan etkisi sayilabilir. Tekirdag-Muratli populasyonu
93m yukseklikten toplanirken, Kirklareli-Kof¢az populasyonu 425m yukseklikten
toplandi. Ayrica 2009-2010 yillari nem, sicaklik, rizgar ve yagdis degerlerine
bakildiginda Tekirdag ili icin bu degerlerin Kirklareli ilinden daha ylksek oldugu
gorildu. Boylece ayni cesidin farkli gruplarda bulunmasi cevresel kosullar ile

actklanabilir.

Pearson korelasyon analizi sonuclarina goére, rizgar (2010) ile alel sayisi (na),
genetik cesitlilik degeri (He) ve Shannon enofrmasyon indeksi (1) arasinda cok gugli
bir negatifkorelasyon oldugu tespit edildi. Korelasyon katsayilari sirasiyla rp=-0,883
(p = 0,020), rp= 0,858 (p = 0,029) ve rp= -0,901 (p = 0,014) (p < 0,05 dnemlilik
diizeyinde) olarak hesaplandi (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Genetik veriler ve eko-cografik faktorler arasindaki iliskinin analizi igin
yapilan Pearson korelasyon katsayisi verileri (2010 verilerine gore)

S NM R Y YU E B
na rp -0358 -0381 -0,883 -0,369 0,242 0,373 -0,269
p 0,486 0,456 0,020 0,471 0,644 0,466 0,606
ne rp -0559 -0544 -0,751 -0,552  -0,487 0,000 -0,427
p 0,249 0,264 0,085 0,256 0,327 1,000 0,398
He rp -0571 -0,568 -0,858 -0,570 -0,243 0,172 -0,417
p 0,237 0,239 0,029 0,238 0,643 0,745 0,411
Il rp -0563 -05567 -0,901 -0,565 -0,118 0,255 -0,412
p 0,245 0,241 0,014 0,243 0,824 0,626 0,417

N 6 6 6 6 6 6 6
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Genetik cesitliligin populasyonlarin cografik konumlarina ve cevresel faktorlerin
etkilerine gore uzaysal dagilimini tespit etmek icin Temel Bilesenler Analizi (TBA),
(Principal Component Analysis PCA) uygulandi (Cizelge 4.8). TBA sonucunda
Eigen degeri 1 ve lzerinde olan 3 temel bilesen elde edildi. Bu temel bilesenlerden
birincisi, na neg He I, S, NM, R, Y, BY degiskenlerinden olusurken genetik
cesitlilige katkisinin %61,092 oldugu belirlendi (Cizelge 4.9.). Bilesenlerden
ikincisinin sadece EN degiskeninden olustugu ve genetik cesitlilige katkisinin
%19,847 oldugu tespit edildi. Uciincii temel bilesenin ise sadece YU degiskeninden
olustugu ve genetik cesitlilige katkisinin % 15,802 oldugu belirlendi. TBA
sonuglarina gore cografik etmenler enlem ve yuksekligin Kanolada gozlenen genetik

cesitliligin yaklasik %35,649’unu oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.8. Temel bilesenler analizi (TBA) (Principal Component Analysis, PCA)
2010 verilerine gore

Bilesen Eigen degeri Varyans (%) Kiamilatif varyans %
1 6,720 61,092 61,092
2 2,183 19,847 80,940
3 1,738 15,802 96,741
4 0,299 2,715 99,457
5 0,060 0,543 100,000
6 0,000 0,000 100,000
7 0,000 0,000 100,000
8 0,000 0,000 100,000
9 0,000 0,000 100,000
10 0,000 0,000 100,000

[
(=Y

0,000 0,000 100,000
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Cizelge 4.9. Genetik ve eko-cografik degiskenleri temel bilesenlere olan katkilarini

gosteren matriks verileri (2010 verilerine gore)

Bilesenler
1 2 3
na -0,695 0,403 0,538
nea -0,805 0,498 -0,231
He -0,858 0,480 0,031
| -0,865 0,458 0,166
S 0,896 0,407 0,172
NM 0,897 0,424 0,116
R 0,859 -0,350 -0,182
Y 0,897 0,416 0,145
YU 0,212 -0,220 0,944
EN -0,501 -0,631 0,561
BY 0,811 0,495 0,254

Eko-cografik degiskenlerin (S, NM, R, Y, YU, EN ve BY) genetik veriler Gizerine
olan etkisi Stepwise regresyon ile test edildi (Cizelge 4.10). Elde edilen sonuclara
gore eko-cografik faktorlerin etkisi birlikte ele alindiginda, rizgarin genetik veriler
uzerinde etkisinin oldugunu gosterdi. Rizgarin ng He ve | Gzerindeki etki degerini
gosteren regresyon karesi degerleri sirasiyla %88,3, %85,8 ve %90,1 olarak tespit
edildi. Regresyon sonugclari ile Pearson korelasyon sonuglarinin birbirini destekledigi

de g6zlendi.

