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Bu ¢alismada, AFLP yontemi ve AFLP’den tiiremis yontemler olan SAMPL
ve TE-AFLP yontemleri ile kodominant markor yontemi olan SSR yOntemi
kullanilmis, kendilenmis monoik atlantik sakizi populasyonunda genetik haritalama
icin polimorfik yontem ve primerlerin belirlenmesi amaglanmistir. Caligmada
ebeveyn olarak monoik P. atlantica ve bu monoik bitkinin kendilenmesiyle elde
edilmis 10 adet yavru birey kullanilmistir. AFLP yonteminde 96 adet EcoRI-Msel
primer kombinasyonu, 603l polimorfik olan toplam 8177 bant, SAMPL yonteminde
96 adet SAMPL-Msel primer kombinasyonu 358’1 polimorfik olan toplam 5952 bant,
TE-AFLP yonteminde 8 adet Xba-BamHI primer kombinasyonu 36’s1 polimorfik
olan toplam 302 bant ve SSR yonteminde 33 primer ¢ifti kullanilmis, 18’1 polimorfik
olan toplam 50 bant elde edilmistir. Calisma sonucunda, en fazla polimorfik bant
veren yontemin AFLP yontemi oldugu ve genetik haritalama caligmasi icin AFLP
yonteminin en uygun yontem oldugu, AFLP yontemiyle birlikte kodominant markor
yontemi olan SRR yonteminin kullanilmasmin avantaj saglayabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Antepfistigi, AFLP, TE-AFLP, SAMPL, SSR.
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In the present study, dominant AFLP method and its derivatives such as
SAMPL and TE-AFLP techniques with a codominant SSR method were used to
determine the most polymorphic primer combinations and the most polymorphic
marker system in self-pollinated monoecious P. atlantica population to use for
genetic-mapping studies. One monoecious P. atlantica and its ten progenies were
used. In AFLP method, 96 EcoRI-Msel primer combinations generated a total of
8177 fragments that 603 were polymorphic. Total of 358 polymorphic SAMPL
markers were produced by 96 SAMPL/Msel primer combinations. In TE-AFLP
method, 8 Xba/BamHI primer combinations produced 302 fragments which 36 were
polymorphic and in SSRs, 33 primer combinations generated 50 SSR allelles that 18
were polymorphic. The results of this study showed that the most polymorfic marker
system is AFLP and AFLP method can be used with codominant SSR method
together for genetic-mapping studies.

Key words: Pistachio, AFLP, TE-AFLP, SAMPL, SSR.
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1.GIRIS

Antepfistigl, Anacardiaceae familyasi icerisinde yer alan, ticari degere sahip
meyvesi yenilebilen dioik bir bitkidir (Zohary, 1952). Ancak dioik olmayan
ornekleri de vardir (Ozbek ve Ayfer, 1958; Crane, 1974; Kafkas ve ark., 2000).
On ii¢ ve lizerinde tiirii kapsar (P. khinjuk, P. vera, P. eurycarpa, P. atlantica [var.
mutica ve var. cabulica], P. terebinthus, P. integerrima, P. chinensis, P. falcata, P.
aethiopica, P. saportae, P. leutiscus, P. weinmannifolia, P. mexica, P. texana)
(Kafkas, 2006a). P. vera’'nin, cins igerisindeki diger tiirlerin atasi oldugu
bildirilmistir (Zohary, 1952; Parfitt ve Badenes, 1997; Kafkas ve Perl-Treves,
2001).

Antepfistig1 iceriginde Onemli miktarda sabit yag, E vitamini, B ve C
vitaminleri ve protein bulunmaktadir. Protein ihtiyacinin son yillarda ve ozellikle
gelismis llkelerde bitkisel iiretimle karsillanma egilimi oldugu bilinmektedir.
Antepfistigl, findik, badem, yerfistig1 gibi diger yagh meyvelere gore, protein ve
karbonhidrat degeri acgisindan birinci, yag orani acisimndan ise findik ve cevizden
sonra liciincli sirada yer alir. Potasyum, fosfor, demir, vitamin A ve B1 vitamini
yoniinden findik, ceviz ve sigir etinden daha iistiin durumdadir. Cerez olarak
tiikketildigi gibi, seker ve sekerli iirlinler sanayinde (dondurma, baklava, cezerye vs.
yapiminda) hammadde olarak kullanilir. Antepfistigmin kandaki kolesterol diizeyini
diisiirdiigii ve ince bagirsakta glikoz emilimini azaltarak kan sekerini diistirdiigi,
kroner kalp hastaligi riskini de azalttigi bilinmektedir (Tunahoglu, 2003).
Antepfistigmin 100 gramimin bilesimi ile, findik, ceviz ve sigir eti icerigi
karsilastirildiginda elde edilen degerler Cizelge 1.1°de verilmistir (DIE, 1997).

Antepfistig1 diinyada birgok iilkede ekonomik olarak iiretildigi gibi, yaklasik
15 ilkede de tarimi yapilmaktadir. 2003 yilinda, diinyada 542.072 ton olan
antepfistig1 iiretimi, 2007 yilinda 501.451 ton olmustur.

2007 yilinda Iran, antepfistig1 iiretiminde %45.8’lik iiretim payiyla diinyada
birinci sirada yer alirken, Tiirkiye %15.6’lik iiretimle, Iran ve ABD’den sonra

diinyada {iciincii sirada yer almaktadir (Faostat, 2007).
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Cizelge 1.1. 100 gr antepfistig1, ceviz, findik ve sigir etinde bulunan degerler.

100 gr Antepfistig Findik Ceviz Sigir eti
Protein (%) 19.3 12.6 14.8 13.6
Yag (%) 53.7 62.4 64.0 41.0
Karbonhidrat (%) 19.0 16.7 15.8
Ca (mg) 131.0 209.0 99.0 8.0
P (mg) 500.0 337.0 380.0 124.0
Fe (mg) 7.30 3.4 3.1 2.0
K (mg) 972.0 704.0 450.0 355.0
Vitamin A (1u) 230.0 - 30.0 80.0
Vitamin B1 (mg) 0.67 0.46 0.23 0.06
Vitamin B6 (mg) 1.40 0.90 0.90 3.30
Kalori 597.0 634.0 651.0 428.0

Antepfistigmin, Anadolu, Kafkasya, Iran ve Tiirkmenistan’m yiiksek
kistmlarini i¢ine alan Yakin Dogu gen merkezi ve Kuzey Afrika’yi, Ortadogu’yu ve
Akdeniz’e kiyis1 olan Avrupa iilkelerini i¢ine alan Orta Asya gen merkezi olmak
tizere iki gen merkezi vardir. Tiirkiye Yakin Dogu gen merkezi icerisindedir (Maggs,
1973; Hormaza ve ark. 1994; 1998).

Antepfistigi, diinyada kuzey ve giiney yarim kiirenin 30-45° enlemleri
arasinda, uygun mikroklimalarda yetismektedir. Tiirkiye’de 56 ilimizde antepfistigi
yetistiriciligi yapilmaktadir. Gaziantep, Sanlurfa, Adiyaman, Siirt, Kahramanmaras,
Mardin ve Diyarbakir illerinde ekonomik olarak yetistirilmektedir. Uretimimizin
%94 {inii Giineydogu Anadolu bolgesi karsilamaktadir (Tunahoglu, 2003).

Tiirkiye’de yaklasik 66 milyon yabani Pistacia agacit bulunmaktadir (Kuru
ve Ozsabuncuoglu, 1990). P. eurycarpa, P. terebinthus, P. atlantica, P. palaestina,
P. vera yaygin olarak bulunan tiirlerdir. Fenotipik 0zellikler bakimimdan
birbirlerinden oldukca farkhidirlar. Tirkiye’de 45 milyon kiiltiire alinmis P. vera
agaci bulunmaktadir (Emeksiz ve Sengiil, 2001).

Toprak ve iklim istegi yoniinden diger meyvelere gore antepfistig1 fazla secici
degildir. Bu meyve agacinin koklerinin ¢ok derinlere gitmesi kurakliga dayanimini

artirmaktadir (Kaska ve ark., 2004). Yaz aylarinda meyvenin gelismesi ve
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olgunlagsmasi i¢in uzun siire yiiksek sicaklik, ki aylarinda ise belli bir siire diisiik
sicakliga ihtiyac duyar (Ozbek, 1978). Bu ozelliklerinden dolayr antepfistigs,
Tiirkiye’de genellikle diger kiiltiir bitkilerinin iiretimi i¢in uygun olmayan kirag,
tashk, egimli ve susuz arazilerde yetistirilmektedir. Bagka kiiltiir bitkilerinin yetisme
olanagi bulamadig1 bu alanlarda, antepfistiginin yetistirilebilir olmasi, bu bolgelerde
yasayan insanlar i¢in gelir kaynagi oldugu gibi mevcut yabani agaclarin
asilanmasiyla bagka hicbir sekilde degerlendirilemeyen bu kayalik arazilerin deger
kazandig1 ve lilkeye doviz girdisi sagladigi bilinmektedir. Son yillarda GAP
projesiyle sulu kosullarda da antepfistigi iretimi yapilmaya baslanmistir
(Tunahoglu, 2003).

Antepfistigimin dioik bir meyve olmasi (erkek ve disi ciceklerin ayr1 agaclar
tizerinde bulunmasi) tozlanma ve déllenmede bazi problemlere neden olabilmektedir.
Diger sert kabuklu meyvelerde oldugu gibi meyvenin yenilen kismi tohumu
oldugundan, meyve eldesi i¢in tozlanma ve dollenme zorunludur. Tozlanma erkek
agactaki cicek tozlarmin disi agaclardaki c¢iceklerin tepesine taginmasiyla olur.
Dolayisiyla dollenmenin gerceklesebilmesi icin erkek ve disi agaclarin ¢icek agmasi
gereklidir. Bu ciceklenme zamanlarinin ayni déonemlerde olmasi ve hakim riizgar
yOniiniin bilinmesi tozlanma i¢in oldukca biiyiik 6neme sahiptir.

Iyi bir tozlanma ve tohumlu meyve olusumu igin kurulacak olan bir
antepfistig1 bahcesinde belirli oranda erkek aga¢ bulundurulmasi, erkek agac
sayisinin 8—11 disiye bir erkek agac diisecek sekilde ayarlanmasi gerekmektedir
(Maranto and Crane, 1982). Bu olay bah¢ede %10 alan kaybina neden olmaktadir.

P. atlantica diger Pistacia tiirleri i¢inde ¢iceklenme zamani bakimindan en
erken ciceklenen tiirdiir, bu durum tozlanmay1 olumsuz olarak etkilemektedir. Bunun
yaninda, Kafkas ve ark. (2000) tarafindan Manisa-Korukédy’de bulunan monoik P.
atlantica kullanilarak (Kafkas ve ark., 2002) monoik antepfistig1 ¢esidi gelistirmek
amaclanmaktadir. Erkek ve disi ¢igceklerin ayn1 agag lizerinde olmasi, olusturulacak
bir bah¢cede yerden kazang saglanmasina ve bu sayede verimin en az %10 artmasina
sebep olacagi i¢cin monoik antepfistigi ¢esidi 1slah1 oldukca biiyiik oneme sahiptir.

Bununla beraber, orman agac¢larinin biiyiik 6lciide kesilmesi Pistacia cinsini

de tehdit altinda birakmaktadir ve Pistacia tiirlerinde biyocesitliliginin koruma altina
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aliabilmesi icin acil 6nlemlere ihtiyac vardir. Cok yillik bir bitki olan antepfistigimin
tohumdan meyveye yatma siiresinin ¢ok uzun zaman almasi (10-15 yil), daha kisa
siirede sonug¢ alinabilmesini saglayan molekiiler temelli 1slah programlarinin 6nemini
daha da artirmistir (Kafkas, 2006a). Buna bagli olarak, Cukurova Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahgce Bitkileri Bolimii Molekiiler Genetik Laboratuvarinda
antepfistiginda ilk genetik haritanin olusturulmasi ile ilgili calisma devam etmektedir
(Tiirkeli ve ark., 2008).

Antepfistig1 ve antepfistig1 gibi ekonomik ve ekolojik 6nemi olan bitkilerin
genetik yonden diizenlenmesi, var olan genetik varyasyondan faydalanarak istenilen
amaca uygun bitkilerin gelistirilmesine bitki 1slah1 denmektedir. Bitki 1slahinda temel
prensip ekonomik Oneme sahip olan genotipi tespit edebilmektir. Bitki 1slahinda
kullanilan, bilinen ilk ve en eski yontem seleksiyondur. Bitkilerde esey durumunun
fark edilmesi ve Mendel genetigiyle beraber melezleme de bitki 1slahinda
kullanilmaya baslanmustir. ilerleyen zamanlardaysa bitkilerin tanimlanmasinda
sirastyla morfolojik, sitolojik, biyokimyasal ve giiniimiizde Ozellikle molekiiler
bir¢ok yontem kullanilir durumdadir (Scarano ve ark., 2002).

Molekiiler markorlerinin genel olarak 1slahta kullamim alanlari; genetik
kaynaklarin karakterizasyonu, c¢esitler arasindaki benzerlik ve farkliliklarin
belirlenmesi, 1slah programlarinda kullanilabilecek ebeveynlerin belirlenmesi, yeni
gelistirilen cesitlerin koruma altina alinmasi, bilinmeyen c¢esit ve genotiplerin
tanimlanmasi, evrimsel gelismeler ve kromozomlarda olusan yapisal degismelerin
belirlenmesi ve kalitatif ve kantitatif lokuslarin belirlenmesidir.

Molekiiler markorlerin kaynag: iiretildikleri bitkilerin DNA’laridir. Bundan
dolay1 bitki populasyonundaki c¢esitlilik veya o populasyon i¢indeki bitki genotipleri
arasindaki iliskilerin tespitinde %100’e yakin giivenirlilikle sonug¢ verirler (Giilsen
ve Mutlu, 2005). Dolayisiyla bitki 1slahinda molekiiler diizeyde ¢alismak zaman ve
giivenilirlik bakimmdan onemlidir.

Molekiiler markorler 1slah programlarinin daha 1yi planlanmasini ve daha az
maliyetle yapilmasini, gelistirilen markor meyve ve cicek ozellikleriyle ilgiliyse ve
ozellikle ¢ok yillik bitkilerde bitki meyve verinceye kadar, 2—10 yil beklemeden

erken seleksiyonu saglar. Analizi uzun ve pahali olan karakterler i¢in zaman ve
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ekonomik kazang saglar. Erken seleksiyon sonucu deneme alanindan ve isgiiclinden
kazang¢, daha fazla bitkiyle ¢alisabilme olanagi ve daha kisa siirede ana hedefe
ulagsma imkan1 saglar (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Molekiiler markorler PCR temelli ve hibridizasyon temelli olmak iizere ikiye
ayrilirlar. Hibridizasyon temelli molekiiler markorlerin masrafli ve yavas olmasi
PCR’a dayali markorlerin gelistirilmesine neden olmustur. AFLP (Amplified
Fragment Lenght Polymorphism) ve SSR (Simple Sequence Repeats) teknikleri PCR
temelli olup son yillarda yaygin olarak tercih edilen giivenilir ve yiiksek polimorfizm
gosteren molekiiler markor teknikleridir.

AFLP, toplam DNA’nin kesildikten sonra PCR reaksiyonuyla cogaltilmasi
esasina dayanan giiglii bir tekniktir. En biiyiik avantaj: tek bir reaksiyonla ¢cok sayida
bant (60-500 bp) vermesidir ve calisma i¢in ¢ok az miktarda DNA’ya ihtiya¢ vardir
(Vos ve ark., 1995). Bitkilerde hizl1 bir sekilde genetik harita olusturabilmek i¢in
kullanighdir.  Kompleks organizmalarda uygulanabilen, genetik cesitlilik
caligmalarinda yaygin olarak kullanilan, parmak izi analizi caligmalar1 i¢in de uygun
bir tekniktir. Ancak patentli bir tekniktir, dolayisiyla maliyeti yiiksektir. Ayrica
uygulama esnasinda radyoaktif madde veya flourosan boyalarin kullanilmasi bu
yontemden faydalanilmasimi siirlamaktadir. Dominant markor sistemi olmasi ise
diger bir dezavantajdir (Vuylsteke ve ark., 2007).

Giiniimiizde AFLP’den tiiremis farkli molekiiler markor teknikleri de
gelistirilmistir. Bunlar, MITE-AFLP (Miniature Inverted Transpozon Elements
Amplified Fragment Length Polymorphism; Casa ve ark., 2000), cDNA-AFLP
(Complementary DNA Amplified Fragment Length Polymorphism; Cui ve ark.,
2006), TE-AFLP (Three Endonuclease Amplified Fragment Length Polymorphism;
Van der Wurff ve ark., 2000), MSAP (Methylation Sensitive Amplified
Polymorphism; Portis ve ark., 2003), SAMPL (Selective Amplification of
Microsatellite Polymorphic Loci; Gupta ve ark., 2005), SSAP (Sequence Spesific
Amplified Polymorphism; Tam ve ark., 2005), MEGA AFLP (Multiplex-
Endonuclease Genotyping Approach; Agbo ve ark., 2003), SE-AFLP (Single

Endonuclease Amplified Fragment Length Polymorphism; Giammanco ve ark.,
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2006) ve C-AFLP (Cleaved Amplified Fragment Length Polymorphism; Zhang ve
ark., 2005) olarak adlandirilan yontemlerdir.

Mikrosatellitler Okaryatik genomlarda 1-6 bp arasinda degisen sayida
tekrarlardir, tiim genoma dagilmis halde bulunurlar. Kodominant bir markor
sistemidir. Polimorfizm seviyesi diisilk olan tiirlerde cesit tayininde ve genetik
haritalarin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Staub ve ark., 1996). Ancak
primerlerin belirlenmesi i¢in 6n c¢alisgma gerektirdiginden dolayr maliyetli bir
yontemdir (Goulao ve ark., 2001).

Bu calismanin amacr;

Kendilenmis monoik P. atlantica populasyonunda AFLP ve AFLP’den
tiremis yontemler ile SSR yoOntemini kullanarak ileride yapilacak olan genetik
haritalama caligmasi i¢in polimorfik yontem ve primer kombinasyonlarini belirlemek

ve yontemleri karsilastirmaktir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Antepfistiginda Molekiiler Diizeyde Yapilmis Cahismalar

Parfitt ve Badenes (1997), RFLP teknigini kullanarak ve kloroplasttan izole
ettikleri DNA ile, 10 Pistacia tiirii arasinda filogenetik siniflandirma yapmislardir.
Calisma sonunda elde ettikleri verilere gore, P. vera ile P. khinjuk ve P. mexicana ile
P. texana tiirleri arasinda farklhilik bulunmadigini, bunlarin ayni tiir olabilecegini
bildirmislerdir.

Kafkas ve Perl-Treves (2001), P. eurycarpa, P. vera, P. atlantica ve P.
terebinthus tiirlerini morfolojik ve molekiiler seviyede tanimlamislardir. Morfolojik
calisma sonucunda olusturulan soyagacinda P. khinjuk olarak toplanan orneklerin P.
vera’ya, P. atlantica tiriinden daha yakin oldugunu gormiislerdir. Molekiiler
calismada ise RAPD teknigini kullanarak, 40 yabani Pistacia genotipi ve iki P. vera
cesidi lizerinde analiz yapmuislar, analizde, 10 polimorfik RAPD primeri ile tiirler
arasinda ve tiirler icinde 128’1 polimorfik olan toplam 138 skorlanabilir bant elde
etmislerdir. Primer basina diisen toplam bant sayisini 13.8 ve primer basmna diisen
polimorfik bant sayisini 12.8 olarak bulmuslardir. Calisma sonucuna gore 4 Pistacia
tiirtinii birbirinden kesin olarak aywrmislardir. Ayrica molekiiler veriler 1s1ginda
olusturduklar1 soyagacinin, morfolojik diizeyde olusturduklar1 soyagacindan farkl
sonuclar verdigini bildirmislerdir. P. khinjuk olarak toplanan o6rneklerin P. atlantica
tiirline, P. vera’dan daha yakin oldugunu goérmiislerdir. Arastiricilar incelenen 4 tiire
0zgii RAPD markorleri bulmuslardir.

