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OZET

BAZI DUNYA PAMUK GENOTIPLERININ iPBS (PRIMER ARASI BAGLANMA
YERI)-RETROTRANSPOZON MARKIRLARI iLE GENETiK FARKLILIGININ
BELIRLENMESI

Cayir MLE. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tarimsal

Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amagc: Bu arastirma 14 iilkeye ait 30 pamuk ¢esidinin iPBS-retrotranspozon markir yontemi

ile genetik farkliliklarinin ortaya ¢ikarilmasi amaci ile yapilmistir.

Materyal ve Yontem: Calismada Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisii Midiirligii genetik
stogundan tedarik edilen 30 adet pamuk ¢esidi yer almistir. DNA izolasyonu, sera
kosullarinda yetistirilen bitkilerin taze yapraklarindan elde edilmistir. 30 adet pamuk ¢esidi
icin PZR’da 30 adet iPBS markir yontemi kullanilarak genetik farkliliklar tespit edilmistir.

Bulgular: NTSYS-pc 2.10e programinda elde edilen genetik uzaklik matrisine gore
birbirine en yakin genotiplerin AzGR-11468 (Azerbaycan) ile Maydos Yerlisi (Hindistan)
arasinda oldugu belirlenmis ve aralarindaki benzerlik degeri 0,0318 olarak bulunmustur. En
uzak genotiplerin ise Hill Cotton 3 (Banglades) ile Shazbaz (Pakistan) arasinda oldugu
belirlenmis ve aralarindaki benzerlik degeri 0,7572 olarak bulunmustur. UPGMA metoduna
gore olusturulan dendogram incelendiginde genotipler arasindaki benzerlik oraninin 0,03 ile
0,69 arasinda degistigi gozlemlenmistir. 30 pamuk ¢esidi 2 dala ayrilmistir. 1. dal kendi
icinde 2 alt dala, 1. alt dal da kendi iginde 2 gruba ayrilmistir. 1. grup 20 genotipten, 2.
grupta 6 genotipten olusmustur. 2. alt dal 3 genotipten olusurken, 2. dal ise sadece Hill
Cotton 3 ¢esidinden olusmustur. JMP programinda yapilan Temel Bilesenler Analizine gore
iki boyutlu diizlem iizerinde elde edilen grafik sonuclar1 ve eigen degerleride bu sonuglari

destekler niteliktedir. Ik 3 eigen degeri popiilasyonda var olan toplam varyansin %85’ini

aciklamustir.
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Sonug: Calismanin sonucunda elde edilen veriler, 30 pamuk genotipi i¢inde en uzak akraba
olan Hill Cotton 3 (Banglades) (Gossypium arboreum) ile Shazbaz (Pakistan) (Gossypium
hirsutum) c¢esidinin ileriki pamuk 1slah ¢alismalarinda 1slah materyali olarak
kullanilabilecegini gostermistir. Ayni1 zamanda iPBS markirlarin, pamugun genetik

ayrimlarinda etkili bir yontem oldugu da ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Diinya, Pamuk, iPBS, Retrotranspozon, Genetik Farklilik
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ABSTRACT

DETERMINING THE GENETIC DIFFERENCE OF SOME WORLD COTTON
GENOTYPES USING IPBS (INTER-PRIMER BINDING SEQUENCES)-
RETROTRANSPOSON MARKERS

Cayir MLE. Aydin Adnan Menderes University, Graduate School of Natural and
Applied Sciences, Agricultural Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: This research was carried out with the aim of revealing the genetic differences

of 30 cotton varieties from 14 countries using the iPBS-retrotransposon marker method.

Material and Methods: The research was carried out as a result of growing 30 cotton
varieties procured from the genetic stock of Nazilli Cotton Research Institute, under
greenhouse conditions, and DNA isolation from fresh leaves. Genetic differences were

determined by using iPBS marker method in PZR for 30 cotton varieties.

Results: According to the genetic distance matrix obtained in the NTSYS-pc 2.10e
program, the closest genotypes were determined to be between AzGR-11468 (Azerbaijan)
and Maydos Yerlisi (India), and the similarity value between them was found to be 0.0318.
The most distant genotypes were determined to be between Hill Cotton 3 (Bangladesh) and
Shazbaz (Pakistan), and the similarity value between them was found to be 0.7572. When
the dendogram created according to the UPGMA method was examined, it was observed
that the similarity ratio between the genotypes varied between 0.03 and 0.69. 30 cotton
varieties are divided into 2 groups. 30 cotton varieties are divided into 2 clades. The 1st
clade is divided into 2 subclades. The 1st subclade is also divided into 2 groups within itself.
1st group consisted of 20 genotypes, 2nd group consisted of 6 genotypes. Subclade 2
consisted of 3 genotypes, while clade 2 consisted of only Hill Cotton 3 cultivars.. According
to the Principal Components Analysis made in the JMP program, the graphic results and
eigen values obtained on the two-dimensional plane also support these results. The first 3

eigenvalues explained 85% of the total variance in the population.

Xiii



Conclusion: The data obtained as a result of the research showed that Hill Cotton 3
(Bangladesh) (Gossypium arboreum) and Shazbaz (Pakistan) (Gossypium hirsutum)
cultivars, in future cotton breeding studies which are the most distant relatives among 30
cotton genotypes, can be used as breeding material. It has also been demonstrated that iPBS

markers are an effective method for genetic distinction of cotton.