Fazeli ve ark. (2008) yaptiklari calismada ayni lokasyondan drnekler toplayarak bu
orneklerin cesitliligini belirlemek icin cografik kosullari degerlendirmislerdir.
Cografik kosullarin c¢esitliligin  belirlenmesinde rol oynadigini fakat yeterli
olmadigini, cesitliligin  belirlenmesi icin  mutlaka genetik isaretleyicilerin

kullaniimasi gerektigini belirtmislerdir.

Cizelge 4.10. Eko-cografik faktorlerin genetik cesitlilik tzerine ayri ayri etkilerini

belirlemek Uzere yapilan stepwise regresyon analizi verileri

BD R2 R2A%)  Std. Er. BZD
na 0,883 88,3 0,042 R
He 0,858 85,8 0,012 R

| 0,901 90,1 0,016 R
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Pearson kolerasyon analizi 2009 ve 2010 yillari iklimsel faktorleri (Sicaklik, yagis,
nispi nem ve ruzgar) icin yapildi fakat dnemli duzeyde bir korelasyon gozlenmedi
(Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Eko-cografik faktorler (2009 ve 2010 verilerine gore) ile genetik
veriler arasindaki iliskiyi g0steren Pearson korelasyon Kkatsayisi

verileri
na nea He |
TO9 p -0,384 0,163 -0,022 -0,121
P 0,453 0,758 0,967 0,819
T10 rp -0,358 0,205 0,021 -0,079
P 0,486 0,697 0,969 0,881
NMO0S  rp -0,421 0,092 -0,091 -0,188
p 0,406 0,862 0,864 0,722
NM10 rp -0,381 0,167 -0,018 -0,117
P 0,456 0,752 0,973 0,825
RO9 rp -0,493 -0,114 -0,279 -0,360
P 0,321 0,829 0,592 0,483
R10 rp -0,466 -0,017 -0,193 -0,283
P 0,352 0,975 0,715 0,587
YU09 rp -0,090 -0,574 -0,479 -0,416
P 0,866 0,233 0,336 0,413
YU10 rp -0,369 0,187 0,002 -0,098
p 0,471 0,723 0,997 0,854
S rp 0,242 -0,487 -0,243 -0,118
P 0,644 0,327 0,643 0,824
EN rp 0,373 0,000 0,172 0,255
P 0,466 1,000 0,745 0,626
BY rp -0,269 -0,427 -0,417 -0,412
p 0,606 0,398 0,411 0,417
N 6 6 6 6

TBA 2009 ve 2010 eko-cografik verileri i¢in uygulandiginda Eigen degeri 1 ve
uzerinde olan 3 temel bilesen elde edildi. Bu temel bilesenlerden birincisi, T09, T10
NM09, NM10, R09, R10, Y10, YU ve EN degiskenlerinden olusurken, genetik
cesitlilige katkisinin %56,628 oldugu belirlendi. ikinci temel bilesen ise na nea He |,
Y09 ve BY degiskenlerinden meydana geldi ve genetik cesitlilige katkisi %29,486
olarak tespit edildi. Ayrica Uclncu temel bilesen Y09 ve BY degiskenlerinden
olusurken genetik cesitlilige de %10,303 oraninda katki sagladigi goézlendi (Cizelge
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4.12.ve Cizelge 4.13.). Temel bilesenlerin Eigen degerleri, varyasyon ve katlanmis

(kim{latif) varyasyon degerleri Cizelge 4.14.’de verildi.

Cizelge 4.12. Temel bilesenler analizi (2010-2009 verilerine gore)

Bilesen Eigen degerleri Varyans (%)  Kumaulatif varyans( %)
1 8,494 56,628 56,628
2 4,423 29,486 86,114
3 1,545 10,303 96,417
4 0,387 2,577 98,994
5 0,151 1,006 100,000
6 0,000 0,000 100,000
7 0,000 0,000 100,000
8 0,000 0,000 100,000
9 0,000 0,000 100,000
10 0,000 0,000 100,000
1 0,000 0,000 100,000
12 0,000 0,000 100,000
13 0,000 0,000 100,000
14 0,000 0,000 100,000

=
ol

0,000 0,000 100,000
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Cizelge 4.13. Temel bilesenler matriks tablosu 2010 -2009 verilerine gore

Bilesen
1 2 3
na -0,469 0,660 0,425
nea 0,089 0,928 0,271
He -0,113 0,929 0,330
I -0,218 0,908 0,348
T09 0,989 0,111 -0,035
T10 0,978 0,171  -0,079
NMO09 0,996 0,013 0,035
NM10 0,988 0,116 -0,039
R0O9 0,934 -0,265 0,233
R10 0,978 -0,135 0,141
Y09 -0,407 -0,745 0,519
Y10 0,983 0,144 -0,060
YU -0,784 -0,416 0,162
EN -0,848 0,233  -0,446
BY 0,097 -0,701 0,692

Temel koordinatlar analizi (TKA) (Principal Coordinate Analysis, PCoA),
populasyonlar arasi benzemezlik (dissimilarity) matriks degerlerinden yararlanarak
akrabalik iliskileri ve cografik dagilimlari belirlemek UGzere yapildi. Temel
koordinatlarin Eigen degerleri, varyasyon (%), kimdulatif varyasyon (%) degerleri,
Eigen degerlerine go6re koordinatlarin varyasyon vyizdesi dagilimi ve temel

koordinatlar matriks degerleri Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15’te verildi.