Kafkas ve Perl-Treves (2002), 9 Pistacia tirinde RAPD teknigini
kullanarak tiirler aras1 akrabaliklar1 incelemislerdir. Analizde 20 RAPD primeriyle
228’1 tiirler arasi seviyede polimorfik olan toplam 242 fragment elde etmislerdir.
Primer basina diisen toplam bant sayisim 12.1 ve primer basina diisen polimorfik
bant sayisin1 11.4 olarak bulmuslardir. Degerlendirme sonucunda Pistacia cinsini
cali formunda (P. terebinthus, P. palaestina, P. mexicana ve P. lentiscus) ve biiyiikk
aga¢ formundaki tiirler (P. vera, P. khinjuk, P. eurycarpa, P. atlantica) olmak iizere

iki gruba ayirmislardir. P. terebinthus ile P. palaestina tiirlerinin ise birbirlerine ¢cok
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yakin akraba olduklarim bildirmisler ve P. integerrima’y1 her iki grubun da disinda
tutmuglardir. Anacardiaceae ilizerinde daha once yapilan siniflandirmalar morfolojik
diizeyde olmustur.

Ahmad ve ark. (2003), antepfistiginda SSR primeri gelistirmek icin Kerman
cesidinin DNA’sin1 kullanarak genomik kiitiiphane olusturmuslardir. Arastiricilar
CA, CT ve CTT tekrarlarmi kullanarak sekanslamaya hazir klonlar elde etmislerdir.
Bu kiitiiphanelerden faydalanarak dizayn edilen primer ciftlerinden 25 tanesinin
sentezinin yapildigr ve primerlerin degisik orijinli antepfistig1 c¢esitlerinde Li-Cor
sekanslama {iinitesi kullanilarak test edildigini bildirmislerdir. Bu 25 primer ¢iftinden
14 tanesinin (%56) PCR sonucunda degerlendirilebilir bant iirettigini, 14 primer
ciftinin ise toplam 46 allel irettigini ve primer basma diisen allel sayismin 2-5
arasinda degistigini, primer basma diisen ortalama allel sayisinin 3.3 oldugunu, bant
biiyiikliiklerinin ise 120-342 bp arasinda degistigini bildirmislerdir.

Ahmad ve ark. (2005), SSR ve SRAP yontemlerini kullanarak P. atlantica,
P. integerrima ve iki tiirler aras1 melez PioneerGold II ve UCB-1 bitkilerinde
calisgmiglardir. SSR yonteminde 12 primer cifti kullanmiglar, 35 skorlanabilir allel
elde etmiglerdir. Primer basina diisen allel sayisinin 2-5 arasinda degistigini ve
primer basina diisen ortalama allel sayismin 2.9 oldugunu tespit etmislerdir. SRAP
yonteminde ise 8 primer kombinasyonu kullanmislar, 104’ii (%51) polimorfik olan
202 allel elde etmislerdir. Primer basina diisen bant sayisinin 11-38 arasinda
degistigini, primer basmna diisen ortalama bant sayisiin  25.2 oldugunu
bildirmigslerdir. Her iki yontemin de antepfistiginda DNA parmak izi analizleri i¢in
basariyla kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kafkas ve ark. (2006a), RAPD, ISSR ve AFLP yontemlerini kullanarak
Tiirkiye’de bulunan 69 antepfistigi ¢esidini tanimlamiglar ve bunlar arasindaki
genetik iligkileri belirlemislerdir. Calismada toplam 572 markor elde etmislerdir.
Bunlardan 307 (%353.6) tanesinin polimorfizm gosterdigini bildirmislerdir. AFLP
yonteminden her primer ¢ifti icin ortalama 27.5 polimorfik AFLP bandi elde
etmislerdir. Calisma sonucuna gore, lilkemizde yetistirilen Halebi c¢esidinin
Yunanistan, Tunus, Italya ve Kibris’ta yetistirilen cesitlerle ayn1 grupta oldugunu,

Siirt ¢esidinin ise Iran grubu ile Akdeniz orijinli cesitler arasinda yer aldigini



2. ONCEKi CALISMALAR Burcu OZCAN

bildirmiglerdir. ~ Ayrica ii¢ molekiiler —markor sisteminde  polimorfizmi
karsilagtirmiglar ve sonugta en iyi yontemin AFLP oldugunu bildirmislerdir.
Arastirmacilar RAPD ile ISSR arasinda polimorfizm ve bant sayis1i yoniinden
farklilik olmamasina ragmen tekrarlanabilirlik acismdan ISSR yonteminin daha
tistiin oldugunu tespit etmislerdir.

Kafkas ve ark. (2006b), AFLP teknigini kullanarak Afganistan’in Kunduz
ve Takhar bolgelerinden alman 17 yabani antepfistig1 (P. vera) ve 3 kiiltiir ¢esidinin
molekiiler karakterizasyonunu yapmuslardir. 8 AFLP primer kombinasyonu
kullanilarak 136’s1 polimorfik olan toplam 288 AFLP fragmenti elde etmislerdir.
Primer kombinasyonlarinin 18—48 arasinda degisen sayida polimorfik bant iirettigini
ve primer basma diisen polimorfik bant sayisinin ortalama 17 oldugunu
bildirmiglerdir. En yiiksek polimorfizmi Eacc/Mgac primer kombinasyonunun
verdigini, en diisiikk polimorfizmi ise Eaag/Mcra primer kombinasyonun verdigini
bildirmislerdir. Polimorfizm oranini %46.7 olarak hesaplamiglardir. Elde edilen
sonuglara gore 17 yabani Afgan antepfistigi cesidini bdolgelerine gore
gruplandirmiglar ve 3 kiiltiir formundan ayirmislardir. AFLP tekniginin yabani P.
vera’da karakterizasyon i¢in uygun bir teknik oldugunu bildirmislerdir.

Kafkas (2006b), 10 Pistacia tiiriine ait 31 yabani ve 4 kiiltiir ¢cesidi olmak
tizere toplam 35 genotip lizerinde AFLP teknigini kullanarak filogenetik analiz
yapmistir. 6 AFLP primer kombinasyonu ile 254’ii polimorfik olan (%92.4) toplam
275 fragment elde etmis, primer basina diisen toplam bant sayisini1 45.8 ve primer
basina diisen polimorfik bant sayisin1 41.5 olarak bulmustur. Polimorfizm oranini
(%PO) 90.5 olarak hesaplamistir. Ayirma giicii degerlerinin 30.7 (Eace/Marc) ile
54.0 (Eacc/Marc) araliginda degistigini tespit etmis, ortalama ayirma giiciinii 40.43
ve toplam ayirma giiciinii (AG) 242.6 olarak hesaplamistir. Polimorfizm bilgi icerigi
(PBI) ortalamasmin 0.668 oldugunu bildirmistir. Ortalama farkhlik karakteri
kullanarak ve Jaccard katsayis1 kullanarak UPGMA analizleri yapmus, PCo analizleri
ve dendogram sonuclarna gore P. fterebinthus’un ayr1 bir grup olarak
siniflandirilmasini dnermistir.

Basha ve ark (2007), Suriye’de bulunan 37 bahgeden topladiklar1 114

antepfistifinda morfolojik ve molekiiler diizeyde analiz yapmuslardir. Molekiiler
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analiz i¢cin 7 primer kombinasyonu kullanarak AFLP yontemini uygulamislardir.
Primer basina diisen ortalama polimorfik bant sayisinin 24 oldugunu bildirmislerdir.
Calisma sonucunda, 25 disi antepfistigi ¢esidi tespit etmisler ve bunlardan bazilarinin
ilk kez tespit edilen cesitler oldugunu bildirmislerdir. AFLP yOnteminin genetik
cesitliligi belirlemede basarilt bir yontem oldugunu ve morfolojik karakterlerle

molekiiler analiz sonuclarmin tutarli oldugunu bildirmislerdir.

2.2. AFLP, AFLP Tiirevleri ve SSR Yontemleriyle Yapilmis Cahsmalar

Paglia ve ark. (1998), Avrupa ladininde (Picea abies K.) AFLP ve SAMPL
yontemlerini kullanarak parmak izi analizi ¢caligmas1 yapmislardir. Calismada haploid
megagametofit kullanmislardir. Bu tiir agaclarin oldukc¢a biiyiik genoma sahip
olmalar1 (1.5-2.5 x10'’) ve bu agaglarda tandem seklinde organize olmus ya da
genom icerisinde dagilmis halde, farkli bolgelerde, genis, tekrarlayan dizilerin
bulunmasinin multipleks parmak izi analizlerinin yapilmasini olumsuz etkiledigini
bildirmislerdir. Bundan dolay1 da standart AFLP yontemindeki EcoRI kesim enzimi
yerine metilasyona duyarli kesim enzimi olan PstI’'i kullanmislardir. AFLP
yonteminde 39 Pstl/Msel primer kombinasyonu kullanmiglar, 29 primer
kombinasyonu i¢in tek bir ana agacgtan gelmis 72 megagametofitte skorlama
yapmisglar ve 366 polimorfik bant elde etmislerdir. Her bir primer cifti i¢in ortalama
12.6 polimorfik bant elde etmislerdir. Bu bantlar1 diger arastiricilar tarafindan
gelistirilen 81 markorle birlikte haritalama icin kullanmiglardir. Bunlarm i¢inden 52
bandin (%14) dominant, 26 bandin kodominant oldugunu ve 2 kodominant allelin ise
eksilme (deletion) mutasyonu sonucunda jelde goriinmedigini bildirmislerdir.
SAMPL yonteminde ise arastiricilar 19-20 baz diniikleotid mikrosatellit iceren
SAMPL~1 ve SAMPL-7 primerleri ile Msel primer kombinasyonunu kullanmuslar
ve 20 polimorfik bant elde etmislerdir. Primer basia diisen polimorfik bant sayisini
10 olarak bulmuslardir. Kesim enzimlerinde yapilan degisiklikle caligmanin genetik
haritalama i¢in daha etkili oldugunu bildirmislerdir. EcoRI kesim enzimiyle kesim

yapildiginda c¢ok sayida bant ancak daha diisiik polimorfizm, Pstfl kesim enzimiyle

10
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kesim yapildiginda ise az sayida temiz bant ancak daha yiiksek polimorfizm elde
ettiklerini bildirmislerdir.

Marques ve ark (1998), Okaliiptiis bitkisinde AFLP markorleriyle genetik
harita olusturmuslardir. E. tereticornis x E. globulus caprazina ait 91 F1 bitkisi
kullanmiglardir. E. tereticornis haritasinin 268 markorle olusturuldugunu ve 14
baglant1 grubu icerdigini (919 cM), E. globulus haritasmnin 200 markorle
olusturuldugunu ve 16 baglant1 grubu igcerdigini (967 cM) bildirmislerdir. Haritanin
okaliiptiis genomunun %90’ 11 temsil ettigini ve markorler arasi mesafenin ortalama
3.9 c¢cM oldugunu gormiislerdir. AFLP yonteminde 24 primer kombinasyonuyla
487’s1 1:1 aciliminda olan toplam 606 polimorfik bant elde etmisler ve primer basina
diisen polimorfik bant sayisini 25.25 olarak bulmuslardir.

Van der Wurff ve ark. (2000), calismalarinda TE-AFLP ve standart AFLP
yontemini karsilagtirmiglardir. Calisma ©Oncesi 10 farkli adaptoér, primer ve
endoniikleaz kombinasyonunu test etmisler ve fazla bant veren 5 kombinasyon
secmislerdir. TE-AFLP yonteminin ilk asamasi olan kesim ve adaptér baglanmasi
asamasinda standart AFLP yonteminden farkli olarak bir tane fazladan kesim
enziminin kullanilmasimin, seciciligin artmasma dolayisiyla elde edilen fragment
sayisimnin  azalmasma ve polimorfizm yakalama olasiligimin artmasma neden
oldugunu bildirmislerdir. AFLP yonteminin, TE-AFLP yonteminin 20 kati kadar
fazla fragment verdigini gormiislerdir. TE-AFLP yonteminin karmasik organizmalar
icin de rahatlikla kullanilabilecek, yiiksek ayirma giictine sahip, parmak izi analizleri
icin uygun, yeni bir teknik oldugunu bildirmislerdir.

Hurtado ve ark. (2002), Kayisida, Goldrich x Valenciano caprazina ait 81
F1 bitkisinde, AFLP, RAPD, RFLP ve SSR markorleriyle genetik haritalama
caligmasi yapmuslardir. Tarama yaptiklar1 160 RAPD primeri icinden sectikleri 44
tanesiyle, 30’u Goldrich’te (1:1 a¢ilimina sahip), 19’u Valenciano’da (1:1 agilimina
sahip) ve 12 tanesi her iki ebeveynde de heterozigot olan (3:1 ac¢ilimina sahip)
toplam 61 skorlanabilir bant elde etmislerdir. Bu RAPD markérlerinden 33’iini
Goldrich haritasinda, 19’unu Valenciano haritasinda kullanmislardir. AFLP
yonteminde 14 primer kombinasyonu kullanmislar ve hepsinde polimorfizm

yakalamiglardir. Her primer kombinasyonunda ortalama 10 markor elde etmisler ve

11
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toplam 140 markorden 95 tanesinin 1:1 agilimina sahip oldugunu, bunlardan 62
tanesinin  Goldrich’te, 33 tanesinin Valenciano’da heterozigot oldugunu
bildirmiglerdir. 45 tanesinin ise her iki ebeveynde de var oldugunu ve 3:1 agilimina
sahip oldugunu bildirmislerdir. Toplam 82 AFLP markoériinii Goldrich’te, 48 AFLP
markoriinii Valenciano’nun haritasinda kullanmislardir. Ayn1 populayonda 20 RFLP
probunu taramiglar, 1 lokusun Valenciano’da heterozigot, 4 lokusun ise her iki
ebeveynde de heterozigot (1:2:1) oldugunu ve taradiklar1 45 SSR primerinin 17
tanesinin haritalama populasyonunda acilim gosterdigini bildirmislerdir.

Roy ve ark. (2002), 29 farkl iilke orijinli 55 bugday genotipinde SAMPL ve
BSA (Bulked Segregant Analysis) analizleri yapmislardir. Genetik ¢esitlilik analizi
icin bugdayda SAMPL ilk kez bu caligmada uygulanmistir. SAMPL analizleri ic¢in
iki SAMPL primeri iceren (SAMPL-6 ve SAMPL-7) AFLP kiti kullanmiglardir. 2
SAMPL primeri ve ii¢ segici niikleotid igeren Msel primerleriyle 10 primer
kombinasyonu olusturmuslardir. 43°i polimorfik olan 87 bant elde etmislerdir.
SAMPL-6’nin, 22 si polimorfik olan 42 bant ve SAMPL-7’nin, 21’1 polimorfik olan
toplam 45 bant verdigini bildirmislerdir. Primer basma diisen toplam bant sayisini
8.7 ve primer basina diisen plimorfik bant sayisini 4.3 olarak bulmuslardir. SAMPL
primerlerinin polimorfizm bilgi icerigi ortalamasini (PBI) 0.221 olarak bulmuslardir.
SAMPL markorlerinin markor indeksini (MI) 9.61 olarak hesaplamiglardir. 55
genotipten 54’tini SAMPL analizi sonucunda elde edilen bant goriintiisiine gore
ayrrmiglardir. QTL analizleri icin toplam 1185 SAMPL bandmin polimorfik olan
568’inden faydalanmiglardir. Ayrica BSA analizinde ebeveynlerde (6zellik
bakimmdan farkly, ii¢ cift ebeveyn) polimorfizmi belirlemek i¢cin 1 SAMPL primeri
ve 5 Msel primerle olusturduklar: 5 primer kombinasyonunu kullanmiglardir. 3 farkl
ozellik i¢in de bant elde etmislerdi. SAMPL yonteminin genetik c¢esitlilik,
etiketleme ve BSA analizleri i¢in uygulanabilir bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Carlier ve ark. (2004), RAPD, AFLP ve ISSR markorleriyle ananas
bitkisinde (2n=50), Ananas comosus x Ananas bracteatus ¢aprazina ait 46 F1 bitkisi
kullanarak, ilk genetik haritayr yapmuslardir. Ananas bracteatus’a ait harita 60
RAPD, 264 AFLP ve 11 ISSR olmak iizere 335 markorle olusturulmus, 50 baglanti

grubu elde edilmistir. 26 baglant1 grubunun en az 4 markor icerdigini bildirmislerdir.

12



2. ONCEKi CALISMALAR Burcu OZCAN

Ananas comosus’a ait harita 33 RAPD, 115 AFLP, 8 ISSR ve ¢ekirdek 6zelligine ait
bir lokus olmak iizere 157 markorden olusturulmus, 30 baglant1 grubu elde
edilmistir. Elde edilen baglant1 gruplarindan 18 tanesinin en az 4 markdor icerdigini
bildirmislerdir. A. bracteatus’un genom biiyiikliigiiniin 3693 cM oldugunu ve
olusturulan haritanin, A. bracteatus genomunun %357’ sini kapsadigini, A. comosus’un
genom biiyiikliigiiniin ise 4146 cM oldugunu ve elde edilen haritanin genomun
%31.6’s1m1 kapsadigini bildirmislerdir. A. bracteatus ve A. comosus’a ait fiziksel ve
genetik uzaklik arasmndaki iligkiyi swrasiyla, ortalama 120 ve 127 kbp/cM olarak
tahmin etmislerdir. Calismada, test ettikleri 300 RAPD primeri icerisinden sectikleri
70 primerin 83’ii A. bracteatus’ta ve 51’1 A. comosus’ta heterozigot olan 134
polimorfik bant verdigini, 48 AFLP primer kombinasyonunun 338’1 A. bracteatus’ta
ve 153’t A. comosus’ta heterozigot olan toplam 491 polimorfik AFLP bandi
verdigini, 9 ISSR primerinin ise 26’s1 A. bracteatus’ta ve 23’4 A. comosus’ta
heterozigot olmak iizere toplam 49 polimorfik markor verdigini bildirmislerdir.
AFLP yonteminde primer basma diisen polimorfik bant sayisini 10.2 olarak
bulmuslardir.

Beedanagari ve ark. (2005), pikan cevizi (Carya illinoinensis) cesitlerinde
RAPD ve AFLP markorlerini kullanarak ilk genetik haritayr yapmislardir.
Haritalama populasyonu i¢cin Pawnee x Eliot ¢aprazina ait 120 F1 bitkisini (full-
sibling) se¢misler ve double-pseudo-testcross haritalama stratejisini kullanmiglardir.
Haritada 217 RAPD, 258 AFLP ve 2 morfolojik markor olmak iizere toplam 477
markor kullanmislardir. Pawnee haritasinin 218 markor icerdigini, 176’smnin kontrol
caprazina ait oldugu ve 16 biiyiik grup olusturdugunu, 42’sinin kendileme ¢aprazina
ait oldugu ve 13 Kkiiciik grup olusturdugunu harita biiyiikligliniin 2.227 cM’yi
kapsadigini bildirmislerdir. Elliot’a ait haritanin ise 150’si kontrol ¢aprazina ait 17
biiyiik grup ve 22’si kendileme caprazina ait 9 kiigiik gruptan olusan toplam 174
markor igerdigini, harita biiylikliigliniin 1.698 ¢cM oldugunu bildirmislerdir. RAPD
analizlerinde 600 RAPD primerini taramislar, giiclii ve polimorfik bant veren 90
tanesini (%15) 120 F1 bitkisi i¢in kullanmislar ve 217 RAPD markorii elde
etmislerdir. Bu markorlerden 174 (%80.2) kontrol ¢aprazindan, 43 tanesinin (%19.8)
kendileme caprazindan geldigini bildirmislerdir. 82 RAPD markoriiniin (%47.1)
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Pawnee’de heterozigot, 92 RAPD markoriiniin (%52.9) Elliot’ta heterozigot
oldugunu tespit etmislerdir. Primerlerin trettigi polimorfik markdr sayisinin her
primer i¢in 1-6 arasinda degistigini ve primer basmna diisen polimorfik markor
sayismin 2.4 oldugunu hesaplamislardir. AFLP yontemi i¢in ise 64 primer
kombinasyonu kullanmislar ve yiiksek polimorfizm gosteren 20 primer
kombinasyonunu haritalama i¢in se¢mislerdir. 20 primer kombinasyonunun 258
markOr iirettigini, bunlardan 212’sinin (%82.2) kontrol c¢aprazina ait oldugunu,
46’smin (%17.8) kendileme caprazina ait oldugunu, 212 kontrol caprazi AFLP
markoriiniin 116’sinin (%354.7) Pawnee’de heterozigot ve 96’sinin (%45.3) Elliot’ta
heterozigot oldugunu bildirmislerdir. Polimorfik markor sayisimin 2-24 arasinda
degistigini ve primer basma diisen polimorfik bant sayisinin 12.9 oldugunu
hesaplamislardir. Kendilemede daha az polimorfik markor elde edildigini
saptamiglardir. Bu haritanin ticari acidan 6nemli olan Ozellikleri hangi genlerin
kontrol ettigini anlamak bakimindan 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Bolibok ve ark. (2005), SSR, ISSR ve SAMPL yo6ntemlerini kullanmiglardir.
Bu ii¢ markdr sisteminin polimorfizm bulmadaki etki derecesini, 30 IL cavdar
populasyonunda yapilan ¢caligmalarla kiyaslamislar, bu markor sistemlerinden elde
edilen verileri farkli istatiksel metotlar ve katsayilar kullanarak karsilastirmiglardir.
ISSR analizi i¢in 55 ISSR primerini test etmisler, temiz ve polimorfik bant veren 14
primeri genetik cesitlilik calismalar: icin kullanmiglardir. Toplam 65 allel elde
etmislerdir. SSR analizi icin, 19’u genomik kiitiiphanelerden, 19°u EST den olmak
tizere 38 primer kullanmiglardir. 55’1 EST den, 46’s1 genomik SSR’dan olmak iizere
toplam 101 allel elde etmislerdir. SAMPL analizi i¢in ise 37 SAMPL primeri (5’ ve
3> ucunda mikrosatellit bolge iceren) ve 6 Msel+3 primeriyle olusturduklar1 222
kombinasyonunu taramislar ve icerisinden sectikleri 16 primer kombinasyonunu
genetik cesitlilik calismasi i¢in kullanmiglardir. Toplam 319 SAMPL band1 elde
etmislerdir. ISSR, EST SSR, genomik SSR, SSR ve SAMPL i¢in primer basina
diisen allel sayilarini sirasiyla, 4.64, 2.89, 2.42, 2.66 ve 19.94 bulmuslardir. ISSR
yonteminde genetik benzerlik ortalamasini 0.28 ve SAMPL yonteminde 0.53 olarak
bulmusglardir. SSR  yOnteminde ise genomik kiitiiphanelerden faydalanarak

olusturulmus primer kombinasyonlariyla yapilmis caliymada genetik benzerlik
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ortalamasmi 0.32 ve EST den faydalanarak olusturulmus primer kombinasyonlariyla
yapilan ¢alismada bulunan genetik benzerlik ortalamasimi 0.38 olarak bulmuslardir.
SSR yonteminde elde edilen bu her iki verinin ortalamasm 0.35 olarak
hesaplamislardir. Ayni 6zellik i¢in ¢alismada kullanilan biitiin markor sistemlerinden
elde edilen verilerin ortalamasini ise 0.49 olarak hesaplamislardir. Polimorfizm bilgi
icerigi degerlerini ISSR yontemi icin 0.88, SAMPL yontemi i¢in 0.40, SSR (EST)
icin 0.41, SSR (genomik) icin 0.35 ve tiim SSR icin 0.38 olarak bulmuslardir.
SAMPL yonteminin genetik cesitlilik calismasi icin en uygun yontem oldugunu
bildirmislerdir.

Duval ve ark. (2005), farkli bolgelerden topladiklar1 307 mango genotipi ile
yaptiklar1 calismada, genom kiitiiphanesinden faydalanarak (GA), ve (GT),
tekrarlarmi iceren SSR primeri gelistirmislerdir. 99 mikrosatellit primerle yaptiklar:
analizde 121’1 polimorfik olan toplam 140 allel elde etmislerdir. Primer basina diisen
allel sayisin1 1.41 ve primer basina diisen polimorfik allel sayisimi 1.2 olarak
bulmuslardir. Her lokusta 4-11 arasinda degisen sayida allel oldugunu lokus basina
ortalama allel sayisinin 7.3 oldugunu bildirmislerdir. Allellerin heterozigotluk
seviyesinin 0.059-0.857 arasinda degisim gosterdigini saptamislardir.

Gupta ve ark. (2005), Kanada icin ekonomik onemi olan Picea cinsinde
SAMPL yontemi kullanarak genetik karakterizasyon caligmasi yapmislardir. 10 yeni
SAMPL primerini 16 Msel kombinasyonuyla birlikte kullanmiglardir. SAMPL
primerlerini Picea abies ve Picea glauca da bulunan yaygin mikrostallit bolgelere
gore dizayn etmislerdir. 160 SAMPL-Msel primer kombinasyonundan 6313
polimorfik SAMPL markorii elde etmislerdir. Primer basina diisen polimorfik bant
sayisimt 39.5 olarak hesaplamislardir. SAMPL yOnteminin 1slah programlar1 ve
genetik caligmalar icin yiiksek derecede bilgi veren bir markor sistemi oldugunu
bildirmislerdir.

Kafkas ve ark. (2005), AFLP ve SAMPL yontemlerini kullanarak 21 ceviz
genotipinde karakterizasyon ve genetik akrabaligi belirleme ¢alismasi1 yapmislardir.
AFLP yonteminde 6 primer kombinasyonu kullanmiglar ve 89’u polimorfik olan
toplam 179 AFLP bandi elde etmislerdir. Primer basina diisen bant sayisini 29.8 ve
primer basina diisen polimorfik bant sayisini 14.8 olarak bulmuslardir. AFLP
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yonteminde polimorfizm oranmi %49.9 ve toplam ayirma giiciinii 97.1 olarak
hesaplamislardir. Ayirma giicii degerlerinin 10.3 ile 18.9 araliginda degistigini ve
ortalama ayirma giiciiniin 16.1 oldugunu bildirmislerdir. SAMPL yonteminde 2
SAMPL primeri kullanmiglar ve %?26’s1 polimorfik olan toplam 51 bant elde
etmislerdir. Primer basina diisen polimorfik bant sayisini 13 ve primer basina diisen
bant sayisii 25.5 olarak hesaplamislardir. SAMPL yonteminde polimorfizm oranmi
%50.9 ve toplam ayirma giiciinii 29.8 olarak hesaplamiglardir. Ayirma giicii
degerlerini 13.7 ve 16.1 olarak hesaplamiglar, ortalama ayirma giiciinii ise 14.9
olarak bulmuslardir. SAMPL yonteminin toplam bant sayis1 ve polimorfik bant sayis1
bakimmdan AFLP yonteminden daha diisiik degerler verdigi ancak polimorfizm
orant bakimindan daha yiiksek deger verdigini ve SAMPL yOnteminin yakin
genotipleri birbirinden ayirmada daha etkili bir yontem oldugunu bildirmislerdir.
Tam ve ark. (2005), yaygin olarak yetisen ve ticari onemi olan domates ve
biberdeki genetik akrabaligi belirlemek i¢in SSAP, AFLP ve SSR yontemlerini
kullanmiglar, SSAP yontemiyle elde ettikleri sonuglar1 dominant markdor sistemi olan
AFLP ve kodominat markor sistemi olan SSR yonteminden elde ettikleri sonuglarla
karsilasgtirmislardir. Calismada domates i¢in 34 homozigot hat ve biber icin 35
homozigot hat kullanmislardir. SSAP yonteminde domates igin bilinen bir
retrotranspozon bdolge iceren 3 primer seti, biber i¢in de yine bilinen bir
retrotranspozon bolge iceren 3 primer seti kullanmiglardir. Sonugta, biberde 92’si
(%76.03) polimorfik olan 121 bant elde etmislerdir. Domateste ise 79’u (%57.3)
polimorfik olan 138 bant skorlamiglardir. Primer basma diisen toplam bant sayisini
domates i¢cin 46 ve biber icin 40.33, primer basina diisen polimorfik bant sayisini
yine sirasiyla 26.33 ve 30.67 olarak bulmuslardir. AFLP yonteminde 9 primer seti
kullanmislar, domateste 123’11 (%14.56) polimorfik olan toplam 845 ve biberde 115’1
(%8.031) polimorfik olan toplam 1432 bant skorlamislardir. Domateste primer
basina diisen toplam bant sayisini 93.89 ve primer basma diisen polimorfik bant
sayisim1 13.67 olarak tespit etmislerdir. Yine AFLP yonteminde, biberde primer
basina diisen toplam bant sayisini 159.11 ve primer basina diisen polimorfik bant
sayisint 12.78 olarak hesaplamiglardir. SSR yonteminde ise domates i¢cin 16, biber

icin 13 primer seti kullanmiglardir. Domates i¢in 39 farkl allel, biber i¢cin 31 farkli
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allel skorlamislardir. Domateste primer basina diisen toplam allel sayisini 2.44 ve
polimorfik allel sayismi yine 2.44 (%100) olarak bulmuslardir. Biberde ise SSR
yontemiyle primer basina diisen allel sayis1 2.385 ve polimorfik allel sayisi yine
2.385 (%100) olmustur. SSAP, AFLP ve SSR yontemlerinden elde edilen
polimorfizm bilgi icerigi degerlerini ise sirasiyla domateste, 0.175, 0.046, 0.393 ve
biberde yine sirasiyla, 0.229, 0.026 ve 0.354 olarak bulmuslardir. SSAP yonteminin
tic markor sistemi arasinda, domates ve biber i¢in, en ¢ok bilgi veren markor sistemi
oldugunu bildirmislerdir. En yiiksek markor indeksini (MI) SSAP yonteminde
hesaplamislardir. Domates i¢cin SSAP yonteminin genetik varyasyon ve akrabaligin
belirlenmesinde uygun bir yontem oldugunu, SSR yonteminin ise spesifik 6zellikleri
ortaya koyan bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Biber i¢in, ii¢ markor sisteminin
de genel olarak benzer sonuglar verdigini ve bir tiirden izole edilen retrotranspozon
sekansin genel olarak familya icerisindeki (Solanacea) diger tiirler icin de
kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Mnejja ve ark. (2005), Texas badem cesidine ait genom kiitiiphanesinden 47
yeni SSR primeri gelistirmislerdir. Bu primerlerden 42’sinin bademde polimorfik
oldugunu ve yine bu 42 primerden 31 nin ise tek lokuslu oldugunu bildirmislerdir.
Lokus basma diisen ortalama allelin 6.6 oldugunu ve 31 SSR icin %76 ik
heterozigotluk ile gozlenen degerin %65 oldugunu belirlemislerdir. SSR’larm diger
Prunus tiirlerine aktarilabilirliginin yiiksek (%83-%100) oldugunu saptamislardir.

Saha ve ark. (2005), AFLP ve SSR markorleriyle ¢imende (Festuca
arundinacea) ilk genetik haritay1 olusturmuslardir. 91 F1 bitkisinde ¢alismiglardir.
Iki ebeveyne ait haritayr double-pseudo-testcross haritalama stratejisi kullanilarak
olusturmuslardir. Anneye (HD28-56) ait haritanin 558 markor icerdigini ve 22
baglant1 grubundan olustugunu, haritanin genomun 2.013 cM’m1 kapsadigini
bildirmigslerdir. Babaya (R43—-64) ait haritanin ise 579 markor icerdigini, 22 baglant1
grubundan olustugunu, harita biiyiikliigiiniin 1.722 c¢cM oldugunu bildirmislerdir.
Markorler aras1 mesafenin anne haritasinda ortalama 3.61 cM ve baba haritasinda
ortalama 2.97 cM oldugunu bulmuslardir. AFLP yonteminde 55 AFLP primeri
kullanmiglar bunlardan 22 tanesinin (%39) skorlanabilir bant iirettigini, 136’s1

EcoRI-Msel primer kombinasyonundan, 637’s1 Pst1-Msel primer kombinasyonundan

17



2. ONCEKi CALISMALAR Burcu OZCAN

olmak ilizere toplam 773 markor elde ettiklerini bildirmislerdir. Primer
kombinasyonlarmin 24-53 arasinda polimorfik bant iirettigini, primer basmna diisen
polimorfik bant sayisinin 35 oldugunu belirlemislerdir. HD28-56 haritasinda 430
AFLP markorii, R43-64 haritasinda 494 AFLP markorii kullanmiglardir. SSR
yonteminde toplam 134 primer kombinasyonu kullanmiglar ve 343 polimorfik allel
tespit etmislerdir. Primer basina diisen allel sayisin1 2.6 olarak bulmuslardir. 131
tanesinin R43-64’te polimorfik, 161 tanesinin HD28-56’da polimorfik ve 51
tanesinin her iki ebeveynde de polimorfik oldugunu bildirmislerdir.

Tosti ve ark. (2005), italya’nin merkezinde bulunan Trasimeno gélii’niin
etrafinda birbirine komsu olan ii¢ araziden toplanmig 3 RL populasyonuna ait
boriilcede SAMPL ve AFLP yontemlerini kullanarak hangi yOntemin genetik
cesitliligi belirlemede daha iistiin oldugunu kiyaslamislardir. AFLP yonteminde 5
primer kombinasyonu kullanmiglar ve 14’ii polimorfik (%7.11) olan toplam 197
bant, SAMPL yonteminde ise yine 5 primer kombinasyonu ile 34’ti polimorfik
(%17.71) olan toplam 192 bant elde etmislerdir. Primer basina diisen polimorfik bant
sayllarimi AFLP yonteminde 2.8 ve SAMPL yonteminde 6.8 olarak bulmuslardir.
Primer basina diisen toplam bant sayisint AFLP yonteminde 39.4 ve SAMPL
yonteminde 38.4 olarak bulmuglardir. Polimorfizm bakimindan, her ii¢ RL
populasyonu i¢in de SAMPL yontemiyle elde edilen polimorfizmin AFLP yontemine
gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. SAMPL yontemiyle daha diisiik genetik
benzerlik yakalamiglardir.

Zhang ve ark. (2005), pamukta C-AFLP ve AFLP yoOntemleriyle
calismiglardir. C-AFLP yonteminde, AFLP fragmentlerini siklikla kesen cesitli
kesim enzimleriyle kesmislerdir. iki farkli genotipe ait toplam 7 ornek iizerinde
yaptiklar1 calisgmada 64 primer cifti kullanmiglar, 211’1 polimorfik olan 4679
fragment elde etmislerdir. Tagl kesim enzimi kullanildiginda AFLP fragmentlerinin
%30 unun kesildigini, 100-300 bp arasinda degisen uzunluklarda fragmentlerin elde
edildigini bildirmislerdir. C-AFLP’nin, AFLP yonteminden, her iki genotip i¢in de
%67-%132 oraninda daha fazla polimorfizm gosterdigini, her AFLP primer
kombinasyonu i¢in 15.5-25.5 polimorfik C-AFLP markorii elde edilirken, AFLP
yonteminde 9.1-11.0 polimorfik markér elde edildigi tespit etmislerdir. C-AFLP
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yonteminin genotipler arasindaki akrabaliklar1 belirlemede daha uygun oldugunu,
yiiksek ayrilma giicline sahip bir markor sistemi oldugunu bildirmislerdir. Tek bir
ornek icin ayni1 primer kombinasyonlarm kullanarak AFLP ve C-AFLP
yontemleriyle cogaltilmis fragmentlerle, AFLP yonteminde ilk PCR Oncesi
kullanilan cesitli kesim enzimi kombinasyonlar1 ve C-AFLP yonteminde ikinci PCR
sonrast kullanilan cesitli kesim enzimi kombinasyonlariyla genetik haritalama ve
parmak izi analizi caligmalar1 i¢in smirsiz sayida polimorfik markor elde
edilebilecegini bildirmislerdir.

Cavalcanti ve ark. (2007), kaju fistiginda (Anacardium occidentale) CP1001
(ciice klon) x CP96 (dev klon) caprazma ait 85 F1 bitkisinde AFLP ve SSR
markorlerini kullanarak genetik harita olusturmuslardir. Haritay:, 194 AFLP ve 11
SSR markoérii olmak iizere toplam 205 markérden olusturmuslardir. CP1001°e ait
haritanin 122 markor icerdigini ve 19 baglanti grubu olusturdugunu, CP96’ya ait
haritanin 120 markor icerdigini ve 23 baglant1 grubu olusturdugunu bildirmislerdir.
CP1001 harita biiyiikliigiiniin 1050.7 ¢cM oldugunu ve genomun %68’ini temsil
ettigini, CP96’ya ait harita biiyiikliigiiniin ise 944.7 cM oldugunu ve genomun
%64 tinii temsil ettigini bildirmislerdir. Markorler aras1 mesafeyi CP1001 haritasinda
8.6 cM, CP96 haritasinda 7.9 cM olarak hesaplamislardir. AFLP yonteminde 50
primer kombinasyonu kullanmislar, 140’1 1:1 aciliminda, 84’#i 3:1 aciliminda olmak
tizere toplam 224 polimorfik markor elde etmislerdir. Primer basina diisen polimorfik
bant sayisini 4.5 olarak bulmuglardir. SSR yonteminde 20 SSR primeriyle 3 tanesi
CP1001°de, 8 tanesi CP96’da ve 1 tanesi her iki ebeveynde de heterozigot olan
toplam 12 markor elde etmislerdir. CP1001 ve CP96 icin toplam 27 allel elde
etmislerdir. Primer basina diisen polimorfik allel sayisini 2.25 olarak bulmuslardir.

Boersma ve ark. (2007), SAMPL yontemini kullanarak azot fiksasyonu
yapan bir bitki olan Lupinus angustifolius’a ait RIL (Recombinant Inbreed Lines) F8
haritalama populasyonunda genetik haritalama calismasi yapmislar ve 1slah edilecek
genle baglantili markor bulmaya calismislardir. Calismada kullanilan populasyonu
yabani ve 1slah edilmis iki tiiriin caprazlanmasiyla elde etmislerdir. Ebeveynlerle
birlikte 89 bireyden olusan bir populasyonda ¢alismislardir. 160 adet SAMPL primer

kombinasyonu kullanmiglardir. Toplam 153 primer kombinasyonunun polimorfik
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oldugunu bildirmisler ve 1083 polimorfik markor skorlamiglardir. Her primer
kombinasyonu i¢in ortalama 6.7 markor polimorfizm gostermistir. Haritayr %21°1
kodominant, %79 dominant olan 522 markdrle olusturmuslardir. Islah edilmis tiirlere
ait 7 fenotipik 6zellikle ilgili markor bulmuslardir. 7 markdrden 3’{iniin ilgili oldugu
genle mesafesini 5 cM olarak bulmuslardir. Haritanin toplam uzunlugunu 1543 cM
ve markorler arasi ortalama mesafeyi 3.4 cM olarak hesaplamislardir.

Altintas ve ark. (2008), 22 ekmeklik bugday ile 12 esmer bugday olmak
tizere toplam 34 bugday cesidinde SAMPL ve AFLP yontemleriyle genetik
varyasyonu ve tiire Ozgii bantlar1 tespit etmeyi amaclamislardir. 5 AFLP ve 3
SAMPL primer kombinasyonu kullanmiglar ve 5 AFLP primer kombinasyonundan
251 polimorfik bant, 3 SAMPL primer kombinasyonundan 93 bant olmak iizere
toplam 214’1 (%62) polimorfik olan 344 bant skorlamiglardir. AFLP yonteminde ii¢
bugday cesidi icin primer basina diisen toplam polimorfik bant sayisinin 75.8 ve
SAMPL yonteminde ii¢ bugday c¢esidi i¢in primer basina diisen toplam polimorfik
bant sayisinin 45.7 oldugunu bildirmislerdir. Eac/ Macc kombinasyonunun en
polimorfik oldugunu, en diisilk polimorfizmi, SAMPL6/Maga kombinasyonunun
verdigini bildirmislerdir. AFLP yonteminden elde ettikleri polimorfizm oranlarini
beyaz bugday, esmer bugday ve ekmeklik bugday icin sirasiyla %64, %40 ve %48
olarak bulmuslar, SAMPL yonteminden elde ettikleri polimorfizm oranlarini ise yine
ayn1 swrayla, %62, %39 ve %47 olarak tespit etmislerdir. AFLP yontemiyle primer
kombinasyonlarindan elde ortalama ayirma giiciinii beyaz bugdayda 39.96, esmer
bugdayda 19.42 ve ekmeklik bugdayda 31.22 olarak bulmuslardir. SAMPL
yonteminde ise ayirma giicli ortalamalarini1 beyaz bugday icin 25.5, esmer bugday
icin 15.9 ve ekmeklik bugday icin 20.4 olarak hesaplamiglardir. Caligma sonucunda
beyaz bugday cesidi icin 7, esmer bugday cesidi icin 6 adet tiire 6zgli markor
bulmuslardir.