Cizelge 4.14. Temel koordinatlarin Eigen degerleri, varyasyon ve katlanmis
(kim{latif) varyasyon degerleri (F: Faktor)

F1 F2
Eigen degeri 0,160 0,006
Varyasyon (%) 96,164 3,553
Kamilatif (%) 96,164 99,716
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Eigen degerlerine go6re koordinatlarin varyasyon yuzdesi dagilimi hesaplanarak
grafik olusturuldu ( Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Eigen degerlerine gore koordinatlarin varyasyon yuzdesi dagilimi

F1

Cizelge 4.15. Temel koordinatlar matriks degerleri

PET
AN
LE
NEL
KP
KK
EK
ES
TK
™

F1
0,232
-0,093
-0,080
0,203
-0,086
-0,040
-0,084
-0,080
-0,104
0,132

F2

Grafik

axis

F2
0,022
0,027
-0,007
-0,013
0,002
-0,058
-0,001
0,034
-0,004
-0,002

F3

F3
-0,003
-0,012
-0,009
-0,001
0,003
0,003
-0,001
0,014
0,001
0,004

F4

F4
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,001
0,000
0,000
0,000
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Popiilasyonlarin sahip olduklari varyasyon degerlerine ve birbirlerine gore cografik
dagihmina goére elde edilen grafikte popilasyonlarin koordinat eksenine goére
dagihmlari goérilmektedir Sekil 4.3). TKA’ya gore ticari gesitlerden Petrol, Nelson
ve Tekirdag-Muratli popiulasyonuna ait Licord cesitleri tek baslarina hem
birbirlerinden hem de diger popllasyonlardan uzak olarak dagildilar. Kirklareli-
Kofcaz popllasyonuna ait Licord ¢esidi de tarladan toplanan diger cesitler gibi ayri
dagilirken tarladan toplanan popiilasyonlara daha yakin bir dagilim gosterdi. Bunun
nedeni Kofcaz lokasyonunun diger tarladan toplanan populasyonlarin lokasyonlarina
gore cografik olarak daha ytiksek olmasi olabilir. Brassica napus tek yillik bir
bitkidir ve tek yilhik bitkilerde gevresel kosullar gok etkilidir. Cevresel kosullarin
Brassica napus (zerine etkisini belirlemek igin birgok calisma yapilmistir (Giil,
2006; Tunctirk ve ark.,2004; 0z,2002). Bunlara karsin Edirne-Siloglu
populasyonu, Edirne-Kapikule popilasyonu, Kirklareli-Karincak popilasyonu,
Tekirda§-Karaevli popllasyonu, ticari Tristan ve Triangle popiilasyonlarin birbirine

yakin dagilim gosterdikleri gorilda.

Temel Koordinatlar Analizi (Eksenler Fi veF2)

(o]}

Sekil 4.3. Populasyonlarin sahip olduklari varyasyon degerlerine ve birbirlerine gore
cografik dagiliminin temel koordinatlar analizine gdre gosterimi
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada alti tanesi tarladan toplanan dort tanesi piyasadan temin edilen
toplamda 10 popilasyon, 10 RAPD primeri ve 9 farkli gesit toplam 140 Brassica
napus bitki ornedi RAPD yontemiyle analiz edildi.

Tir ici tdrler arasi varyasyonlarin belirmesinde ilkdnce morfolojik karakterler
kullanilmaktaydi. Biyokimyasal isaretleyiciler, protein ve enzimler onlari takip etti.
Ancak tim bu isaretleyiciler c¢evre kosullarindan etkilenmekteydi. Bilimsel
gelismelerle giinimuizde c¢evre kosullarindan etkilenmeyen molekiler isaretleyiciler
gelisti. Molekiler isaretleyiciler populasyon genetiginde ¢ok verimli bir sekilde
siklikla kullanilmakta ve karsilasilan bilimsel problemlere glvenilir sonuclar
uretmektedir. RAPD yoOntemi de bu isaretleyici yontemlerden biridir ve en cok
kullanilan ydntemlerden biridir. Cunkid hizli, ekonomik ve bazen sikintili olmakla
beraber glvenilir sonuglar tretmektedir. Bitkilerde genetik cesitliligin ve populasyon
genetik yaptlarinin belirlenmesi onlarin daha verimli kullaniimasi ve yararlanilmasi
acisindan dnemlidir. Gerek islah calismalari, gerekse tiikenme tehlikesi altinda olan
tirlerin tespit edilmesi ve korunmasinda molekiler yontemlerin kullanilmasi c¢ok
onemlidir, 0Ozellikle sonuclarin guvenilirligi  acgisindan.  Ancak molekiler
isaretleyiciler cevre kosullarindan etkilenmeseler bile bitkiler cevre kosullarindan
etkilenmekte gerek kalitsal gerekse gerekse kalitsal olmayan sekillerde varyasyonlar
gosterebilmektedir. Bu nedenle populasyonlarin gosterdikleri genetik cesitliligin ne
kadar1 bitkinin genotipinde ne kadari da cevresel etmenlerden kaynaklanmaktadir
bunlarin bilinmesi dogru adimlarin atilmasinda cok katki saglayacaktir. Dolaysiyla
imkanlar ve laboratuvar kosullari dusuntldiginde RAPD ydnteminin kullanilabilir

bir yontem oldugu sdylenebilir.