Li ve ark. (2008), seftalide (Prunus persica L.) SSR yontemiyle ¢alismislar
ve 51 cesit seftalide filogenetik iliskiyi ve evrimsel gelisimi incelemislerdir. 22 SSR
primeri ile 111 allel tespit etmislerdir. Lokus basina 2—11 arasinda degisen sayida
allel elde etmisler ve lokus basina ortalama 5 allel diistiigiinii belirlemislerdir.

Geleneksel olarak yapilan smiflandirmada, calismada kullanilan bu 51 cesit seftalinin
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6 farkli gruba ait oldugunun bilindigi, SSR analizleri sonucunda da sekerli, yassi,
tilysiiz, bal, sar1 ve sulu seftali olarak adlandirilabilecek 6 grubun ortaya c¢iktigi,
Cin’deki genetik cesitliligin bu belirtilenlerden de fazla oldugunu bildirmislerdir.
UPGMA ile yapilan kiime analizleri sonucunda ise 5 grup elde etmislerdir. Bu 5
grubun kapsadigi bireylerin geleneksel smiflandirma ve SSR verileri sonucunda
yapilan smiflandirmayla paralellik gostermedigini bildirmislerdir. Sonugta, SSR
yonteminin zengin genetik cesitliligi agiga ¢ikarttigini bildirmislerdir.

Kafkas ve ark. (2008), Tiirkiye’nin 4 farkli bolgesinden (Karadeniz,
Akdeniz, I¢ Anadolu ve Dogu Anadolu) topladiklar1 43 dut genotipinde (33 adet
karadut, M. nigra, 5 adet kirmiz1 dut, M.rubra, 5 adet beyaz ve mor dut, M. alba)
AFLP yontemiyle karakterizasyon caligmasi yapmiglardir. 8 primer kombinasyonu
(Eaac/Mcac, Eaac/Mcca, Eaac/Mcce, Eaac/Mcac, Eacc/Mcer,  Eaac/Mcga,
Eacc/Mcce, Eace/Mcece) kullanmislar ve 337°si polimorfik olan toplam 416 bant
elde etmislerdir. Primer basina diisen toplam bant sayisini1 52 ve primer basina diisen
polimorfik bant sayisini 42.1 olarak bulmuslardir. Polimorfizm oranmi %80.5 olarak
hesaplamislar, ayirma giicii degerlerinin 0.410 (Eaac/Mccc) ile 0.942 (Eacc/ Mccer)
arasinda degistigini tespit etmisler, toplam ayirma giiciiniin 5.015 oldugunu
bildirmislerdir. Ayirma giicli ortalamasini 0.62 olarak hesaplamislardir. Polimorfizm
bilgi igeriginin 0.662 ile 0.898 arasinda degistigini ve ortalama polimorfizm bilgi
iceriginin 0.812 oldugunu bulmuslardir. UPGMA analizleri sonucunda, M.nigra, M.
rubra ve M.alba’yr temsil eden ii¢ farkli kiime olustugunu, M. alba’nin meyve
rengine gore beyaz ve mor dut olarak iki alt grup olusturdugunu bildirmislerdir.
Sonugta, M. nigra ve M. rubra’nin molekiiler olarak M.alba’dan uzak oldugunu ve
M. nigra’min morfolojik cesitliliginin diisiik oldugunu, molekiiler olarak da kendi
icinde benzer ve genetik cesitliliginin az oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar,
AFLP yonteminin genotipleri aymrmada basarili bir yontem oldugunu ve dut

populasyonlari i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Bu caligmada materyal olarak, daha once Manisa-Korukoy’de (Kafkas ve
ark. (2000) tarafindan bulunan monoik atlantik sakizi genotipinin kendilenmesiyle
olusturulan ve Gaziantep Antepfistig1 Arastirma Enstitiisii Arastirma ve Uygulama
Bahcesinde bulunan (Kafkas ve ark., 2003) 10 adet kendilenmis monoik atlantik
sakiz1 yavru bitkisi ve 1 ana bitki olmak iizere toplam 11 bitkiden aliman yaprak

ornekleri kullanilmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Yaprak Orneklerinin Toplanmasi

Kendilenmis monoik atlantik sakizi populasyonuna ait 10 adet yavru bitki ve
ebeveyne ait agaclardan gen¢ yaprak ornekleri 2007 ilkbahar doneminde toplanmis
ve yapraklar ayr1 ayr1 aliiminyum folyoya sarilarak buz kutusu icerisinde Cukurova

Universitesi’ne getirilmistir. DNA izolasyonuna kadar -80°C’de saklanmustur.

3.2.2. DNA izolasyonu

Yaprak oOrneklerinden DNA izolasyonu Doyle ve Doyle (1987)’nin
gelistirdigi ve Kafkas ve ark. (2006a) tarafindan modifiye edilen CTAB yontemine
gore yapimustir.

Bu yonteme gore; her bir antepfistigl ornegi icin 1 g geng yaprak Ornegi,
icerisinde sivi azot bulunan havanda iyice ezildikten sonra 15 ml’lik tiiplere alinmis
ve tiipler icerisine 6 ml CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20
mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, %0.1 Na,S;0s) eklenmis ardindan sicakligi
65°C’de olan su banyosuna koyulmustur. icerisinde ezilmis yaprak drnekleri bulunan

tiipler her 5-10 dk’da bir karistirilarak 60 dk boyunca su banyosunda tutulmustur. Su
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banyosundan ¢ikarilan ornekler oda sicakliginda 5-10 dk bekletilmistir. Daha sonra
tiipler icerisine, ekstraksiyon tampon c¢ozeltisi ile esit oranda, 6 ml kloroform:
isoamyl alkol (24:1) ilave edilmistir. Tiipler her 3 dk’da bir karistirilarak oda
kosullarinda 15 dk tutulmustur. Daha sonra 5500 rpm’de 15 dk siire ile santrifiij
edilmistir. Ustteki faz yeni bir tiipe aktarilmis ve icerisine esit oranda soguk
(-20°C’de bekletilmis) isopropanol ilave edilmistir ve tiip yavasca gevrilerek
DNA’nin ¢okelmesi saglanmistir. Daha iyi bir ¢okelme saglamak icin drnekler 2 saat
—70°C’de veya 1 gece —20°C’de bekletilmistir. Daha sonra tiipler 2.000 rpm’de 2 dk
stire ile santrifiij edilerek tiip icerisindeki isopropanol bosaltilmistir. Tiipiin icerisine,
iceriginde 10 mM amonyum asetat bulunan, 3 ml %76’lik etanol yani yikama
tampon ¢ozeltisi ilave edilmis ve 1-2 saat calkalanmistir. Yikanan DNA kurutularak

saf suda ¢ozdiiriilmiis ve DNA izolasyonu islemi bu sekilde tamamlanmustir.

3.2.3. DNA Miktarinin Belirlenmesi ve DNA Konsantrasyonun PCR

Reaksiyonlarn icin Ayarlanmasi

Izole edilen DNA’nm miktari, konsantrasyonu belli lambda DNA ve jel-
elektroforez yontemiyle UV 1s1k altinda karsilastrma yapilarak belirlenmistir. Bu
asamada %0.8’lik agaroz jel kullanilmustir.

Izole edilmis ve saf suda ¢ozdiiriilmiis olan her bir kendilenmis monoik
atlantik sakizi genotipine ait DNA’lardan, ebeveyn DNA’sindan ve konsantrasyonu
bilinen A DNA’lardan (25, 50, 100 ve 200 ng) 2 ul alinarak, 14 pl saf su ve 4 pl
yikkleme boyasi ile 20 pl’lik bir karisgtm hazirlanmis ve bu karistmimn 10 pl’si
%0.8’lik konsantrasyonda hazirlanmis olan agaroz jelin kuyucuklarma yiiklenmistir.
Jel, elektroforez tankina yerlestirilmis ve 45 dk siiresince 90 voltta elekroforez islemi
yapilmustir. Elektroforez sonrasinda jelin UV 1s1k altinda goriintiisii alinmistir (Sekil

3.1).
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Lambda
2550100200123 4 56 78 91011

s ) S S D e et b s W W

Sekil 3.1. Kendilenmis monoik atlantik sakiz1 ve 10 adet yavru bireyden izole edilen
DNA’nin miktarina ait jel goriintiisii. Kullanilan A DNA’lar sirasiyla 25 ve
50 ng 1. Monoik ana atlantik sakizi ve digerleri sirasiyla: 2. 46, 3. 50, 4. 51,
5.53,6.54,7.55,8.10,9. 18, 10. 20, 11. 26 no’lu yavru bireyler.

Goriinen A DNA  konsantrasyonlariyla,  genotiplere ait DNA
konsantrasyonlar1 arasinda bir karsilagtrma  yapilarak, stok DNA’larin
konsantrasyonu tahmin edilmistir. Daha sonra RNA kirliligini ortadan kaldirmak
amactyla her ornek icin stok DNA’ya 1 ul RNase A (Ribonuclease A, Fermentas)
eklenmis ve 37°C’de 15-20 dk bekletilmistir.

PCR reaksiyonlarinda standardi saglamak amaciyla stok DNA"lardan AFLP
analizlerinde kullanmak iizere 50 ng/ul, SSR analizlerinde kullanmak iizere 5 ng/ul,
konsantrasyonlarda hazirlanmastir.

DNA’nin 50 ng ayarlamasimin gerceklesip gerceklesmedigini jelde kontrol
edebilmek icin 50 ng olarak hazirlanan DNA’dan 2 pl alinarak, 14 pl saf su ve 4 ul
yikkleme boyasi ile 20 pl’lik bir karistm hazirlanmis ve bu karisgtmimn 10 pl’si
%0.8’lik konsantrasyonda hazirlanmis olan agaroz jelin kuyucuklarina yiiklenmistir

(Sekil 3.2).

lambda
25501 23456 7 8 91011

Sekil 3.2. Kendilenmis monoik atlantik sakiz1 ve 10 adet yavru bireyden izole edilen
DNA’nin miktarina gore yapilan 50 ng konsantrasyonda DNA’nin jel
goriintlisii. Kullanilan A DNA’lar sirastyla 25 ve 50 ng 1. Monoik ana
atlantik sakiz1 ve digerleri sirasiyla: 2. 46, 3. 50, 4. 51, 5. 53, 6. 54, 7. 55,
8. 10, 9. 18, 10. 20, 11. 26 no’lu yavru bireyler.

DNA’nin 5 ng ayarlamasmin gergeklesip gerceklesmedigini jelde kontrol
edebilmek i¢in ise, 5 ng olarak hazirlanan DNA’dan 10 pl alinarak, 4 pl yiikkleme

boyas1 ve 10 pl saf su ile yine 20 pl’lik bir karisim hazirlanmis ve bu karigimin 10
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ul’si %0.8’lik konsantrasyonda hazirlanmis olan agaroz jelin kuyucuklarina

yiiklenmistir (Sekil 3.3).

lambda
25501 23 45 6 78 91011

Sekil 3.3. Kendilenmis monoik atlantik sakizi ve 10 adet yavru bireyden izole edilen
DNA’nin miktarina gore yapilan 5 ng konsantrasyonda DNA’nin jel
goriintiisii. Kullanilan A DNA’lar sirastyla 25 ve 50 ng 1. Monoik ana
atlantik sakizi ve digerleri sirasiyla: 2. 46, 3. 50, 4. 51, 5. 53, 6. 54, 7. 55,
8. 10, 9. 18, 10. 20, 11. 26 no’lu yavru bireyler.

Konsantrasyonu bilinen A DNA’lar (25 ve 50 ng) kullanilarak ve jel-
elektroforez yontemiyle UV 1sik altinda karsilastrma yapilarak, hazirlanan
DNA’larin 50 ng konsantrasyonda ve 5 ng konsantrasyonda olup olmadigmin testi
yapilmistir. Tahmini olarak istenen miktardan az olan DNA konsantrasyonlar1 i¢in
DNA eklenmis, fazla olanlar icin ise saf su eklenmistir ve istenen ayarlamanin

gerceklesip gerceklesmedigi ayni sekilde jel goriintiisii alinarak kontrol edilmistir.

3.2.4. AFLP Analizleri

AFLP-PCR analizleri Vos ve ark.’mmn (1995) gelistirdigi yonteme gore
yapilmustir.

AFLP analizlerinde restriksiyon (DNA’nin kesilmesi) ve ligasyon (adaptor
baglanmasi) islemleri birlikte ve 11 ul hacimde yapilmistir. Reaksiyon, 250-300 ng
DNA, 5 iinite EcoRI kesim enzimi, 1 linite Msel kesim enzimi, 0.5 uM EcoRI
adaptor, 5 uM Msel adaptor, 10 x T4 DNA ligaz tampon ¢ozeltisi (40 mM Tris HCI,
10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP, pH:7.8, 25°C), 50 mM NACI, 0.05
mg/ul BSA ve 1 iinite T4 DNA ligaz icerecek sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan
reaksiyon karisimi 37°C"de 8 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin bitiminde kesim ve baglanma reaksiyonunun

gerceklesip gerceklesmedigini kontrol etmek amaciyla iiriiniin yaris1 %1.5’luk agaroz
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jelde, 130 voltta ve 1.5 saatte kosulmus ve UV 15181 altinda jel goriintiisii alinmustir.
DNA bantlarinin uzunlugunu gormek icin A DNA’nin EcoRI ve Hindlll kesim
enzimleriyle hazirlanmig ve ticari olarak satilan DNA’s1 kullamilmistir. Bant
biiyiikliikleri sirasiyla, 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3520 b¢ seklindedir.
Sekil 3.4’te kesim ve baglanma reaksiyonunun gerceklesip gerceklesmedigini
kontrol etmek amaciyla alinan jel goriintiisii verilmistir. EcoRI ve Msel kesim
enzimleriyle iyi sekilde kesilmis DNA’nin 100-1500 bp’de net olarak bant vermesi
beklenmektedir. Cizelge 3.1’de EcoRI ve Msel kesim enzimlerinin tanima bolgeleri

ve kesim ozellikleri verilmistir.

MA12 34567 891011

Sekil 3.4. AFLP yonteminde kesim ve baglanma reaksiyonunun gerceklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek amaciyla alinan jel goriintiisi. MA:
Molekiiler agirlik, 1. Monoik ana atlantik sakizi, 2. 46, 3. 50, 4. 51, 5. 53,
6.54,7. 55, 8. 10, 9. 18, 10. 20, 11. 26 no’lu yavru bireyler.

Cizelge 3.1. EcoRI ve Msel kesim enzimlerinin tanima bolgeleri ve kesim ozellikleri.

Kesim Enzimi | Tanima Bolgesi Kesim Ozelligi

EcoRl 5-GMAATTC-3 Nadir kesen enzim
3-CTTAA'G-5

Msel 5-T"T AA-3 Siklikla kesen enzim
3-A ATAT-5'

Kesim ve baglanma reaksiyonunun gerceklestigi goriildiigiinde ise elde edilen
riiniin diger yaris1 TE tampon c¢ozeltisiyle (pH=8, 120 mM Tris-HCI, 0.1 mM
EDTA) 20 kat seyreltilmis ve 4 ul’si on selektif PCR reaksiyonu icin kullanilmistir.
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On selektif PCR reaksiyonu 20 pl hacminde yapilmis ve reaksiyon 1 x PCR tampon
cozeltisi (10 mM Tris-HCI, pH: 8.8, 50 mM KCI, %0.08 Nonident P40), 2 mM
MgCl,, 200 uM dNTP, 0.25’er uM 1 segici niikleotid iceren EcoRI primer ve Msel
primerler ve 1 tinite Taq DNA polymeraz icerecek sekilde hazirlanmigtir. PCR dongii
kosullart; 94°C’de 1 dk ilk denatiirasyon, daha sonraki 30 dongii, 94°C’de 30 sn
denatiirasyon, 52°C’de 30 sn primerlerin baglanmas: (annealing), 72°C’de 30 sn
uzama (extension) ve son uzama asamast 72°C’de 5 dk seklinde olmustur.

On PCR sonucunda elde edilen iiriiniin yarisiyla on  selektif
amplifikasyonunun gerceklesip gerceklesmedigi kontrol edilmisti. On PCR
riiniiniin yaris1 %1.5’luk agaroz jelde 130 voltta ve 1.5 saat kosulmus ve UV 15181
altinda jel goriintiisii alinmistir (Sekil 3.5). DNA bantlarinin uzunlugunu belirlemek
icin A DNA’nin EcoRI ve Hindlll kesim enzimleriyle hazirlanmis ve ticari olarak
satilan DNA’s1 kullanilmistir. Bant biiyiikliikleri sirasiyla, 564, 831, 947, 1375, 1584,
1904, 2027, 3520 bg seklindedir.

MA12345678 91011

Sekil 3.5. EO1/MO1 primer kombinasyonlar1 kullanilarak yapilan 6n selektif PCR
reaksiyonu sonrasi elde edilen jel goriintiisii. MA: Molekiiler agirlik, 1.
Monoik ana atlantik sakizi, 2. 46, 3. 50, 4. 51, 5. 53, 6. 54, 7. 55, 8. 10, 9.
18, 10. 20, 11. 26 no’lu yavru bireyler.

Amplifikasyonun gergeklestigi goriildiigiinde ise iirliniin diger yarisi TE
tampon ¢ozeltisi ile (pH=8, 120 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA) 20 kat seyreltilmis
ve bunun 4 pl’si selektif PCR amplifikasyonu icin kullanilmustir. Selektif PCR
reaksiyonu 20 pl hacimde gerceklestirilmistir. Reaksiyon 1 x PCR tampon ¢ozeltisi
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(10 mM Tris-HCI, pH: 8.8, 50 mM KCI, %0.08 Nonident P40), 2 mM MgCl,, 200
uM dNTP, 0.25’er uM EcoRI ve Msel primerler ve 1 iinite Tag DNA polymeraz
icermistir. Segici PCR déngii kosullary, 94°C’de 2 dk ilk dongii, sonraki 10 déngii,
94°C’de 45 sn denatiirasyon, 66°C’de 45 sn baglanma (her dongiide sicaklik 1°C
azalmustir), 72°C’de 2 dk uzama asamasi seklinde olmustur. Daha sonra 20 dongii
boyunca 94°C’de 45 sn denatiirasyon, 56°C’de 45 sn baglanma, 72°C’de 2 dk uzama
asamas1 ve son uzama asamas1 60°C’de 30 sn olacak sekilde hazirlanmistir.

AFLP reaksiyonlarinda n PCR asamasinda 1 seg¢ici niikleotid iceren EcoRI
primer, EcoRI+A ve Msel primerler Msel+A, Msel+C ve Msel+G kullanilmigtir.
Secici PCR asamasmnda 6-FAM ve VIC flourosan boyalarla etiketli, 3 segici
niikleotid iceren 2 adet EcoRI primer, 3 secici niikleotid igeren, 48 adet etiketsiz
Msel primerlerle 96 primer kombinasyonu yapilarak kullanilmigtir.

AFLP analizlerinde PET ve NED ile etiketli primerlerin iyi sonu¢ vermemesi

nedeniyle 6-FAM ve VIC flourosan boyalarla etiketli primerler kullanilmistir.

3.2.5. SAMPL Analizleri

Standart AFLP den farkl olarak ikinci PCR asamasinda her biri 0.25 mM
olan ve 3 secici niikleotid iceren 48 adet isaretsiz Msel primerlerinin, 0.25 mM 6-
FAM ve VIC flourosan boyalarla isaretli SAMPL-6 ve SAMPL-7 primerler ile
kombinasyonu kullanilmistir. Standart AFLP yonteminde oldugu gibi toplam 96

primer kombinasyonu denenmistir.

3.2.6. TE-AFLP Analizleri

TE-AFLP analizlerinde 50 ng DNA kullanilmistir. Kesim ve baglanma
reaksiyonu i¢in, DNA ligaz tampon ¢ozeltisi (40 mM Tris HCI, pH: 7.8, 10 mM
MgCl,, 10 mM DTT, 0.5 mM ATP), 0.1 uM Xba adaptér, 0.1 uM BamHI adaptér,
0.5 iinite T4 DNA ligaz, 6 iinite Xbal, 1.25 tinite BamHI 1 iinite Rsal enzimleri ile
son hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon hazirlanmis ve 1.5 saat 30°C’de

inkiibasyona birakilmustir.
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Calisma oncesinde Xba adaptor I ve Xba adaptor 1I ile BamHI adaptor I ve
BamHI adaptor 11, 95°C sicaklikta 3 dk bekletildikten sonra birlestirilmis ve Xba
adaptor ile BamHI adaptor elde edilmistir. Cizelge 3.2°de Xbal, BamHI, Rsal kesim

enzimlerinin tamima bolgeleri ve 6zellikleri verilmistir.

Cizelge 3.2. Xbal, BamHI, Rsal kesim enzimlerinin tanima bolgeleri ve 6zellikleri.

Kesim Enzimi Tanima Bolgesi Kesim Ozelligi
5-T"CTAGA-3

Xbal Nadir kesen enzim
3-AGATCAT-5
5-GM"GATCC-3

BamHlI Nadir kesen enzim
3-CCTAG"G-5
5'-G T"A C-3'

Rsal Siklikla kesen enzim
3'-C AT G-5'

Inkiibasyon sonrasinda elde edilen iiriiniin 0.5 pl’si direk secici PCR igin
kullanilmistir. Secici PCR da 0.2 uM FAM veya VIC flourosan boyayla isaretli Xba
adaptor primer, Xba+CC ve Xba+CA ile 0.2 pM pmol, isaretsiz BamHI adaptor
primerler, BamHI+A, BamHI+C, BamHI+G, BamHI+T kullanilarak toplam 8 primer
kombinasyonu yapilmistir. Reaksiyon 25 pl hacimde yapilmig, 1 x PCR tampon
cozeltisi (10 mM Tris HCI, pH: 8.8, 50 mM KCI, %0.08 Nonident P40), 120 uM
dNTP, 1.8 mM MgCI, ve 1.25 iinite Taqg DNA polymeraz icerecek sekilde
hazirlanmstir. PCR dongii kosullart; ilk dongii 2.5 dk 95°C’de denatiirasyon, daha
sonra 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 70°C’de 30 sn baglanma, 72°C’de 60 sn uzama
asamas1 10 dongii boyunca devam etmis, sonra 95°C’de 30 sn denatiirasyon, 60°C’de
30 sn baglanma ve 72°C’de 60 sn uzama asamasi 40 dongii boyunca devam etmis,

son uzama asamasi 72°C’de 20 dk olacak sekilde ayarlanmustir.

3.2.7. AFLP ve AFLP Benzeri Markor Analizlerinde Kapiller Elektroforez

Kosullar1 ve Kullanilan Primerler

Kapiller elektroforez igslemi ABI 3130x1 [Applied Biosystems Inc., Foster
City, Calif, (ABI)] genetik analizor cihazi kullanilarak yapilmistir. PCR islemi
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sonrasl, her bir 6rnek i¢in 1 pul PCR iiriinii alinmus, 9.8 pl Hi-Di Formamid ve 0.2 pl
LIZ-500 size standart ile birlikte bir kuyucuga yiiklenmistir. Daha sonra 95°C* de 5
dk bekletilerek denatiire olmasi1 saglanmis ve denatiirasyon sonrast 5 dk buzda
bekletilerek DNA’nmin tek iplikcik halinde ABI 3130x1 cihazina yiiklenmesi
saglanmustir.

Arastirmada kullanilan AFLP, SAMPL ve TE-AFLP yontemlerinde
kullanilan primer kombinasyonlar1 ve sayilar1 Cizelge 3.3’de verilmistir. AFLP ve
AFLP benzeri yontemler i¢in kullanilan adaptor ve primer isimleri ve baz dizilimleri

ise Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.3. AFLP ve AFLP’den tiiremis yontemlerde kullanilan primer

kombinasyonlari.
. Toplam Primer
Yoéntemler lleri Primerler Geri Primerler .
Kombinasyonu

AFLP 2 adet EcoRl 48 adet 96 adet EcoRl/Msel

primer Msel primer primer kombinasyonu

2 adet SAMPL 48 adet 96 adet SAMPL/Msel
SAMPL . . .

primer Msel primer primer kombinasyonu

4 adet 8 adet Xba/BamH|

TE-AFLP 2 adet Xba primer . . .
BamHI primer primer kombinasyonu

TOPLAM 200 primer kombinasyonu

Cizelge 3.4. AFLP ve AFLP’den tiiremis yontemlerde kullanilan adaptor,
onselektif ve selektif primerleri.

zz::;gr Ad, Kisaltma | Baz Dizilimi (5'-3")

EcoRI adaptér—1 CTCGTAGACTGCGTACC

EcoRl adaptér-—1 AATTGGTACGCAGTCTAC

Msel adaptér—1 GACGATGAGTCCTGAG

Msel adaptér—1 TACTCAGGAACTCAT
Adaptorler B

BamHI adapt6r—1 ACGAAGTCCCGCGCCAGCAA

BamH| adaptér—2 GATCTTGCTGGCGCGGG

Xba adaptor—1 ACGTTGTGGCGGCGTCGAGA

Xba adaptor-2 CTAGTCTCGACGCCGCC
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Cizelge 3.4’lin devamu.
zz::;gr Ad, Kisaltma | Baz Dizilimi (5'-3)
Onselektif | EcoRI+A EO1 GACTGCGTACCAATTCA
primerleri | Msel+A MO1 GATGAGTCCTGAGTAAA
Msel+C MO02 GATGAGTCCTGAGTAAC
Msel+G MO03 GATGAGTCCTGAGTAAG
Selektif EcoRI+AAG E33(FAM) | GACTGCGTACCAATTCAAG
primerleri EcoRI+AGG E42(VIC) GACTGCGTACCAATTCAGG
Msel+AAA M31 GATGAGTCCTGAGTAAA
Msel+AAC M32 GATGAGTCCTGAGTAAC
Msel+AAG M33 GATGAGTCCTGAGTAAG
Msel+AAT M34 GATGAGTCCTGAGTAAT
Msel+ACA M35 GATGAGTCCTGAGTACA
Msel+ACC M36 GATGAGTCCTGAGTACC
Msel +ACG M37 GATGAGTCCTGAGTACG
Msel+ACT M38 GATGAGTCCTGAGTACT
Msel +AGA M39 GATGAGTCCTGAGTAGA
Msel+AGC M40 GATGAGTCCTGAGTAGC
Msel +AGG M41 GATGAGTCCTGAGTAGG
Msel+AGT M42 GATGAGTCCTGAGTAGT
Msel+ATA M43 GATGAGTCCTGAGTATA
Msel+ATC M44 GATGAGTCCTGAGTATC
Msel+ATG M45 GATGAGTCCTGAGTATG
Msel+ATT M46 GATGAGTCCTGAGTATT
Msel+CAA M47 GATGAGTCCTGAGTCAA
Msel+CAC M48 GATGAGTCCTGAGTCAC
Msel+CAG M49 GATGAGTCCTGAGTCAG
Msel+CAT M50 GATGAGTCCTGAGTCAT
Msel+CCA M51 GATGAGTCCTGAGTCCA
Msel+CCC M52 GATGAGTCCTGAGTCCC
Msel+CCG M53 GATGAGTCCTGAGTCCG
Msel+CCT M54 GATGAGTCCTGAGTCCT
Msel+CGA M55 GATGAGTCCTGAGTCGA
Msel+CGC M56 GATGAGTCCTGAGTCGC
Msel+CGG M57 GATGAGTCCTGAGTCGG
Msel+CGT M58 GATGAGTCCTGAGTCGT
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Cizelge 3.4’lin devamu.

zz::;gr Ad, Kisaltma | Baz Dizilimi (5'-3")

Selekif | Msel+CTA M59 GATGAGTCCTGAGTCTA

primerleri | Msel+CTC M0 GATGAGTCCTGAGTCTC
Msel+CTG M6 GATGAGTCCTGAGTCTG
Msel+CTT M62 GATGAGTCCTGAGTCTT
Msel+GAA M63 GATGAGTCCTGAGTGAA
Msel+GAC M64 GATGAGTCCTGAGTGAC
Msel+GAG M85 GATGAGTCCTGAGTGAG
Msel+GAT M66 GATGAGTCCTGAGTGAT
Msel+GCA M67 GATGAGTCCTGAGTGCA
Msel+GCC M68 GATGAGTCCTGAGTGCC
Msel+GCG M6 GATGAGTCCTGAGTGCG
Msel+GCT M70 GATGAGTCCTGAGTGCT
Msel+GGA M71 GATGAGTCCTGAGTGGA
Msel+GGC M72 GATGAGTCCTGAGTGGC
Msel+GGG M73 GATGAGTCCTGAGTGGG
Msel+GGT M74 GATGAGTCCTGAGTGGT
Msel+GTA M75 GATGAGTCCTGAGTGTA
Msel+GTC M76 GATGAGTCCTGAGTGTC
Msel+GTG M77 GATGAGTCCTGAGTGTG
Msel+GTT M78 GATGAGTCCTGAGTGTT
SAMPL-6 6-FAMACACACACACACACATATAA
SAMPL-7 7-VIC-TGTGTGTGTGTGTGTATAT
Xba+CC 6-FAM-GGCGTCGAGACTAGACC
Xba+CA VIC-GGCGTCGAGACTAGACA
BamHI+A GTTTCGCGCCAGCAAGATCCA
BamHI+C GTTTCGCGCCAGCAAGATCCC
BamHI+G GTTTCGCGCCAGCAAGATCCG
BamHI+T GTTTCGCGCCAGCAAGATCCT

3.2.8. SSR Analizleri
SSR-PCR reaksiyonu 12 pl hacimde hazirlanmigtir. Reaksiyon, 75 mM Tris-

HC], pH: 8.8, 20 mM (NH,4), SO4, 2.0 mM MgCl, %0.01 Tween 20, 200 uM dNTP,
50 nM 5’ ucunda M13 iiniversal primeri eklenmis ileri primer (5’-TGTAAAACG
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ACGGCCAGT-3"+ ileri primer), 200 nM geri primer, 200 nM 5° ucu 6-FAM, VIC,
NED ve PET ile isaretlenmis MI13 {iniversal primer (5-TGTAAAACG
ACGGCCAGT=3’), 0.6 iinite Taq DNA polymeraz ve 10 ng DNA ile hazirlanmstir.
Calismada, Zaloglu (2008) tarafindanYiiksek Lisans tezi kapsamimda Cukurova
Univeristesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii Molekiiler Genetik
Laboratuvarinda gelistirilen ve monoik P. atlantica ana bitkisinde bant verdigi
belirlenen 28 primer cifti ile Ahmad ve ark. (2003) tarafindan gelistirilen 5 SSR
primer cifti kullanilmigtir.

PCR reaksiyonu i¢in sicaklik ve dongii kosullar1 Schuelke (2000)’e gore bazi
degisiklikler ile uygulanmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. SSR analizlerinde kullanilan sicaklik ve dongii kosullari.

i 0 Siire Doéngi
Program No | Islem Sicaklik ("C) (sn) sayisi
1. llk denatiirasyon 94 300 1
2.1 Denatiirasyon 94 45
Primerin DNA’'ya 56 60
2.2 baglanmasi 28
03 Uzama safhasi 72 120
3.1 Denatlirasyon 94 45
Primerin DNA’'ya
3.2 ) 53 60 8
baglanmasi
3.3 Uzama safhasi 72 120
Son Uzama
4, 72 300 1
safhasi

3.2.8.1. SSR Analizlerinde Kapiller Elektroforez Kosullar

Kapiller elektroforez islemi ABI 3130xl [Applied Biosystems Inc., Foster
City, Calif, (ABI)] genetik analizor cihazi kullanilarak yapilmistir. Kapiller
elektroforez icin FAM, VIC, NED, PET flourosan boyalariyla etiketli primerle
yapilmig PCR reaksiyonlarindan, her bir 6rnek i¢in 0.5 ul PCR iiriinii alinmis, 9.8 pl
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Hi-Di Formamid ve 0.2 pul LIZ-500 size standart ile birlikte bir kuyucuga
yiiklenmistir. Daha sonra 95°C’de 5 dk bekletilerek denatiire olmasi saglanmis ve
denatiirasyon sonrasi 5 dk da buzda bekletilerek DNA’nm tek iplik¢ik halinde ABI

3130x1 cihazina yiikklenmesi saglanmustir.

3.2.9. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin ve Bilgi Iceriklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin polimorfizm oranlar1 (PO), primelerden elde
edilen polimorfik bant sayilarinm, toplam bant sayisina boliintip 100 ile
carpilmastyla elde edilmistir.

Polimorfizm bilgi iceriklerinin belirlenmesinde polimorfik ve monomorfik
bantlarin frekanslar1 ayr1 ayr1 ve Smith ve ark.’a (1997) gore hesaplanmistir.

Formiilde yer alan Pi, 1 bandinin frekansin temsil etmektedir.

PBi: 1-YPi

3.2.10. Primerlerin Ayirma Giiclerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin aywrma giicleri Prevost ve Wilkinson
(1999) tarafindan gelistirilen yonteme gore asagidaki formiil esas alinarak
hesaplanmistir. Formiilde bulunan “p”, “I” bandmin toplam genotipteki oranini
temsil etmektedir.

Ayirma giicii: Y'Ib

Ib=1-(2 x 10.5-pl)
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kendilenmis Monoik Atlantik Sakizi Populasyonunda AFLP Yontemiyle

Polimorfizmin Belirlenmesi

AFLP analizlerinde, o6n PCR asamasinda 1 secici niikleotid igeren EcoRI
primer EcoRI+A ve Msel primerler Msel+A, Msel+C ve Msel+G kombinasyonlar:
ile secici PCR asamasinda FAM ve VIC flourosan boyalarla etiketli, 3 secici
niikleotid iceren 2 adet EcoRI primer ve 3 secici niikleotid iceren, 48 adet etiketsiz
Msel primer kombinasyonlar1 olmak iizere toplam 96 adet primer kombinasyonu
kullanilmastir.

Elektroforez islemi, kapiller elektroforez yontemi ile, ABI 3130x] otomatik
genetik analizor cihazi kullanilarak yapilmis, amplifikasyon iriinleri var (1) ya da
yok (0) seklinde GeneMapper 4.0 bilgisayar paket programinda skorlanmustir.
Skorlama esnasinda degerlendirmesi kolay ve net olan bantlar se¢ilmistir.

Sekil 4.1°’de standart AFLP yonteminde E33-MS52 primer kombinasyonu
kullanilarak yapilmis selektif PCR reaksiyonu ardindan ABI 3130xl cihazmna
yiiklenen PCR iirtinlerinin kapiller elektroforez sonrasi kendilenmis monoik yavru

bireylerde polimorfik bantlar1 iceren elektroferogrami verilmistir.
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Sekil 4.1. E33-M52 primer kombinasyonu ile yapilmig selektif PCR reaksiyonu
ardindan ABI 3130xl cihazina yiiklenen PCR iiriinlerinin kapiller
elektroforez sonrasi kendilenmis monoik yavru bireylerde polimorfik
bantlar1 iceren elektroferograma.
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AFLP analizlerinde kullanilan primer kombinasyonlarinin isimleri ve elde
edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), primerlere ait
polimorfizm oranlar1 (PO), polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma giicleri (AG)
Cizelge 4.1°de verilmistir.

96 adet primer kombinasyonundan 2 tanesi hi¢ bant iiretmemistir. Kalan 94
primer kombinasyonu 603’ti (%7.3) polimorfik olan toplam 8177 bant iiretmistir.
Monomorfik bant sayis1 7574 olarak bulunmustur. Primer basina diisen toplam bant
say1s1 (PBDTBS) 85.17 ve primer basma diisen polimorfik bant sayis1 (PBDPBS)
6.28 olarak belirlenmistir. En fazla polimorfik bant veren primer cifti (18 adet) E33-
M52 olarak bulunurken, en az polimorfik bant veren (1) primer ciftleri E42-M56,
E33-M46 ve E33-M38 olarak bulunmustur. En yiiksek polimorfizm oranini (%23.4)
E42-M37 primer kombinasyonu verirken, en diisiik polimorfizm oranini (%1.1) E42-
MS56 primer kombinasyonu vermistir. Polimorfik bant biiyiikliiklerinin 51-496 bg

o

arasinda degistigi belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Monoik atlantik sakizi ve monoik atlantik sakizinin kendilenmesiyle
elde edilmis 10 yavru bireyde AFLP primerleri kullanilarak yapilan 6n
selektif PCR ve selektif PCR asamalarindan sonra elde edilen toplam
bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani
(PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

No Primer Kombinasyonu TBS PBS PO AG PBI
1 E33-M31 0 0 0 0 0
2 E42-M31 0 0 0 0 0
3 E33-M32 79 0 0 0 0
4 E42-M32 100 0 0 0 0
5 E33-M33 108 8 7.4 1.62 0.33
6 E42-M33 131 14 10.6 1.44 0.45
7 E33-M34 113 6 5.3 1.58 0.36
8 E42-M34 128 9 7 1.44 0.46
9 E33-M35 99 7 7 1.31 0.56

10 E42-M35 150 3 2 1.2 0.63

11 E33-M36 92 8 8.6 1.15 0.66

12 E42-M36 100 9 9 1.24 0.59

13 E33-M37 64 14 21.8 1.38 0.50

14 E42-M37 64 15 23.4 1.38 0.50

15 E33-M38 74 1 1.3 1.6 0.36

16 E42-M38 119 9 7.5 1.46 0.44

17 E33-M39 140 7 5 1.51 0.42

18 E42-M39 110 10 9 1.44 0.47

19 E33-M40 89 6 6.7 1.23 0.61

20 E42-M40 81 4 4.9 1.6 0.36
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Cizelge 4.1’in devamu.

No | Primer Kombinasyonu TBS PBS PO AG PBI
21 E33-M41 102 2 1.9 1.2 0.63
22 E42-M41 81 9 11.1 1.15 0.65
23 E33-M42 93 6 6.4 1.36 0.52
24 E42-M42 110 7 6.3 1.17 0.65
25 E33-M43 108 2 1.8 1.5 0.43
26 E42-M43 123 0 0 0 0

27 E33-M44 117 7 5.9 1.57 0.38
28 E42-M44 110 9 8.1 1.26 0.58
29 E33-M45 120 4 3.3 1.3 0.55
30 E42-M45 118 8 6.7 1.3 0.56
31 E33-M46 70 1 1.4 1.6 0.36
32 E42-M46 137 2 1.4 1.5 0.43
33 E33-M47 93 2 2.1 1.2 0.64
34 E42-M47 153 12 7.8 1.23 0.61
35 E33-M48 91 7 7.6 1.45 0.46
36 E42-M48 96 14 14.5 1.31 0.55
37 E33-M49 101 8 7.9 1.4 0.50
38 E42-M49 90 11 12.2 1.45 0.46
39 E33-M50 70 3 4.2 1.2 0.59
40 E42-M50 101 7 6.9 1.22 0.61
41 E33-M51 45 4 8.8 1.45 0.46
42 E42-M51 86 6 6.9 1.4 0.50
43 E33-M52 94 18 19.1 1.32 0.55
44 E42-M52 64 10 15.6 1.28 0.58
45 E33-M53 73 13 17.8 1.33 0.53
46 E42-M53 77 11 14.2 1.25 0.59
47 E33-M54 84 6 7.1 1.23 0.59
48 E42-M54 77 7 9 1.37 0.51
49 E33-M55 63 11 17.4 1.18 0.62
50 E42-M55 74 8 10.8 1.3 0.56
51 E33-M56 48 10 20.8 1.32 0.54
52 E42-M56 86 1 1.1 1.4 0.51
53 E33-M57 43 7 16.2 1.25 0.60
54 E42-M57 63 10 15.8 1.22 0.62
55 E33-M58 68 6 8.8 1.23 0.59
56 E42-M58 92 6 6.5 1.4 0.5
57 E33-M59 112 2 1.7 1.6 0.36
58 E42-M59 100 9 9 1.37 0.51
59 E33-M60 93 5 5.3 1.4 0.50
60 E42-M60 110 6 5.4 1.2 0.63
61 E33-M61 61 0 0 0 0

62 E42-M61 77 0 0 0 0

63 E33-M62 95 4 4.2 0.95 0.77
64 E42-M62 123 4 3.2 1.3 0.57
65 E33-M63 66 1 1.5 1.4 0.51
66 E42-M63 110 10 9 1.36 0.52
67 E33-M64 80 11 13.7 1.32 0.55
68 E42-M64 66 12 18.1 1.28 0.57
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Cizelge 4.1’in devamu.