RAPD bantlarinin tekrarlanabilirliginin kontroll icin yapilan calismada elde edilen
sonu¢ oldukca yuksek bir dizeyde tekrarlanabilir (%83,16) oldugunu gosterdi.
Bunda primerlerin 6zelligi, bitki genomu, PCR kosullari ve kisisel hatalarin etkileri
dusundldiginde bu calismada elde edilen sonuglarin bilimsel anlamda ydntemin
verimliligi ve guvenilirligi konusunda da tatmin edici veriler sundugunun

gOstergesidir.
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Kanola bitkisi GDO’lu (Genetigi Degistirilmis Organizma) bir bitkidir ve bu nedenle
polimorfizm oraninin ylksek olmasi beklenen bir durum degildir. Ancak RAPD
sonuclarina gore tarladan toplanan 6rnekler ile yeni dretilmis ve ilk defa kullanilan
ticari tohumlarda genetik cesitlilik dizeyi bakimindan farkliliklar bulundu. Ayrica
TKA sonuglari da yine bu iki grubu birbirinden ayirt etti. Bu sonuglar RAPD

yonteminin ne kadar kullanishi bir yontem oldugunu da g6stermektedir.

Bu c¢alisma dncesinde yapilan literatir arastirmalarinda kanolanin genetik cesitliligi
ile ilgili yeterli calisma olmadigina rastlandi. GDO’lu bir bitki oldugu icin genetik
cesitlilik ve populasyon genetik yapilarinin arastirilmast ve belirli dizeylerde
korunmasi gerekmektedir. Kultiir formlari zaman iginde kendilesmekte ve genetik
cesitlilik dizeyleri oldukga dusmektedir. Bu da tirtn neslinin devami igin 6nemli
riskler olusturmaktadir. Islah edilen farkli cesitler arasinda veya yabanil cesitler ile
Islah edilenler arasinda genetik farklilasmanin ve genetik kayiplarin ne kadar
oldugunu belirlemek i¢cin kanolanin da genetik cesitlilik dizeyinin arastirilmasi

gerekmektedir.

Kanola bitkisi, gida sanayiinde, hayvancilikta, aricilikta, biodizel yapimi gibi bircok
alanda kullanilan bir bitkidir. Bunun yaninda yogun tuz stresi olan bdlgeler harig
Turkiye’nin hemen hemen her bélgesinde yetisebilecek bir bitkidir. Ayrica farkl
bitkilerle ekim ndbetine katilarak ayni arazide daha uzun sure tarim yapilabilmesini
saglamaktadir. Boylesine yetistirilmesi kolay ve dinya pazarlarinda ekonomik degeri
her gecen gin artan bir bitkinin Uretiminin artiriimasi gerekmektedir. Bunun igin de
devlet desteginin artiriimasi ve ciftcilerin Kanola tarimina yonlendirilmesi ve tesvik

edilmeleri gerekmektedir.

Bu calismada kullanilan 10 primerin hepsinde polimorfizm goérildi fakat boyle
genetik cesitlilik calismalarinda kullanilan primerlerin genetik cesitlilik degeri,
olusturdugu bant sayisi ve lokus sayisinin mimkin oldugunca ylksek olmasi tercih
edildiginden cesitliligin en iyi sekilde belirlenebilmesi icin polimorfizm orani en
yiksek olan primerler tercih edilmelidir. Kullanilan primerlerden, AB2-01, ABN-13,
AB2-09, AB2-10 ve AB2-20 primerleri polimorfizm orani diderlerine gbre daha
ylksek oldugundan kanolanin ve yakin akrabasi olan tirlerde genetik cesitlilik

calismalarinda verimli bir sekilde kullanilabilir.
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Ulkemizde kanola tarimi ihtiyaci, karsilananin oldukca altindadir. Bu nedenle Kanola
bitkisinin ticari ve ekonomik &nemi nedeniyle bu bitkinin tariminin daha fazla
artirllmasi icin gerekli ¢calismalar yapiimahidir. Fosil yakitlar gelecekte tikendiginde
alternatif enerji kaynaklarinin Gretilmesi gerekmektedir. Kanola da biyodizel
uretiminde kullanilan alternatif bir enerji kaynag: olmaya aday bitkidir. Sadece bu
ozelligi bile Kanolanin neden arastiriimasi, korunmasi ve dretiminin desteklenmesi

konusundaki sorularin cevabini vermek igin yeterlidir.
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EK-1

Orneklerin toplandigi illerin 2009-2010 yillari aylik ortalama nisbi nem (AON), aylik
ortalama riizgar hizi (AOR), aylik ortalama sicaklik (AOS) ve aylik ortalama yagis
(ATY) verileri gosterilmektedir (T.C. Orman ve Su lisleri Bakanhgi Meteoroloji

Genel Mudurlugu, Corum).

Cizelge E.1.1. Edirne ili 2009-2010 yillari ayhk ortalama nispi nem (AON), aylk
ortalama ruzgar hizi (AOR), aylik ortalama sicaklik (AOS) ve aylik
ortalama yagis (ATY) gosterilmektedir.

EDIRNE
AON(%) AOR(m, _sn.) AOS(°C) ATY (mm)
Aylar 2009 2010 2009 2010 2009 2010 2009 2010
Ocak 89,0 85,6 1,8 2,4 3,1 2,1 82,2 95,6
Subat 78,7 875 2,2 2,2 54 6,1 82,2 186,1
Mart 72,6 78,9 2,3 2,1 8,3 7,8 49,7 73,6
Nisan 61,4 68,2 2,0 1,9 129 139 16,0 35,9
Mayis 57,9 59,1 2,1 2,1 198 19,7 381 11,0
Haziran 54,1 64,0 2,0 18 238 232 236 54,2
Temmuz 53,0 68,1 19 20 261 250 89,4 80,2
Agustos 57,4 2,0 20 253 279 17,0 Yok
Eylil 63,5 59,0 2,0 19 198 210 741 37,7
Ekim 796 800 19 17 151 131 1398 981
Kasim 875 841 1,7 2,1 100 139 532 41,7
Aralik 90,1 84,3 2,1 2,1 7,2 53 1258 53,3
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Cizelge E.1.2. Kirklareli ili 2009-2010 yillar1 aylik ortalama nispi nem (AON), ayhk
ortalama ruizgar hizi (AOR), aylik ortalama sicaklik (AOS) ve aylik
ortalama yagis (ATY) gosterilmektedir.

KIRKLARELI
AON (%) AOR(m sn.) AOS(°C) ATY(mm)
Aylar 2009 2010 2009 2010 2009 2010 2009 2010

Ocak 851 818 19 22 45 28 849 548
Subat 804 838 22 21 47 59 1144 1480
Mart 758 755 22 19 69 70 570 630

Nisan 60,5 64,6 18 19 11,9 130 22,8 39,6
Mayis 58,9 581 1,7 1,7 183 19,2 446 17,0
Haziran 53,8 64,7 18 17 22,7 223 42,2 49,4
Temmuz 57,2 654 1,6 1,7 24,7 24,7 89,2 44,7

Agustos 1,6 23,7
Eylil 61,0 17 18 192 20,3 140,2 22,7
Ekim 76,1 78,1 17 18 151 125 858 63,5

Kasm 821 784 17 20 102 141 336 94,7
Aralik 845 783 2.2 78 67 1018 805
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Cizelge E.1.3. Tekirdag ili 2009-2010 yillari aylik ortalama nispi nem (AON), aylik
ortalama riizgar hizi (AOR), aylik ortalama sicaklik (AOS) ve aylik

ortalama yagis (ATY) gosterilmektedir.

Aylar
Ocak
Subat
Mart
Nisan
Mayis
Haziran
Temmuz
Adustos
Eylil
Ekim
Kasim

Arahik

AON (%)
2009 2010
86,5 93,6
859 8438
87,3 80,0
82,2 723
772 714
745 71,0
705 70,3
67,7
84,6 68,8
77,5
97,7 834
985 77,9

TEKIRDAG
AOR(m sn.)
2009 2010
2,6 2,8
2,8 2,7
2,6 2,5
2,4 2,5
2,3 2,2
2,3 2,3
2,7 2,6
33 2,6
2,6 2,9
2,3 3,0
21 2,6
3,2 2,6

AOS(°C)
2009 2010
60 44
60 7.7
79 84
11,7 134
179 19,0
226 22,9
253 256
244 278
197 217
16,7 14,9
11,8 151
97 87

ATY(mm)
2009 2010
76,4 83,2
62,3 1549
73,0 48,0
32,2 26,2
13,4 13,4
11,5 45,6
66,3 39,6
0,2

132,8 47,9
146,8 210,8
64,9 29,3

135,3

104,8
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EK-2
DNA izolasyon ¢ozeltisi hazirlanisi

Cizelge E.2.1. DNA izolasyon c¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan c¢ozeltilerin

hazirlanisi

200 mM Tris-HCI

M1 X V2 = M2 X V2
1000 mM X V2 =200mM X 100 mM
V2 =20mL 1M Tris-HCI
250mM NacCl
M1 X V2 =M2 X V2

5000mM X V2 =250mM X V2

V2 =5mL 5M NaCl
25 mM EDTA
M1 X V2 =M2 X V2
500 mM X V2 =25mM X 100 mL
V2 =5mL 0,5 mM EDTA

%20’lik SDS Hazirlanisi

20 g SDS 90 mL dH20 iginde ¢ozdurdlir ve son hacim
tamamlanir.