No | Primer Kombinasyonu TBS PBS PO AG PBI
69 E33-M65 87 7 8 1.31 0.56
70 E42-M65 88 5 5.6 1.36 0.52
71 E33-M66 75 3 4 1.2 0.63
72 E42-M66 80 0 0 0 0
73 E33-M67 92 6 6.5 1.26 0.59
74 E42-M67 96 8 8.3 1.35 0.53
75 E33-M68 59 9 15.2 1.26 0.58
76 E42-M68 62 8 12.9 1.42 0.48
77 E33-M69 63 3 4.7 1.4 0.49
78 E42-M69 65 2 3 1.4 0.51
79 E33-M70 58 1 1.7 1.4 0.51
80 E42-M70 71 8 11.2 1.22 0.61
81 E33-M71 60 5 8.3 1.32 0.55
82 E42-M71 94 7 7.4 1.25 0.59
83 E33-M72 26 1 3.8 1.6 0.36
84 E42-M72 101 15 14.8 1.25 0.59
85 E33-M73 76 9 11.8 1.4 0.49
86 E42-M73 85 8 9.4 1.22 0.61
87 E33-M74 15 0 0 0 0
88 E42-M74 57 3 5.2 1.53 0.41
89 E33-M75 60 2 3.3 1.3 0.57
90 E42-M75 100 4 4 1.4 0.50
91 E33-M76 65 7 10.7 1.25 0.60
92 E42-M76 62 2 3.2 1.3 0.57
93 E33-M77 66 6 9 1.4 0.5
94 E42-M77 72 8 11.1 1.45 0.46
95 E33-M78 77 5 6.4 1.4 0.5
96 E42-M78 110 12 10.9 1.28 0.56
TOPLAM 8177 603 - 117.2 -
ORTALAMA 85.17 6.28 8 1.22 0.53

F1 bitkilerinde yapilmis calismalarda, Marques ve ark. (1998) okaliiptiis
bitkisinde yaptiklar1 haritalama caligmasinda primer basmna diisen polimorfik bant
sayisint 25.25 olarak bulmuglardir. Hurtado ve ark. (2002) kayis1 bitkisinde F1
bireylerinde yaptiklar1 haritalama caligmasinda, AFLP yontemiyle primer basina
diisen polimorfik bant sayisin1 10 olarak hesaplamislardir. Carlier ve ark. (2004)
ananas bitkisinde F1 bireylerinde yaptiklar1 haritalama c¢aligmasinda AFLP
yonteminde primer basma diisen polimorfik bant sayisin1 10.2 olarak bulmuslardir.
Beedanagari ve ark. (2005) pikan cevizi (Carya illinoinensis) F1 bitkileriyle yapmis
olduklar1 calismada AFLP yontemiyle, basma diisen polimorfik bant sayisim 12.9

olarak tespit etmislerdir. Kendileme caprazindan daha az sayida polimorfik markor
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elde ettiklerini bildirmislerdir. Saha ve ark. (2005) cimende (Festuca arundinacea)
yine F1 bitkileriyle ve AFLP yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada, primer basina diisen
polimorfik bant sayisinin 35 oldugunu bildirmislerdir.

Antepfistiginda genetik kaynaklarin karakterizasyonu ile ilgili yapilmis
caligmalarda, Kafkas ve Perl-Treves (2001) 4 Pistacia tiiriinde RAPD yontemiyle
yaptiklar1 ¢calismada, primer basina diisen toplam bant sayisin1 13.8 ve primer basina
diisen polimorfik bant sayisint 12.8 olarak bulmuslardir. Kafkas ve Perl-Treves
(2002) 9 Pistacia tiiriinde yine RAPD yontemiyle yaptiklar1 caligmada, primer basina
diisen toplam bant sayisin1 12.1 ve primer basina diisen polimorfik bant sayisini 11.4
olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada AFLP yontemi, RAPD yonteminin yaklasik 67
kat1 kadar fazla bant vermistir ancak polimorfik bant sayis1 bakimindan AFLP
yontemi, RAPD yoOnteminin yarisi kadar bant vermistir. RAPD yodnteminde
polimorfizm kaynag, primerlerin genom iizerinde rastgele bolgelere baglanmas: ve
bu rastgele bolgelerin ¢ogaltilmasidir. Iyi derecede polimorfizm gosteren bir tekniktir
ancak RAPD yonteminin tekrarlanabilirligi zayiftir. Ayrica ¢aligmada kullanilan
materyalin antepfistiginin farkl tiirlerine ait olmasi da daha fazla oranda polimorfik
bant elde edilmesine sebep olmustur. AFLP yontemi kesim bolgelerindeki degisime
gore polimorfizmi saptayan ve kesilen fragmetlerin cogaltilmasini saglayan, bu
sekilde ¢ok fazla sayida bant elde edilmesine sebep olan bir tekniktir. Kafkas ve ark.
(2006a) 69 antepfistig1 ¢esidini kullanarak yaptiklar1 ¢calismada her primer cifti i¢in
ortalama 27.5 polimorfik AFLP bandi elde etmislerdir. Kafkas ve ark. (2006b)
antepfistigina ait yabani ve kiiltiir gesitleriyle yaptiklari caliymada, primer basina
diisen polimorfik bant sayisinin ortalama 17 oldugunu bildirmiglerdir. Kafkas
(2006b) 10 Pistacia tiirtinde yaptig1 AFLP caligmasinda, primer basina diisen toplam
bant sayisin1 45.8 ve primer basina diisen polimorfik bant sayisim1 41.5 olarak
bulmustur. Basha ve ark. (2007) Suriye antepfistiklarinda primer basina diisen
polimorfik bant sayisinin ortalama 24 oldugunu bildirmislerdir.

Antepfistigit  disinda, baska bitkilerde yapilmis genetik kaynaklarin
karakterizasyonu ile ilgili calismalarda, Paglia ve ark. (1998) Avrupa ladininde
(Picea abies K), Pstl/Msel primer kombinasyonlariyla, her bir primer cifti icin

ortalama 12.6 polimorfik bant elde etmislerdir. Kafkas ve ark. (2005) ceviz
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bitkisinde yaptiklar1 ¢calismada AFLP yonteminde primer basina diisen polimorfik
bant sayisint 29.8 olarak bulmuslardir. Tam ve ark. (2005) AFLP yontemi ile
domateste primer basma diisen toplam bant sayisin1 93.89 ve primer basina diisen
polimorfik bant sayisin1 13.67 ve biberde primer basina diisen toplam bant sayisini
159.11 ve primer basina diisen polimorfik bant sayisimi 12.78 olarak
hesaplamislardir. Zhang ve ark. (2005) AFLP yonteminde primer basmna 9.1-11.0
polimorfik markor elde ettiklerini bildirmislerdir. Altintas ve ark. (2008) bugdayda
yapmis olduklar1 ¢alismada AFLP yonteminde, primer basina diisen polimorfik bant
sayisinin 75.8 olarak bulmuslardir. Kafkas ve ark. (2008) dutta AFLP ile yaptiklar1
calismada primer basmna diisen toplam bant sayisinin 52 ve primer basina diisen
polimorfik bant sayisinin 42.1 oldugunu bildirmislerdir.

Bu calismada primer basina diisen polimorfik bant sayilar1 bahsedilen
caligmalarda elde edilen degerlerden oldukga diisiiktiir. Bunun nedeni bu ¢alismada
kendilenmis bitkilerin kullanilmasidir.

Tosti ve ark. (2005) boriilcede, AFLP yontemi ile, primer basma diisen
polimorfik bant sayisinin 2.8 ve primer basma diisen toplam bant sayisinin 39.4
oldugunu, Cavalcanti ve ark. (2007) kaju fistiginda (Anacardium occidentale)
AFLP yontemi ile primer basina diisen polimorfik bant sayisinin 4.5 oldugunu
bildirmislerdir. Bu calismada elde edilen toplam bant ve polimorfik bant sayilari
bahsedilen calismalara gore daha yiiksektir. Bunun nedeninin kullanilan
populasyonlar oldugu diistiniilmektedir. Tosti ve ark.’m (2005) kullandig:
populasyonun, Italya’nin merkezinde bulunan Trasimeno golii’niin etrafinda,
birbirine komsu olan ii¢ araziden ve yalitilmis bir bolgeden toplanmis olmasi ve
Cavalcanti ve ark.’in (2007) kullandig1 populasyonun F1 bireylerine ait olmasinin
polimorfizmi diisiirdiigii tahmin edilmektedir. Caprazlamada ayni 6zellik bakimmdan
z1t ve homozigot iki birey kullanilmustir.

Calisma sonucunda, tiim primer ¢iftlerinden elde edilen ortalama polimorfizm
orant %8 olarak bulunmustur. Antepfistigiyla yapilmis caligmalarda, Kafkas (2006b)
10 Pistacia tirinde AFLP yontemiyle polimorfizm oranmm (%PO) 90.5 olarak
bulmustur. Kafkas ve ark. (2006b) yabani antepfistig1 (P. vera) ve 3 kiiltiir ¢esidi ile

yaptiklar1 calismada polimorfizm oranim1 % 46.7 olarak hesaplamiglardir.
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Antepfistigt disinda baska bitkilerde yapilmis calismalara bakildiginda,
Kafkas ve ark. (2005) cevizde AFLP yontemiyle yaptiklar1 calismada, polimorfizm
oranimnin  %49.9 oldugunu bildirmiglerdir. Altintas ve ark.’mn (2008) AFLP
yonteminden elde ettikleri polimorfizm oranlar1 beyaz bugday, esmer bugday ve
ekmeklik bugday icin swrasiyla %64, %40 ve %48 seklindedir. Kafkas ve ark.
(2008) dut bitkisinde AFLP yontemiyle yapmis olduklar1 caliymada polimorfizm
oranimn1 %80.5 olarak bulmuslardir. Bu calismada elde edilen polimorfizm orani
degeri bahsedilen caligmalara gore oldukca diisiiktiir. Bu durum kullanilan
populasyondan kaynaklanmaktadir.

Antepfistigimin farkl tiir ve cesitleri kullanilarak ya da farkli bir bitki i¢in
yapilan karakterizasyon caligmalarinda polimorfizm yakalama olasilii, bireyin
kendilenmesiyle elde edilmis yavru bireyler arasinda polimorfizm yakalama
olasiligindan daha yiiksektir. Bu calismada kendilenmis populasyon kullanilmasi
polimorfizmi diistiren bir durum olmustur.

Polimorfizm bilgi igeriginin 0.33 ile 0.77 arasinda degistigi ve polimorfizm
bilgi icerigi ortalamasinin 0.53 oldugu belirlenmistir. En diisikk polimorfizm bilgi
icerigi degerininin (0.33) E33-M33 primer kombinasyonundan ve en Yyiiksek
polimorfizm bilgi igerigi degerinin (0.77) E33-M62 primer kombinasyonundan elde
edildigi goriilmistiir. Kafkas (2006b) 10 Pistacia tiirtinde AFLP yontemiyle yaptigi
calismada polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ortalamasin1 0.668 olarak elde etmistir.
Antepfistig1 diginda bagka bitkilerde yapilmis caligmalara bakildiginda, Kafkas ve
ark. (2008) dut bitkisinde AFLP ile yaptiklar1 ¢calismada polimorfizm bilgi icerigini
0.812 olarak bulmuslardir. Bu caligmada elde edilen polimorfizm bilgi igerigi daha
diisiiktiir. Bunun nedeni kullanilan primer kombinasyonlarimin ve kullanilan bitkisel
materyalin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Tam ve ark. (2005) polimorfizm bilgi icerigi degerlerini AFLP yontemiyle,
domateste 0.046 ve biberde, 0.026 olarak bulmuslardir. Bu caligmada elde edilen
polimorfizm bilgi igerigi degeri Tam ve ark.’a (2005) gore ise daha yiiksektir.
Bunun nedeninin kullanilan bitkisel materyalden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Tam ve ark.’in (2005) homozigot hat domates ve biber kullanmasinin buna neden

oldugu tahmin edilmektedir. Bu durum, AFLP yonteminin homozigot hatlarda
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baglant1 analizlerinde kullanilabilecek polimorfik markor verme egiliminin diisiik
oldugunu gostermektedir.

Primerlerin aymrma gii¢leri incelendiginde, ayrma giiciiniin 0.95 ile 1.62
arasinda degistigi ve toplam ayirma giiciiniin 117.2 oldugu goriilmiistiir. En yiiksek
ayirma giicii degeri (1.62) E33-M33 primer kombinasyonundan elde edilirken en
diisik ayrrma giicii degeri (0.95) E33-M62 primer kombinasyonundan elde
edilmistir. Ortalama ayirma giicii degeri 1.22 olarak hesaplanmistir. Kafkas (2006b)
10 Pistacia tiirinde AFLP yontemiyle yapmis oldugu caligmada ortalama ayirma
giiciinii 40.43 olarak hesaplamustir.

Antepfistig1 diginda baska tiirlerde yapilan ¢alismalara bakildiginda, Kafkas
ve ark. (2005) ceviz bitkisinde AFLP ile yapmis olduklar1 caligmada ortalama
ayirma giicliniin 16.1 oldugunu bildirmislerdir. Altintas ve ark. (2008) bugdayda,
AFLP yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada ortalama ayirma giiclerini beyaz bugdayda
39.96, esmer bugdayda 19.42 ve ekmeklik bugdayda 31.22 olarak bulmuslardir. Bu
calismada elde edilen ayirma giicii ortalamasi daha diisiiktiir. Bu durum kullanilan
materyalde varyasyonun az olmasmdan kaynaklanmaktadir.

Kafkas ve ark. (2008) dut bitkisinde AFLP yontemiyle yaptiklar1 caligmada
ayirma giicii ortalamasini 0.62 olarak hesaplamislardir. Bu c¢aligmada, Kafkas ve
ark.’a (2008) gore ortalama ayirma giicii degeri daha yiiksek bulunmustur. Bu durum
dut genetik kaynaklarindaki varyasyonun antepfistigindan daha diisiik oldugunu

gostermektedir.

4.2. Kendilenmis Monoik Atlantik Sakizi Populasyonunda TE-AFLP

Yontemiyle Polimorfizmin Belirlenmesi

TE-AFLP yonteminde toplam 8 primer kombinasyonu test edilmistir.
Standart AFLP yonteminde oldugu gibi elektroforez islemi, kapiller elektroforez
yontemi ile, ABI 3130x] otomatik genetik analizOr cihazi kullanilarak yapilmus,
amplifikasyon iirtinleri var (1) ya da yok (0) seklinde GeneMapper 4.0 bilgisayar

paket programinda skorlanmistir. Skorlama esnasinda net olan bantlar se¢ilmistir.
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Sekil 4.2’de TE-AFLP yonteminde Xba+CA-BamHI+A  primer
kombinasyonu kullanilarak yapilmis selektif PCR reaksiyonu ardindan ABI 3130x1
cithazina yiiklenen PCR iiriinlerinin kapiller elektroforez sonrasi polimorfik bantlar:

iceren elektroferogrami verilmistir.

IR e

a1 175 [s1 187 [s1 150]

150 152 194 1586 188
T T T T —T—

Sekil 4.2. TE-AFLP yonteminde Xba+CA-BamHI+A primer kombinasyonu
kullanilarak yapilmis selektif PCR reaksiyonu ardindan ABI 3130xl
cihazina yiiklenen PCR iiriinlerinin kapiller elektroforez sonrasi
kendilenmis monoik yavru bireylerde polimorfik bantlar1 iceren
elektroferograma.

TE-AFLP analizlerinde kullanilan primer kombinasyonlarmin isimleri ve elde
edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), primerlere ait
polimorfizm oranlar1 (PO), polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma giicleri (AG)
Cizelge 4.2°de verilmistir.

Xba+CA-BamHI+G ve Xba+CC-BamHI+C primer kombinasyonlar1 hi¢ bant
tiretmemistir. Kalan 6 primer kombinasyonu, 36’s1 (%11.9) polimorfik olan toplam
302 bant iiretmistir. Monomorfik bant sayis1 266 olarak bulunmustur. Primer basina
diisen toplam bant sayis1t 37.75 ve primer basina diisen polimorfik bant sayis1 4.50
olarak hesaplanmaistir.

En fazla polimorfik bandi (13) Xba+CC-BamHI+A primer kombinasyonu
vermis olup, en az polimorfik bandi (1) Xba+CC-BamHI+T primer kombinasyonu
vermistir. Polimorfik bant biiyiikliiklerinin  59-492 b¢ arasinda degistigi

belirlenmistir.
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Calisma sonucunda tiim primer ciftlerinden elde edilen ortalama polimorfizm
oram1 %14 olarak bulunurken, en diisiik polimorfizm oranmi (%8) Xba+CA-
BamHI+C primer kombinasyonu ve en yiiksek polimorfizm oranmi (%48) Xba+CC-
BamHI+G primer kombinasyonu vermistir.

Polimorfizm bilgi icerigi ortalamasi 0.59 olarak bulunmus, en yiiksek
polimorfizm bilgi igerigine (0.75) sahip primer kombinasyonu Xba+CC-BamHI+T
ve en diisiik polimorfizm bilgi igerigine sahip (0.51) primer kombinasyonu Xba+CC-
BamHI+A olarak bulunmustur.

Toplam aymrma giiciiniin 7.49 oldugu ve Xba+CA-BamHI+A primer
kombinasyonunun en yiiksek ayirma giicli degerine (1.37) sahip oldugu, Xba+CC-
BamHI+T primer kombinasyonunun en diisiik (1.00) aywrma giicii degerine sahip

oldugu belirlenmistir. Ortalama ayirma giicii 0.07 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.2. Monoik atlantik sakizi ve monoik atlantik sakizinin kendilenmesiyle
elde edilmis 10 yavru bireyde TE-AFLP primerleri kullanilarak yapilan
selektif PCR asamasindan sonra elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS),
polimorfik bant sayilar (PBS), polimorfizm orami (PO), polimorfizm
bilgi icerigi (PBI) ve ayrrma giicii (AG) degerleri.

No | Primer Kombinasyonu TBS |[PBS |PO |AG PBI
1 | Xba+CC-BamHI+A 56 13 23 1.36 0.51
2 | Xba+CA-BamHI+A 77 7 9 1.37 0.52
3 | Xba+CC-BamHI+C 21 0 0 0 0
4 | Xba+CA-BamHI+C 39 3 8 1.13 0.67
5 | Xba+CC-BamHI+G 21 10 48 1.32 0.54
6 | Xba+CA-BamHI+G 59 0 0 0 0
7 | Xba+CC-BamHI+T 6 1 17 1.00 0.75
8 | Xba+CA-BamHI+T 23 2 9 1.30 0.57
TOPLAM 302 36 - 7.49 -
ORTALAMA 37.75| 4.50 14 0.07 0.59

4.3. Kendilenmis Monoik Atlantik Sakizi Populasyonunda SAMPL Yontemiyle

Polimorfizmin Belirlenmesi
SAMPL yonteminde standart AFLP yonteminden farkli olarak ikinci PCR

asamasinda her biri 3 secici niikleotid iceren 48 adet isaretsiz Msel primerlerinin,

FAM ve VIC florasan boyalarla isaretli SAMPL-6 ve SAMPL-7 primerler ile
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kombinasyonu kullanilmis olup standart AFLP yonteminde oldugu gibi toplam 96
adet primer kombinasyonu denenmistir.

Standart AFLP ve TE-AFLP yonteminde oldugu gibi elektroforez islemi,
kapiller elektroforez yontemi ile ABI 3130xl otomatik genetik analizér cihazi
kullanilarak yapilmig, amplifikasyon diiriinleri var (1) ya da yok (0) seklinde
GeneMapper 4.0 bilgisayar paket programinda skorlanmistir. Skorlama esnasinda
degerlendirmesi kolay ve net olan bantlar alinmustir.

Sekil 4.3’de SAMPL yonteminde SAMPL7-M31 primer kombinasyonu
kullanilarak yapilmis selektif PCR reaksiyonu ardindan ABI 3130xl cihazina
yiiklenen PCR iirtinlerinin kapiller elektroforez sonras: kendilenmis monoik yavru

bireylerde polimorfik bantlar1 iceren elektroferogrami verilmistir.
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Sekil 4.3. SAMPL yonteminde SAMPL7-M31 primer kombinasyonu kullanilarak
yapilmig selektif PCR reaksiyonu ardindan ABI 3130xl cihazina yiiklenen
PCR iiriinlerinin kapiller elektroforez sonrasi kendilenmis monoik yavru
bireylerde polimorfik bantlar iceren elektroferograma.