033 D

%5 SDS

M1 X V2 =M2 X V2

0,20 X V2 =0,05 X 100 mL

V2 =25mL %20’lik SDS

DNA izolasyonu igin gerekli sollGisyonun hazirlanmasinda steril edilmis dereceli

silindir, beher gibi cam malzemeler kullaniimistir.

DNA izolasyonu yapilirken, gerekli kimyasallarin uygun miktarda kullaniimasini
saglamak i¢cin 1~L ve 1000 |iL arasinda pipetleme saglayan mikropipetler (pipetman
10 |iL’lik, 20 |iL’lik, 100 [iL’lik ve 1000 |iL’lik) kullanilmistir. Orneklerin uygun

sicaklikta yeterli strede kalmasi inkibatér (GFL-3031) kullanilarak saglanmistir.
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Calisma sirasinda otoklavlanarak steril hale getirilmis 2 [|iL’lik eppendorf tipler
kullanilmistir. Gerekli kimyasallar eklenerek stpernatant ya da pellet olusumunu

saglamak amaciyla santrifuj cihazi (Kubata-5500) kullaniimistir.
Cizelge E.2.2. DNA izolasyon ¢0zeltisi hazirlanisi

100 mL DNA izolasyon ¢ozeltisinin hazirlanisi

S.N. Kimyasalin Adi Kullanilan Miktar
1 200 mM Tris-HCI (pH 7,5) 20 mL
2 250 mM NacCl 5mL
3 200 mM EDTA 5mL
4 %5 SDS 25 mL
5 dH2U 45 mL

Toplam= 100 mL



73
EK-3
PCR icin Kullanilan Malzemeler

10X Complate Buffer; Bioron 10X reaction buffer, dNTP; Fermentas 4x25 [imol
dNTP set, Tag DNA polimeraz; Bioron Tag DNA polimeraz 500 units,
konsantrasyon 5000 units/mL, primer; Bioneer kit AB2 and kit ABN Advanced
Biosystem, England.
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EK-4
Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Ornekleri yiiklemek icin Sigma, Agarose For Routine Use, 500gr kullaniimistir.
Tampon c¢ozelti olarak 1X TAE c¢0zeltisi kullanilmistir. Jel hazirlanirken 2 |iL
Etidyum Bromid (sigma, 10mg/mL) eklenmistir. Yeterince soguyan sivi agaroz
uygun sekilde hazirlanmis elektroforez tepsisine dokilir ve donmasi beklenir. ilk
kuyucuga Bioneer, Acculadder 100 bp DNA size marker yiklenmistir ve 6X LB ile
karistirilan 6rnekler yiklenmistir. Elektroforez glic kaynagi ( ATTO, AE-8450)
cahistirilmistir ve yeterli ilerlemeden sonra goriintiileme islemi icin transiluminatére

(DNr Bio-Imaging Systems min Bis Pro) alinmistir.
50X TAE Cozeltisi Hazirlanisi

Bu cozelti elektroforez tamponu olarak kullantlir. 242 g Tris base tartilir. Cam bir
beherin icinde 500 mL dH20 ile ¢6zilir. Bu ¢ozeltiye 100 mL, 0,5 M EDTA (pH8)
ve 57,1 mL glasiyal asetik asit eklenir. Beher manyetik karistiricinin (zerine
yerlestirilir. Karisim tamamen c¢0zlndikten sonra son hacim 1L’ye dH20 ile

tamamlanir. 1X’e seyreltilerek kullanilir.
Cizelge E.4.1. 50X TAE icin gerekli kimyasallarin miktarlar

Hacim 1000 mL
Tris 242 g
0,5 M EDTA (pH8) 100 mL
Glasiyal asetik asit 51,7 mL
dH20 500 mL

Etidyum Bromidin Hazirlanisi (sigma) (10mg/mL)

DNA’nin UV 1511 altinda goriintilenmesini saglamak i¢in agaroz jel ¢ozeltinin igine
eklenir. 100 g etidyum bromid, 100 mL dH20 iginde ¢Ozlnir. +4°C’ta siyah renkli

veya (Uzeri aluminyum folyo ile kaph bir sisede saklanir.
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6X LB

DNA Orneklerinin agaroz jel uzerinde hareketlerini gozlemek icin 0Ornekle
karistirtlarak kullanihir. 50 mL’lik bir plastik tiipe 25 mL gliserol, 25 mL 1X TE
konulduktan sonra tlipe ¢ok az miktarda bromo fenol mavisi eklenir. Tlpin kapagi
kapatihp hafifce calkalanir. Bromofenol mavisinin homojen olarak dagilmasi

saglanir. (%50 gliserol/1X TE 1:1) +4°C’ta uzun sure saklanir.



EK-5

Cizelge E.5.1. Lokuslarin populasyon dizeyinde frekanslari

Lokus

ABN-02/9

ABN-02/13

ABN-06/6

ABN-G6/7

ABN-06/8

ABN-06/9

ABN-06/12

ABN-06/13

ABN-13/3

ABN-13/4

ABN-13/7

ABN-13/8

ABN-13/9

ABN-13/12

ABN-13/13

ABN-18/4

ABN-18/8

0,975
0,025
0,633
0,368

1,000

1,000

0,975
0,025
0,949
0,051

1,000

0,548
0,452
0,922
0,078
0,975
0,025

1,000

1,000

1,000

1,000

0,316

0,684

1,000

1,000

0,975
0,025
0,500
0,500
0,866
0,134
G,949
0,051
0,975
0,025

1,000

1,000

0,633
0,368
0,894
0,106
0,806
0,194
0,975
0,025
0,949
0,051
0,949
0,051
0,949
0,051
0,316
0,684
0,671
0,329

1,000

Populasyonlar

3
0,775
0,225
0,837
0,163

1,000

1,000

0,949
0,051
0,975
0,025

1,000

0,316
0,684

1,000

1,000

0,949
0,051
0,866
0,134
0,949
0,051

1,000

1,000

1,000

0,975

0,025

4

1,000

0,894

0,106

1,000

1,000

1,000

0,975

0,025

1,000

0,806

0,194

1,000

1,000

0,975

0,025

1,000

1,000

1,000

0,671

0,329

1,000

0,894

0,106

1,000

0,949
0,051

1,000

G,949
0,051
0,775
0,225
0,894
0,106

1,000

0,633
0,368
0,949
0,051

1,000

0,894
0,106
0,775
0,225
0,949
0,051
0,894
0,106
0,949
0,051

1,000

1,000

1,000

0,894
0,106
0,837
0,163
0,894
0,106
0,949
0,051
0,949
0,051
0,837
0,163
0,894
0,106

1,000

1,000

0,949
0,051
0,894
0,106

1,000

0,949
0,051
0,775
0,225

1,000

0,894

0,106

1,000

1,000

0,949
0,051
G,949
0,051
0,894
0,106
0,894
0,106
0,707
0,293
0,949
0,051
0,894
0,106
0,894
0,106
0,894
0,106
0,949
0,051
0,707
0,293
0,775
0,225
0,949
0,051

1,000

1,000

1,000

1,000

0,837
0,163
0,775
0,225
0,894
0,106
0,949
0,051
0,548
0,452

1,000

1,000

1,000

0,894
0,106
0,894
0,106
0,775
0,225
0,837
0,163

1,000

1,000

0,949

0,051

0,949
0,051
0,949
0,051

1,000

0,894
0,106
0,949
0,051
0,894
0,106

1,000

0,949
0,051

1,000

1,000

1,000

0,707
0,293
0,707
0,293

1,000

0,775
0,225

1,000

0,837

0,163

10
0,949
0,051

1,000

1,000

G,949
0,051
0,894
0,106

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

0,949
0,051
0,548
0,452
0,894
0,106

1,000

0,707
0,293

1,000

0,894

0,106



Lokus

ABN-18/9

ABN-18/1G

ABN-18/13

AB2-G1/7

AB2-G1/8

AB2-G1/9

AB2-01/13

AB2-G5/7

AB2-G5/8

AB2-G5/9

AB2-G5/12

AB2-G5/13

AB2-G9/7

AB2-G9/8

AB2-G9/12

AB2-G9/13

AB2-G6/7

AB2-G6/8

AB2-G6/9

AB2-G6/12

1,GGG

1,GGG

G447
G,553

1GGG

1,GGG

1,GGG

G,548
G,452

1,GGG

1,GGG

1,GGG

G,894
G,1G6
G,8G6
G,194

1,GGG

1,GGG

G,775
G,225
G,8G6
G,194
G,922
G,G78

1,GGG

1,GGG

1GGG

G,837
G,163

1GGG

1,GGG

G,837
G,163
G,922
G,G78

1GGG

G,224
G,776
G,837
G,163

1GGG

1GGG

G,316
G,684

1,GGG

G,775
G,225
G,894
G,1G6
G,592
G,4G8
G,975
G,G25
G,975
G,G25

1GGG

1,GGG

G,316

G,684

G,922
G,G78

1GGG

G,633
G,368
G,866
G,134
G,949
G,G51
G,975
G,G25
G,548
G,452
G,671
G,329

1GGG

1GGG

G,894
G,1G6
G,447
G,553
G,975
G,G25

1GGG

G,742
G,258
G,8G6
G,194
G,866
G,134
G,837
G,163
G,949
G,G51

1,GGG

1,GGG

1,GGG

G,633
G,368
G,975
G,G25

1,GGG

1,GGG

G,592
G,4G8
G,922
G,G78

1,GGG

1,GGG

1,GGG

G447

G,553

1,GGG

1,GGG

G,837

G,163

1,GGG

1,GGG

G,975

G,G25

1,GGG

G,592

G,4G8

Populasyonlar

5
G,837
G,163
G,949
G,G51
G,949
G,G51
G,949
G,G51
G,894
G,1G6
G,775
G,225
G,7G7
G,293
G,837
G,163
G,949
G,G51
G,837
G,163