SAMPL analizlerinde kullanilan primer kombinasyonlarinm isimleri ve elde
edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), primerlere ait
polimorfizm oranlar1 (PO), polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma giicleri (AG)

Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Primer ciftlerinden 3 tanesi hi¢ bant tretmemistir. Kalan 93 primer
kombinasyonu 358’1 (%6.01) polimorfik olan toplam 5952 bant vermistir. Primer
basma diisen toplam bant sayis1 62 ve primer basina diisen polimorfik bant sayisi
3.72 olarak tespit edilmistir. En fazla polimorfik band1 (27) SAMPL7-M31 primer
kombinasyonu vermis olup, en az polimorfik band1 (1) SAMPL7M46, SAMPL7-
M47, SAMPL6-M48, SAMPL6-M49, SAMPL6-M53, SAMPL6-M54, SAMPL6-
M55, SAMPL6-M57, SAMPL7-M57, SAMPL7-M58, SAMPL7-M60, SAMPL6-
M61, SAMPL7-M61, SAMPL7-M62, SAMPL7-M65, SAMPL7-M69, SAMPL6-
M70, SAMPL6-M72, SAMPL7-M74, SAMPL6-M77, SAMPL7-M78 primer
kombinasyonlar1 vermistir. Monomorfik bant sayis1 5594 olarak elde edilmistir.

o

Polimorfik bant biiyiikliiklerinin 53-488 b¢ arasinda degistigi gozlenmistir.

Cizelge 4.3. Monoik atlantik sakizi ve monoik atlantik sakizinin kendilenmesiyle elde
edilmis 10 yavru bireyde SAMPL primerleri kullanilarak yapilan selektif
PCR asamasindan sonra elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS),
polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oram (PO), polimorfizm
bilgi icerigi (PBI) ve ayrrma giicii (AG) degerleri.

No Primer Kombinasyonu TBS PBS PO AG PBI
1 SAMPL6-M31 50 6 12 1.06 0.70
2 SAMPL7-M31 139 27 19.4 1.36 0.52
3 SAMPL6-M32 51 13 25.4 1.4 0.50
4 SAMPL7-M32 124 24 19.3 1.38 0.51
5 SAMPL6-M33 55 10 18.1 1.12 0.67
6 SAMPL7-M33 140 19 13.5 1.42 0.48
7 SAMPL6-M34 60 3 5 1 0.75
8 SAMPL7-M34 102 16 15.6 1.41 0.49
9 SAMPL6-M35 62 8 12.9 1.3 0.56

10 SAMPL7-M35 102 12 11.7 1.31 0.55

11 SAMPL6-M36 69 14 20.2 1.41 0.49

12 SAMPL7-M36 112 10 8.9 1.46 0.45

13 SAMPL6-M37 50 9 18 1.28 0.58

14 SAMPL7-M37 130 0 0 0 0

15 SAMPL6-M38 60 6 10 1.33 0.52

16 SAMPL7-M38 98 15 15.3 1.42 0.47

17 SAMPL6-M39 64 3 4.6 1.26 0.59

18 SAMPL7-M39 140 2 1.4 1.5 0.43

19 SAMPL6-M40 60 6 10 1.4 0.49

20 SAMPL7-M40 145 11 7.5 1.34 0.53

21 SAMPL6-M41 108 0 0 0 0

22 SAMPL7-M41 120 19 15.8 1.35 0.52

23 SAMPL6-M42 52 4 7.6 1.15 0.65

24 SAMPL7-M42 110 9 8.1 1.33 0.54

25 SAMPL6-M43 57 7 12.2 1.25 0.42

26 SAMPL7-M43 108 0 0 0 0
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Cizelge 4.3’lin devamu.

No Primer Kombinasyonu TBS PBS PO AG PBI
27 SAMPL6-M44 40 3 7.5 1.6 0.36
28 SAMPL7-M44 120 2 1.6 1.2 0.64
29 SAMPL6-M45 64 9 14 1.4 0.50
30 SAMPL7-M45 58 3 5.1 1.4 0.51
31 SAMPL6-M46 0 0 0 0 0
32 SAMPL7-M46 130 1 0.7 1.6 0.36
33 SAMPL6-M47 40 0 0 0 0
34 SAMPL7-M47 50 1 2 1.4 0.51
35 SAMPL6-M48 32 1 3.1 1 0.75
36 SAMPL7-M48 36 0 0 0 0
37 SAMPL6-M49 31 1 3.2 1 0.75
38 SAMPL7-M49 60 0 0 0 0
39 SAMPL6-M50 26 0 0 0 0
40 SAMPL7-M50 56 0 0 0 0
41 SAMPL6-M51 32 0 0 0 0
42 SAMPL7-M51 43 0 0 0 0
43 SAMPL6-M52 37 0 0 0 0
44 SAMPL7-M52 40 0 0 0 0
45 SAMPL6-M53 30 1 3.3 1.4 0.51
46 SAMPL7-M53 64 2 3.1 1.5 0.43
47 SAMPL6-M54 17 1 5.8 1 0.75
48 SAMPL7-M54 25 0 0 0 0
49 SAMPL6-M55 21 1 4.7 1.4 0.51
50 SAMPL7-M55 42 0 0 0 0
51 SAMPL6-M56 15 3 20 1.26 0.58
52 SAMPL7-M56 29 1 3.4 1.2 0.64
53 SAMPL6-M57 14 4 28.5 1.45 0.46
54 SAMPL7-M57 33 1 3 1.6 0.36
55 SAMPL6-M58 19 4 21 1.45 0.46
56 SAMPL7-M58 27 1 3.7 1 0.75
57 SAMPL6-M59 24 3 12.5 1.13 0.67
58 SAMPL7-M59 43 3 6.9 1.46 0.45
59 SAMPL6-M60 20 0 0 0
60 SAMPL7-M60 58 1 1.7 1.6 0.36
61 SAMPL6-M61 27 1 3.7 1.4 0.51
62 SAMPL7-M61 41 1 2.4 1.4 0.51
63 SAMPL6-M62 19 0 0 0 0
64 SAMPL7-M62 50 1 2 1.6 0.36
65 SAMPL6-M63 20 3 15 1.13 0.67
66 SAMPL7-M63 135 2 1.4 1.2 0.6
67 SAMPL6-M64 37 0 0 0 0
68 SAMPL7-M64 100 6 6 1.36 0.51
69 SAMPL6-M65 41 0 0 0 0
70 SAMPL7-M65 116 1 0.8 1.4 0.51
71 SAMPL6-M66 30 0 0 0 0
71 SAMPL7-M66 75 2 2.6 1.3 0.57
73 SAMPL6-M67 19 0 0 0 0
74 SAMPL7-M67 110 3 2.7 1.4 0.49
75 SAMPL6-M68 45 0 0 0 0
76 SAMPL7-M68 69 2 2.8 1.3 0.57
77 SAMPL6-M69 30 3 10 1.4 0.51
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Cizelge 4.3’lin devamu.
No Primer Kombinasyonu TBS PBS PO AG PBI
78 SAMPL7-M69 81 1 1.2 1.2 0.64
79 SAMPL6-M70 28 1 3.5 1.2 0.64
80 SAMPL7-M70 100 2 2 1.5 0.43
81 SAMPL6-M71 50 0 0 0 0
82 SAMPL7-M71 130 3 2.3 1.26 0.59
83 SAMPL6-M72 30 1 3.3 1.6 0.36
84 SAMPL7-M72 80 5 6.2 1.28 0.57
85 SAMPL6-M73 0 0 0 0 0
86 SAMPL7-M73 126 3 2.3 1.33 0.55
87 SAMPL6-M74 25 0 0 0 0
88 SAMPL7-M74 91 1 1 1.6 0.36
89 SAMPL6-M75 42 6 14.2 1.33 0.54
90 SAMPL7-M75 100 0 0 0 0
91 SAMPL6-M76 33 4 12.1 1.35 0.54
92 SAMPL7-M76 110 2 1.8 0.6 0.9
93 SAMPL6-M77 26 1 3.8 1.2 0.64
94 SAMPL7-M77 102 2 1.9 1.3 0.57
95 SAMPL6-M78 30 0 0 0 0
96 SAMPL7-M78 60 1 1.6 1 0.75
TOPLAM 5952 358 - 91.03 -
ORTALAMA 62 3.72 6 0.94 0.54

SAMPL yontemiyle yapilan caligmalarda, Paglia ve ark. (1998) Avrupa
ladininde (Picea abies K.) primer basmna diisen polimorfik bant sayismi 10 olarak
bulmuslardir. Roy ve ark. (2002) bugdayda yaptiklar1 calismada primer basina diisen
toplam bant sayisim1 8.7 ve primer basina diisen polimorfik bant sayisini 4.3 olarak
tespit etmislerdir. Bolibok ve ark. (2005) cavdarda SAMPL yontemiyle yaptiklar:
caligmada primer basina diisen bant sayisimin 19.94 oldugunu bildirmislerdir. Gupta
ve ark. (2005) cam bitkisinde yaptiklar1 ¢calismada primer basina diisen polimorfik
bant sayisini 39.5 olarak hesaplamislardir. Kafkas ve ark. (2005) cevizde yaptiklar1
calismada SAMPL yontemiyle primer basina diisen polimorfik bant sayisini 13 ve
primer basina diisen toplam bant sayisin1 25.5 olarak hesaplamislardir. Tosti ve ark.
(2005) boriilcede, SAMPL yonteminde, primer basina diigen bant sayisini 38.4 ve
primer basina diisen polimorfik bant sayisin1 6.8 olarak bulmuslardir. Boersma ve
ark. (2007) SAMPL yontemini kullanarak azot fiksasyonu yapan bir bitki olan
Lupinus angustifolius’ta yaptiklar1 calismada, her primer kombinasyonu i¢in
ortalama 6.7 markor polimorfizm gostermistir. Altintas ve ark. (2008) SAMPL
yontemiyle yaptiklar1 ¢aligmada, iic bugday c¢esidi icin primer basma diisen
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polimorfik bant sayisinin 45.7 oldugunu goérmiislerdir. Bu caliymada primer basina
diisen polimorfik bant sayis1 diger caligmalarda elde edilen degerlere gore oldukca
diisiiktiir. Bu durum, bu ¢alismada kullanilan populasyonun kendilenmis populasyon
olmasindan kaynaklanmaktadir.

Calisma sonucunda, tiim primer ciftlerinden elde edilen ortalama polimorfizm
orant degeri %6 olarak bulunmustur. En yiiksek polimorfizm oranmi (%?29)
SAMPL6-M57 primer kombinasyonunun verdigi, en diisiik polimorfizm oranini ise
(0.7) SAMPL7-M46 primer kombinasyonunun verdigi goriilmiistiir. Kafkas ve ark.
(2005) cevizde yaptiklar1 calismada SAMPL yonteminde, polimorfizm oranini
%50.9 olarak bulmuslardir. Altintas ve ark. (2008) SAMPL yontemiyle yaptiklar1
calismada, beyaz, esmer ve ekmeklik bugdayda polimorfizm oranlarmi sirasiyla
%62, %39 ve %47 olarak tespit etmislerdir. Bu ¢alismada elde edilen polimorfizm
oram1 degeri diger calismalarda elde edilen polimorfizm oranlarina gore oldukca
diisiiktiir. Bu durum, bu ¢alismada kullanilan populasyondan kaynaklanmaktadir.

Ortalama polimorfizm bilgi icerigi 0.54 olarak bulunmus, en diisiik
polimorfizm bilgi icerigi degerine (0.36) sahip primer kombinasyonlarinin SAMPL6-
M44, SAMPL7-M46, SAMPL7-M57, SAMPL7-M60, SAMPL7-M62, SAMPLG6-
M72 ve SAMPL7-M74 oldugu, en yiiksek polimorfizm bilgi igerigi degerine sahip
(0.75) primer kombinasyonlarinin SAMPL6-M34, SAMPL6-M48, SAMPL6-M49,
SAMPL6-M54, SAMPL7-M58 ve SAMPL7-M78 oldugu goriilmiistiir. Roy ve ark.
(2002) bugdayda SAMPL yontemiyle yaptiklar1 calismada SAMPL primerlerinin
polimorfizm bilgi igerigi ortalamasimi 0.221 olarak bulmuslardir. Bolibok ve ark.
(2005) cavdarda yaptiklar1 calismada SAMPL yontemi ile, polimorfizm bilgi icerigi
degerini 0.40 olarak elde etmislerdir. Bu calismada elde edilen polimorfizm bilgi
icerigi degeri daha yiiksektir. Bu durum, kullanilan materyal ve primerlerden
kaynaklanmaktadir ve SAMPL yonteminin, kendilenmis monoik P. atlantica
populasyonunda baglant1 analizlerinde kullanilabilecek polimorfik markér verme
egiliminin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Primerlerin ayirma giiciine bakildiginda ise toplam ayirma giiciiniin 91.03
oldugu, en yiiksek aymrma giicii degerine (1.60) sahip primer kombinasyonlarinin

SAMPL6-M44, SAMPL7-M46, SAMPL7-M57, SAMPL7-M60, SAMPL7-M62,
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SAMPL6-M72 ve SAMPL7-M74 oldugu, en diisiik aymrma giicii (0.60) degerine
sahip primer kombinasyonunun SAMPL7-M76 oldugu belirlenmistir. Ortalama
ayrma giicii 0.94 olarak hesaplanmistir. Kafkas ve ark. (2005) cevizde SAMPL
yontemini kullanarak yaptiklar1 caligmada ortalama aywrma giiciinii 14.9 olarak
bulmuslardir. Bu ¢alismada elde edilen ayirma giicii degeri daha diisiiktiir. Bu durum

caligmada kullanilan populasyonda varyasyonun az olmasindan kaynaklanmaktadir.

4.4. Kendilenmis Monoik Atlantik Sakizi Populasyonunda SSR Yontemiyle

Polimorfizmin Belirlenmesi

SSR-PCR analizlerinde toplam 33 adet primer kombinasyonu kullanilmaigtir.
Diger yontemlerde oldugu gibi elektroforez islemi, kapiller elektroforez yontemi ile,
ABI 3130x] otomatik genetik analizor cihazi kullanilarak yapilmis, amplifikasyon
tiriinleri var (1) ya da yok (0) seklinde GeneMapper 4.0 bilgisayar paket programinda
skorlanmistir. Sekil 4.4’te PET flourosan boyasiyla boyanmig CUPVB009 SSR
primeri i¢in kapiller elektroforez sonrasi kendilenmis monoik yavru bireylerde

polimorfik allelleri iceren elektroferogram verilmistir.
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Sekil 4.4. PET flourosan boyasiyla boyanmig CUPVB009 SSR primeri i¢in kapiller
elektroforez sonrasi1 kendilenmis monoik yavru bireylerde polimorfik
allelleri igeren elektroferogram.
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SSR analizlerinde kullanilan primer kombinasyonlarinin isimleri ve elde
edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilar1 (PBS), primerlere ait
polimorfizm oranlar1 (PO), polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma giicleri (AG)

Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Monoik atlantik sakizi ve monoik atlantik sakizinin kendilenmesiyle
elde edilmis 10 yavru bireyde SSR primerleri kullanilarak yapilan PCR
asamasindan sonra elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik
bant sayilar1 (PBS), polimorfizm orani (PO), polimorfizm bilgi icerigi
(PBI) ve ayirma giicii (AG) degerleri.

No SSR PRIMERLERI TBS PBS PO AG PBI
1 CUPVA006 1 0 0 0 0
2 CUPVA102 2 0 0 0 0
3 CUPVA105 1 0 0 0 0
4 CUPVA114 1 0 0 0 0
5 CUPVA213 1 1 100 1 0.75
6 CUPVA220 1 0 0 0 0
7 CUPVA313 2 2 100 1.2 0.63
8 CUPVBO009 2 2 100 1.6 0.36
9 CUPVBO010 2 2 100 1.5 0.43
10 CUPVB101 2 2 100 0.86 0.37
11 CUPVB106 2 2 100 1.4 0.5
12 CUPVB208 2 2 100 1.6 0.36
13 CUPVB217 1 0 0 0 0
14 CUPVB219 2 2 100 1.5 0.43
15 CUPVC007 1 0 0 0 0
16 CUPVC116 1 0 0 0 0
17 CUPVC204 2 0 0 0 0
18 CUPVC313 1 0 0 0 0
19 CUPVC317 1 0 0 0 0
20 CUPVDO004 2 0 0 0 0
21 CUPVDO11 1 0 0 0 0
22 CUPVD103 2 0 0 0 0
23 CUPVD120 2 2 100 1.4 0.51
24 CUPVD201 1 0 0 0 0
25 CUPVD207 1 0 0 0 0
26 CUPVD214 1 0 0 0 0
27 CUPVD220 1 0 0 0 0
28 CUPVD310 2 1 50 1 0.75
29 PVSSR31 1 0 0 0 0
30 PVSSR33 2 0 0 0 0
31 PVSSR42 2 0 0 0 0
32 PVSSR45 2 0 0 0 0
33 PVSSR7 2 0 0 0 0

TOPLAM 50 18 - 13.06 -
ORTALAMA 1.51 0.54 28.7 0.39 0.15
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SSR analizlerinde, 33 primer kombinasyonundan, 18’1 (%36) polimorfik olan
toplam 50 allel elde edilmistir. Monomorfik allel sayismin 32 oldugu tespit
edilmistir. Primer basina diisen toplam allel sayist 1.51 ve primer basina diisen
polimorfik allel sayist 0.54 olarak bulunmustur. Polimorfik allel biiyiikliiklerinin
102-311 bg arasinda degistigi goriilmiistiir.

F1 bitkilerinde yapilmis caligmalara bakildiginda, Saha ve ark. (2005)
cimende (Festuca arundinacea) F1 bitkilerinde primer basina diisen allel sayisini 2.6
olarak bulmuslardir. Cavalcanti ve ark. (2007) Amerikan elmasi1 (Anacardium
occidentale) F1 bitkilerinde, SSR yontemini kullanarak yaptiklar1 caligmada, primer
basina diisen polimorfik allel sayisin1 2.25 olarak bulmuslardir.

Antepfistiginda SSR yontemiyle yapilmis caligmalarda, Ahmad ve ark.
(2003) Kerman cesidinin DNA’sm1 kullanarak yaptiklar1 calismada primer basina
diisen allel sayisinin 2-5 arasinda degistigini, primer basina diisen ortalama allel
sayisinin 3.3 oldugunu, bant biiyiikliiklerinin ise 120-342 bp arasinda degistigini
belirlemisledir. Ahmad ve ark. (2005) Pistacia tiirlerinde (P. atlantica, P.
integerrima ve iki tiirler aras1 melez PioneerGold II ve UCB-1 bitkilerinde) SSR
yontemiyle yaptiklar1 ¢alismada primer basina diisen allel sayisinin 2-5 arasinda
degistigini ve primer basma diisen ortalama allel sayisinin 2.9 oldugunu
bildirmislerdir.

Antepfistig1 disinda, baska bitkilerde yapilmis ¢alismalarda, Bolibok ve ark.
(2005) cavdarda SSR yontemi ile, EST SSR, genomik SSR ve SSR’da primer basina
diisen allel sayilarmi swrasiyla 2.89, 2.42, 2.66 olarak bulmuslardir. Duval ve ark.
(2005) mangoda yaptiklar1t SSR c¢alismasinda primer basina diisen allel sayisint 1.41
ve primer basina diisen polimorfik allel sayisim1 1.2 olarak bulmuslardir. Her lokusta
4-11 arasida degisen sayida allel oldugunu, lokus basina ortalama allel sayisinin 7.3
oldugunu bildirmislerdir. Tam ve ark. (2005) SSR yontemiyle domates icin, primer
basma diisen toplam allel sayisimi 2.44 ve polimorfik allel sayismi yine 2.44 (%100),
biberde ise primer basmna diisen allel sayist 2.385 ve polimorfik allel sayis1 yine
2.385 (%100) olarak bulmuslardir. Mnejja ve ark. (2005) Texas badem cesidinde
SSR yontemiyle yaptiklar1 calismada lokus basma diisen allelin ortalama 6.6
oldugununu bildirmislerdir. Li ve ark. (2008) Seftalide (Prunus persica L.) SSR
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yontemiyle lokus basina 2-11 arasinda degisen sayida allel elde etmisler ve lokus
basina ortalama 5 allel diistiiglinii gérmiislerdir. Bu ¢alismada primer basina diisen
polimorfik allel sayis1 diger caligmalarda elde edilen degerlere gore oldukga diisiik
bulunmugstur. Bunun nedeni kullanilan populasyondan kaynaklanmaktadir.