1,GGG

G,837
G,163
G,7G7
G,293

1,GGG

G,7G7
G,293

1,GGG

G,949
G,G51
G,837
G,163
G,7G7
G,293
G,894

G,1G6

6
G,837
G,163

1,GGG

G,837
G,163
G,775
G,225
G,894
G,1G6
G,949
G,G51
G,837
G,163
G,837
G,163
G,894
G,1G6
G,949
G,G51

1,GGG

G,775
G,225
G,837
G,163

1,GGG

G,7G7
G,293

1,GGG

G,949
G,G51
G,949
G,G51

1,GGG

G,837

G,163

G,949
G,G51
G,548
G,452
G,7G7
G,293
G,894
G,1G6
G,894
G,1G6
G,837
G,163

1GGG

G,894
G,1G6
G,949
G,G51
G,775
G,225
G,894
G,1G6
G,949
G,G51
G,7G7
G,293
G,894
G,1G6
G,447
G,553

1,GGG

1,GGG

G,633
G,368
G,894
G,1G6
G,837

G,163

G,837
G,163
G,7G7
G,293
G,7G7
G,293
G,949
G,G51
G,894
G,1G6
G,775
G,225

1,GGG

1,GGG

G,837
G,163
G,837
G,163
G,894
G,1G6

1,GGG

G,775
G,225
G,775
G,225
G,447
G,553

1.GGG

G,837
G,163
G,837
G,163
G,837
G,163

1,GGG

G,775
G,225
G,949
G,G51
G,7G7
G,293
G,894
G,1G6
G,837
G,163
G,949
G,G51
G,949
G,G51
G,775
G,225
G,894
G,1G6

1,GGG

G,775
G,225

1GGG

G,775
G,225
G,949
G,G51
G,894
G,1G6
G,775
G,225
G,7G7
G,293
G,949
G,G51
G,949
G,G51
G,837

G,163

1G
G,894
G,1G6
G,949
G,G51
G,837
G,163
G,775
G,225

1,GGG

1GGG

1GGG

G,775
G,225
G,949
G,G51

1,GGG

G,949
G,G51

1GGG

G,837
G,163

1,GGG

G,949
G,G51
G,949
G,G51

1,GGG

G,837
G,163

1,GGG

G,894

G,1G6

77



Lokus

AB2-06/13

AB2-10/4

AB2-10/6

AB2-10/7

AB2-10/S

AB2-10/12

AB2-10/13

AB2-20/4

AB2-20/7

AB2-20/9

AB2-20/10

AB2-20/11

AB2-20/12

AB2-20/13

0,447
0,553

1,000

0,975
0,025
0,949
0,051

1,000

1,000

0,447

0,553

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

0,949

0,051

0,633

0,36S

1,000

1,000

0,975
0,025
0,671
0,329
0,594
0,106
0,3S7
0,613
0,975
0,025

1,000

0,837
0,163
0,975
0,025
0,975
0,025

1,000

0,707
0,293
0,775

0,225

1,000
0,837
0,163
0,975
0,025
0,837
0,163
0,975
0,025
0,633
0,36S
0,922
0,07S
0,922
0,07S
0,594
0,106

1,000

0,949
0,051
0,742
0,258
0,566
0,134
0,922

0,07S

1,000

0,922
0,07S
0,837
0,163
0,949
0,051

1,000

0,447
0,553
0,975
0,025
0,922
0,07S

1,000

1,000

0,S66
0,134
0,S66
0,134
0,922
0,07S

1,000

Populasyonlar

5
0,894
0,106

1,000

1,000

1,000

0,707
0,293
0,775
0,225

1,000

1,000

0,949
0,051
0,775
0,225
0,594
0,106
0,949
0,051
0,775
0,225

1,000

6

1,000

1,000

0,949
0,051

1,000

0,949
0,051
0,949
0,051
0,894
0,106

1,000

0,949
0,051

1,000

0,949
0,051
0,775
0,225
0,837
0,163

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

0,949
0,051
0,949
0,051

1,000

1,000

0,537
0,163
0,949
0,051
0,594
0,106
0,775
0,225

1,000

0,775
0,225

1,000

0,949
0,051
0,837
0,163
0,594
0,106
0,837
0,163
0,594
0,106

1,000

1,000

0,594
0,106
0,837
0,163
0,594
0,106
0,775
0,225

1,000

1,000

1,000

0,707
0,293
0,837
0,163

1,000

0,707
0,293
0,949
0,051

1,000

0,594
0,106
0,949
0,051
0,949
0,051
0,949
0,051
0,775
0,225

1,000

10

1,000

0,707
0,293
0,949
0,051
0,707
0,293

1,000

1,000

1,000

0,707

0,293

1,000

1,000

0,633

0,36S

0,633

0,36S

1,000

1,000
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