Calisma sonucunda polimorfizm oranlarinin % 50-100 arasinda degistigi,
tim primerlerden elde edilen ortalama polimorfizm oraninmn %28.7 oldugu tespit
edilmistir.

En yiiksek polimorfizm bilgi igerigi degerinin (0.75) CUPVA213 ve
CUPVD310 primerlerine ait oldugu, en diisiik polimofizm bilgi icerigi degerine
(0.36) sahip primerlerin CUPVB009 ve CUPVB208 oldugu goriilmiistiir.
Polimorfizm bilgi icerigi ortalamasi 0.15 olarak bulunmustur. Bolibok ve ark.
(2005) cavdarda yapmis olduklar1 ¢alismada polimorfizm bilgi icerigi degerlerini
SSR (EST) i¢in 0.41, SSR (genomik) icin 0.35, toplam SSR i¢in 0.38 olarak
bulmuslardir. Tam ve ark. (2005) SSR yonteminden elde ettikleri polimorfizm bilgi
icerigi degerini domateste, 0.393 ve biberde 0.354 olarak bulmuslardir. Bu caligmada
elde edilen polimorfizm bilgi icerigi ortalamasi diger calismalarda elde edilen
polimorfizm bilgi icerigi ortalamalarma yakin ancak daha disiiktiir. Bu durum
kullanilan materyal ve primerlerden kaynaklanmaktadir ve SSR yOnteminin
kendilenmis monoik P. atlantica populasyonunda, baglanti analizlerinde
kullanilabilecek polimorfik markdér verme egiliminin daha diisik oldugunu
gostermektedir.

Primerlerin ayirma giiglerine bakildiginda toplam ayirma giiciiniin 13.06
oldugu, en yiiksek aymrma giicii degerinin (1.60) CUPVBO009 ve CUPVB208
primerlerine ait oldugu, en diisiik aywrma giicii degerinin (0.86), CUPVBI101
primerine ait oldugu goriilmiistiir. Ortalama aymrma giici degeri 0.39 olarak

hesaplanmigtir.

4.5. AFLP, TE-AFLP, SAMPL ve SSR Yontemlerinin Karsilastirilmasi

AFLP, TE-AFLP, SAMPL ve SSR analizleri sonrasi elde edilen toplam bant
sayilar1 (TBS), primer basina diisen toplam bant sayilar1 (PBDTBS), polimorfik bant
sayilar1 (PBS), primer basina diisen polimorfik bant sayilar1 (PBDPBS), polimorfizm
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oranlar1 (PO%), polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma giicleri (AG), Cizelge

4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. Monoik atlantik sakizi ve monoik atlantik sakizinin kendilenmesiyle
elde edilmis 10 yavru bireyde yapilan AFLP. TE AFLP. SAMPL ve
SSR analizleri sonras: elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS), primer
basma diisen toplam bant sayilar1 (PBDTBS), polimorfik bant sayilar1
(PBS), primer basmna diisen polimorfik bant sayilar1 (PBDPBS),
polimorfizm oranlar1 (PO%), polimorfik bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma
giicii ortalamalar1 (OAG).

Yoéntemler TBS | PBDTBS | PBS | PBDPBS | PO PBi OAG
AFLP 8177 85.17 603 6.28 8 0.53 1.22
TE-AFLP 302 37.75 36 4.50 14 0.59 0.07
SAMPL 5952 62.00 358 3.72 6 0.54 0.94
SSR 50 1.51 18 0.54 28.7 | 0.15 0.39

Analizler sonucunda, AFLP yonteminden 8177, SAMPL yonteminden 5952,
TE-AFLP yonteminden 302 ve SSR yonteminden 50 bant elde edilmistir. Toplam
bant sayis1 bakimimdan en yiiksek degeri AFLP yonteminin verdigi, en diisiik degeri
SSR yonteminin verdigi goriilmiistiir. Van der Wurff ve ark. (2000) TE-AFLP ve
AFLP yontemini karsilastirarak yaptiklar1 calismada AFLP yonteminin, TE-AFLP
yonteminden 20 kat daha fazla fragment verdigini gérmiislerdir. Bu calismada AFLP
yontemi, TE-AFLP yonteminin 27 kati1 kadar fazla fragment vermistir. Bu bakimdan
benzer sonu¢ elde edilmistir. TE-AFLP yonteminde fazladan 1 kesim enzimi
kullanilmasmin seciciligi artirdigr ve cogalabilecek potansiyel fragment sayisini
azalttig1 bilinmektedir.

Primer basma diisen toplam bant sayilarma bakildiginda, AFLP yonteminin
85.17, SAMPL yonteminin 62.0, TE-AFLP yonteminin 37.75 ve SSR yOnteminin
1.51 bant verdigi goriilmiistiir. Primer basina diisen toplam bant sayis1 bakimindan en
yiiksek degeri AFLP yontemi, en diisiik degeri SSR yontemi vermistir.

Analizler sonucunda, AFLP yonteminden 603, SAMPL yonteminden 358, TE-
AFLP yonteminden 36 ve SSR yonteminden 18 polimorfik bant elde edilmistir.
Polimorfik bant sayis1 bakimindan en yiiksek degeri AFLP yonteminin verdigi, en

diisiik degeri SSR yonteminin verdigi goriilmiistiir.
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Primer basina diisen polimorfik bant sayillarma bakildiginda, AFLP
yonteminin 6.28, SAMPL yonteminin 3.72, TE-AFLP yonteminin 4.50 ve SSR
yonteminin 0.54 bant verdigi belirlenmistir. Primer basina diisen polimorfik bant
say1s1 bakimindan en yiiksek degeri AFLP yontemi, en diisiik degeri SSR yontemi
vermistir.

Polimorfizm oranlarma (PO%) bakildiginda, AFLP yonteminin %8, SAMPL
yonteminin %6, TE-AFLP yonteminin %14 ve SSR yonteminin %28.7 polimorfizm
oranina sahip oldugu goriilmiistiir.

AFLP ve AFLP tiirevi yontemler icerisinde polimorfizm oran1 bakimimdan en
yiiksek degeri (%14) TE-AFLP yontemi vermistir. Van der Wurff ve ark. (2000)
TE-AFLP yonteminde fazladan bir kesim enzimi kullanilmasmin (1 adet siklikla
kesen enzim, Rsal ve 2 adet nadir kesen enzim, Xbal ve BamHI), DNA’nin kesilmesi
asamasinda, DNA’nin SAMPL ve AFLP yontemlerinde oldugundan daha kisa
fragmentlere kesilmesine neden oldugunu ve ligasyon asamasinda seg¢icilige, bunun
ise PCR asamasinda ¢ogalabilecek potansiyel fragment sayisinin azalmasina sebep
oldugunu ancak polimorfizm oranim arttigini bildirmislerdir. Arastiricilar yaptiklari
calismada, TE-AFLP yoOnteminin polimorfizm oram1 bakimindan daha iistiin
oldugunu bildirmiglerdir. Van der Wurff ve ark. (2000) ile benzer sonug¢ elde
edilmistir. TE-AFLP yontemi standart AFLP yontemine gore laboratuvarda kismen
daha az is giicii gerektirmesi bakimindan avantajhdir.

Kafkas ve ark. (2005) AFLP yonteminde polimorfizm oraninin %49.9,
SAMPL yonteminde polimorfizm oraninin %50.9 oldugunu, Tosti ve ark. (2005)
SAMPL yontemiyle elde edilen polimorfizmin AFLP yOntemine gore daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Altintas ve ark. (2008) AFLP yonteminden elde ettikleri
polimorfizm oranlarmi1 beyaz bugday, esmer bugday ve ekmeklik bugday igin
sirastyla %64, %40 ve %48 olarak bulmuslar, SAMPL yonteminden elde ettikleri
polimorfizm oranlarim1 ise yine ayni sirayla, %62, %39 ve %47 olarak tespit
etmislerdir. Bu caliyjmada SAMPL yontemi polimorfizm oram1 bakimindan AFLP
yonteminden daha diisiik ancak diger calismalarda oldugu gibi AFLP yOntemine
yakm bir deger vermistir. SAMPL primerlerinin mikrosatellit bolgeler icermesi ve

genom igerisinde bulunan cok sayida tekrarli bolgeyi cogaltmaya imkan vermesi
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bakimmdan polimorfizm yakalama olasiliginin AFLP yonteminden daha yiiksek
olmast beklenmektedir. Bu ¢alismada daha diisiik bulunmasinin sebebi kullanilan
primerlerden ve kullanilan bitki materyalinden kaynaklanmaktadir.

Polimorfizm bilgi icerigi degerleri AFLP ve tiirevi yontemlerde birbirine
yakin olarak bulunmus, hesaplamalar sonucunda AFLP yonteminin 0.53, SAMPL
yonteminin 0.54, TE-AFLP yonteminin 0.59 ve SSR yonteminin 0.15 degerlerini
verdigi belirlenmistir. Bu durum TE-AFLP markorlerinin baglant:1 analizleri i¢in
kullanilabilecegini gostermektedir.

Ayirma giicii ortalamalarma bakildiginda en yiiksek degeri (1.22) AFLP
yonteminin verdigi, en diisik degeri (0.07) TE-AFLP yonteminin verdigi
gorilmiistiir. Bu durum AFLP yOnteminin yakin bireyleri ayrmada daha basarili
oldugunu gostermektedir.

Toplam ayirma gii¢lerine bakildiginda, AFLP yonteminin 117.2, SAMPL
yonteminin 91.03, TE-AFLP yonteminin 7.49 ve SSR yonteminin 13.06 toplam
ayirma giicii degerlerini verdigi, en yliksek ayirma giicii toplammi1 AFLP yonteminin
verdigi, en diisik aywrma giicii toplamini ise TE-AFLP yonteminin verdigi
gorilmiistiir. AFLP ve SAMPL yontemlerinde ayirma giicii toplaminin fazla olmasi

kullanilan primer sayismin fazla olmasimdan kaynaklanmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada AFLP, TE-AFLP, SAMPL ve SSR yontemleri karsilastirilmis
ve primer kombinasyonlarindan elde edilen toplam bant sayilari, polimorfik bant
sayilart, monomorfik bant sayilari, polimorfizm bilgi icerikleri ve ayirma giicleri
hesaplanmigstir.

Elde edilen sonuglar asagida kisaca 6zetlenmistir.

1. AFLP analizleri sonucunda elde edilen verilere gore 96 primer
kombinasyonu 603’ii polimorfik olan toplam 8177 bant iiretmistir. Monomorfik bant
say1s1 7574 olarak bulunmustur. En fazla polimorfik bant veren primer cifti (18 adet)
E33-M52 olarak bulunurken, en az polimorfik bant veren (1) primer c¢iftleri E42-
MS56, E33-M46 ve E33-M38 olarak bulunmustur.

Tiim primer ¢iftlerinden elde edilen ortalama polimorfizm orant %8 olarak
belirlenmistir. En yiiksek polimorfizm oranmni E42-M37 primer kombinasyonu
verirken (%23.4), en diisiik polimorfizm oranin1 E42-M56 primer kombinasyonu
vermistir (%1.1).

En yiiksek polimorfizm bilgi icerigi degerinin E33-M62 primer
kombinasyonundan (0.77) ve en diisiik polimorfizm bilgi icerigi degerininin E33-
M33 primer kombinasyonundan (0.33) elde edildigi goriilmiistiir. Polimorfizm bilgi
icerigi ortalamasinin 0.53 oldugu belirlenmistir.

Primerlerin ayirma giicleri incelendiginde, toplam aymrma giiciiniin 117.20
oldugu goriilmiistiir. En yiiksek ayirma giicii degeri (1.62) E33-M33 primer
kombinasyonundan elde edilirken en diisiik aymrma giicii degeri (0.95) E33-M62
primer kombinasyonundan elde edilmistir. Ortalama ayirma giicli degeri 1.22 olarak
hesaplanmaigstir.

2. TE-AFLP analizleri sonucunda elde edilen verilere goére; 8 primer
kombinasyonu, 36’s1 polimorfik olan toplam 302 bant iiretmistir. Monomorfik bant
say1s1 266 olarak bulunmustur. En fazla polimorfik bandi (13) Xba+CC-BamHI+A
primer kombinasyonu vermis olup, en az polimorfik bandi (1) Xba+CC-BamHI+T

primer kombinasyonu vermistir.
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Tiim primer ¢iftlerinden elde edilen ortalama polimorfizm oran1 %14 olarak
bulunurken en diisiik polimorfizm oranmi %8 ile Xba+CA-BamHI+C primer
kombinasyonu ve en yiiksek polimorfizm oranin1 (%48) Xba+CC-BamHI+G primer
kombinasyonu vermistir.

Polimorfizm bilgi icerigi ortalamasi 0.59 olarak bulunmus, en yiiksek
polimorfizm bilgi icerigine (0.75) sahip primer kombinasyonu Xba+CC-BamHI+T
ve en diisiik polimorfik bilgi icerine sahip primer kombinasyonu (0.51) Xba+CC-
BamHI+A ve olarak bulunmustur.

Toplam aymrma giiciiniin 7.49 oldugu ve Xba+CA-BamHI+A primer
kombinasyonunun en yiiksek ayirma giici degerine (1.37) sahip oldugu, Xba+CC-
BamHI+T primer kombinasyonunun en diisiik (1.00) aywrma giicii degerine sahip
oldugu belirlenmistir. Ortalama ayirma giicii degeri 0.07 olarak bulunmustur.

3. SAMPL analizleri sonucunda elde edilen verilere gore; 96 primer
kombinasyonun 358’1 polimorfik olan toplam 5952 bant verdigi belirlenmistir. En
fazla polimorfik band1 (27) SAMPL7-M31 primer kombinasyonu vermis, en az
polimorfik band1 (1) ise SAMPL7M46, SAMPL7-M47, SAMPL6-M48, SAMPL6-
M49, SAMPL6-M53, SAMPL6-M54, SAMPL6-M55, SAMPL6-M57, SAMPL7-
M57, SAMPL7-M58, SAMPL7-M60, SAMPL6-M61, SAMPL7-M61, SAMPL7-
M62, SAMPL7-M65, SAMPL7-M69, SAMPL6-M70, SAMPL6-M72, SAMPL7-
M74, SAMPL6-M77, SAMPL7-M78 primer kombinasyonlar1  vermistir.
Monomorfik bant sayisi 5594 olarak hesaplanmistir.

Tiim primer c¢iftlerinden elde edilen ortalama polimorfizm orani degeri %6
olarak bulunmustur. En yiiksek polimorfizm oranini % 29 ile SAMPL6-MS57 primer
kombinasyonunun verdigi, en diisiik polimorfizm oranmi ise (0.76) SAMPL7-M46
primer kombinasyonunun verdigi belirlenmistir.

Ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.54 olarak bulunmus, en diisiik
polimorfizm bilgi icerigi degerine (0.36) sahip primer kombinasyonlarinin SAMPL6-
M44, SAMPL7-M46, SAMPL7-M57, SAMPL7-M60, SAMPL7-M62, SAMPLG6-
M72 ve SAMPL7-M74 oldugu, en yiiksek polimorfizm bilgi igerigi degerine sahip
(0.75) primer kombinasyonlarinin SAMPL6-M34, SAMPL6-M48, SAMPL6-M49,
SAMPL6-M54, SAMPL7-M58 ve SAMPL7-M78 oldugu saptanmaigtir.
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Primerlerin ayirma giicii incelendiginde ise toplam ayirma giiciiniin 91.03
oldugu, en yiiksek aymrma giicii degerine (1.6) sahip primer kombinasyonlarinin
SAMPL6-M44, SAMPL7-M46, SAMPL7-M57, SAMPL7-M60, SAMPL7-M62,
SAMPL6-M72 ve SAMPL7M-74 oldugu, en diisiik ayirma giicii (0.6) degerine
sahip primer kombinasyonunun SAMPL7-M76 oldugu goriilmiistiir. Ortalama
ayirma giicii 0.94 olarak hesaplanmistir.

4. SSR analizleri sonucunda elde edilen verilere gore; 33 primer
kombinasyonunu 50 allel vermistir. Bunlarin 18’inin  polimorfik oldugu
belirlenmistir. Primer basina diisen allel sayisinin 1.51 ve primer basina diisen
polimorfik allel sayisinin 0.54 oldugu bulunmustur. Polimorfizm oranlarinm %50-
100 arasinda degistigi, tiim primerlerden elde edilen toplam polimorfizm oraninin
%28.7 oldugu tespit edilmistir.

En yiiksek polimorfizm bilgi igerigi degerinin (0.75) CUPVA213 ve
CUPVD310 primerlerine ait oldugu, en diisiik polimofizm bilgi icerigi degerine
(0.36) sahip primerlerin CUPVB009 ve CUPVB208 oldugu goriilmiistiir.
Polimorfizm bilgi icerigi ortalamasi 0.15 olarak bulunmustur.

Primerlerin ayirma giiglerine bakildiginda toplam ayirma giictiniin 13.06
oldugu, en yiiksek aymrma giicii degerinin (1.60) CUPVBO009 ve CUPVB208
primerlerine ait oldugu, en diisiik ayirma giicii degerinin (0.86), CUPVBI101
primerine ait oldugu goriilmiistiir. Ortalama aymrma giicli degeri 0.39 olarak
hesaplanmigstir.

5. Molekiiler markor yontemleri elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS),
polimorfik bant sayilar1 (PBS), polimorfizm oranlari (PO%), polimorfizm bilgi
icerikleri ve ayirma giicii ortalamalar1 bakimindan karsilastirildiginda;

a. En fazla band1 (8177 adet) AFLP yontemi, en az bandi (50 adet) SSR
yontemi vermistir.

b. En fazla polimorfik bandi (603 adet) AFLP yontemi, en az polimorfik
bandi (18 adet) SSR yontemi vermistir.

¢. Primer basmna diisen toplam bant sayisi1 bakimmdan en yiiksek degeri

(85.17) AFLP yontemi vermistir. En diisiik degeri (1.51) SSR yontemi vermistir.
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d. Primer basma diisen polimorfik bant sayis1 bakimindan en yiiksek degeri
(6.28) AFLP yontemi vermistir. En diisiik degeri (0.54) SSR yontemi vermistir

e. Polimorfizm orani bakimindan (%PO) en yiiksek degeri (%?28.7) SSR
yontemi vermistir. En diisiik degeri (%6) SAMPL yontemi vermistir.

f. Polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) karsilastirildiginda degerlerin birbirine
yakin oldugu ancak en yiikksek degeri (0.59) TE-AFLP yonteminin verdigi
gorilmiistiir. En diisiik polimorfizm bilgi igerigi degerini (0.15) SSR yOntemi
vermistir.

g. Ayirma giicii ortalamalar1 karsilastirildiginda ise; AFLP yonteminin en
yiikksek ayirma giicii ortalamasma sahip oldugu (1.22), TE-AFLP yonteminin en
diisiik ayirma giicii ortalamasma (0.07) sahip oldugu belirlenmistir.

Kendilenmis monoik atlantik sakizinda oldugu gibi polimorfizm yakalama
olasiliginin diisiik oldugu populasyonlarda primer basma diisen polimorfik bant
sayis1 bakimindan ve ayirma giicli ortalamasi bakimindan en yiiksek degeri veren
AFLP yontemi kullanilabilinir.

Olusturulacak olan bir genetik harirada, AFLP yontemi ile kodominant
markor sistemi olan SSR yontemi birlikte kullanilmalidir. AFLP markorlerinin
kromozomun sentromer bdlgelerinde yogunluk kazanmasiyla olusan dezavantaj,
AFLP markorleri yaninda, tiim genoma dagilmig SSR markorlerinin kullanilmasiyla
giderilebilinir. SSR yontemi genom icerisinde gelisigiizel dagilmis halde ve olduk¢a
fazla sayidaki tekrarlanan bolgeleri cogaltan bir yontemdir (Tautz, 1989).

Bundan sonra yapilacak olan ¢alismalarda AFLP yonteminde farkli kesim
enzimleri kullanilarak (Ps#I gibi) polimorfizm yakalama sansi artirilabilinir.

Bu calismada belirlenen polimorfik primer ve yontemler ileride yapilacak
olan genetik haritalama caligmasi i¢in kullanilabilecek, olusturulacak olan genetik
harita ile monoik P. atlantica’nin genetik yapisi1 ¢Oziilebilecek ve ticari degeri olan

ozellikler i¢cin molekiiler markor gelistirilebilecektir.
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