Keywords: World, Cotton, iPBS, Retrotranspozon, Genetic Difference
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1. GIRIS

Malvaceae familyasi, bilinen 4225 tiir ile 243 cinsten olusmakta olup, tropikal ve
subtropikal iklimde Gossypium (Pamuk), Corchorus (Jiit), Hibiscus, Alcea, Theobroma
cacao L. (kakao) ve Abelmoschus esculentus (Bamya) ve Malva gibi ekonomik agidan
degerli ¢esitli tiirleri icermektedir (Pravin vd. 2018; Ben-Simchon vd. 2019; Wang vd.
2020). Cogunlukla genis yayilimli olan bu familya iiyelerinin ana yayilim merkezi Giiney
Amerika’dir. Diinyanin ¢ok soguk bolgeleri disinda her yere yayilis gostermektedir.
Hibiscus acapulcensis Fryxell, 300 tiirle Malvaceae’nin en biiyiikk ve en yaygin olan cinsi
durumundadir. Bu tiirlerin biiylik cogunlugunun da tropik kusakta yeri vardir. Avrupa’da
sadece Hibiscus trionum ve Hibiscus roseus yetistirilmektedir. Abutilon abutiloides (Jacq.)
Garcke ex Hochr. cinsi tropik bdolgelerde, Lavatera cachemiriana Cambess. cinsi ise
Akdeniz'de yaygin olarak bulunur. Malva arborea (L.) Webb & Berthel. cinsi, ¢cogunlukla
kuzeydeki sicak bolgelere yayilmistir (Hutchinson, 1973). Althaea angulata Freyn ve Alcea
abchazica Iljin cinsleri Diinya’da Akdeniz ve Iran-Turan fitocografik bélgelerinde
birbirleriyle yarisan bir yayilima sahiptirler. Agirlikli olarak Avrupa’nin kuzeyi hari¢ her
yerinde, Kuzey Amerika’da, Afrika’nin kuzeyinde, Kafkaslar ve Giiney Rusya’nin bir
boliimiinde ve Anadolu’dan Afganistan’a kadar olan bolgede yayilim gostermektedir

(Hutchinson, 1964; Davis vd. 1967; Heywood, 1978; Nasir ve Ali, 1979).

Malvaceae familyasi, pamuk (Gossypium) ve Bamya (Hibiscus) gibi kiiltiirii yapilan
bitkileri igerir. Ebegiimeci (Malva) yapragi ve ¢igegi miisilaj bakimindan zengin ilaglardir.
Yumusaticit ve balgam soktiiriicli etkisinin yanisira lapa halinde dermatolojik hastaliklarin
tedavisinde de kullanilmaktadir (Tanker vd., 2007). Siis bitkisi olarak da (Alcea rosea L.)

yetistirilmesi nedeniyle ekonomik agidan 6neme sahiptir (Rouhi ve Ganji, 2007).

Pamuk 4 tiirii ile (G. hirsutum, G. barbadense, G. arboreum, G. herbaceum) diinyanin

tekstil lifi, yag ve kiispe ihtiyacinin neredeyse tamamini karsilamaktadir (Mert, 2011;
Akyol, 2015).

Kiltirii  yapilan pamuklar Herbacea ve Hirsuta olmak {izere iki grupta
incelenmektedir. Herbacea grubu eski diinya pamuklarii kapsayan diploid yapiya sahip

(2n=26) kapali kozali pamuklardir. Bu grup igerisinde G. arboreum L. ve G. herbaceum L.



tiirleri bulunmaktadir. Hirsuta grubu ise yenidiinya pamuklar1 olarak ifade edilmektedir.
Allotetraploid (2n=52) agik kozali upland pamuklardir. Bu grup igerisinde G. hirsutum L.,
ve G. barbadense L. tiirleri bulunmaktadir. G. hirsutum L. yaklagik 51 alt tiirii ile 6nemli bir
endiistriyel trtindiir ve 69 ilkede yetistirilmektedir. G. hirsutum L. tiiriiniin diinyadaki
pamuk alanlarinin %90'1nda ekildigi bilinmektedir (Yildirim, 2005; Wendel vd. 2009;
Aarthi vd. 2018).

Diinya’da pamuk yetistiriciligi Kuzey yarim kiirede 45°, Giiney yarim kiirede ise 32°
enlemlerine kadar uzanmaktadir. 2017-2018 yili Uluslararas1 Pamuk istisare Komitesi
(ICAC) verilerine gore 75 iilkede pamuk tarimi yapilmakta oldugu belirtilmistir. Ancak
yeryliziinde ekolojik 6zelliklerden dolayr pamuk tarimina elverisli az sayida iilke olmast
nedeniyle iretimin %80’ e yakin kismi Tirkiye’ nin de igerisinde yer aldigi iilkeler
tarafindan yapilmaktadir. Pamuk, Tirkiye'de Ege bolgesi, Glineydogu Anadolu ve Antalya-
Cukurova bolgesinde yetistirilmektedir. Ayrica ¢esitli mikro iklimlerde (6zellikle Igdir
ilinde) pamuk tretimine yonelik ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Mert, 2007; Nix vd. 2017;
Aydin, 2018).

Pamuk (Gossypium L.), lifleri ve tohumlar1 (gigit) birgok endiistride kullanildigindan
endiistriyel bitkiler igerisinde 6nemli bir yere sahiptir (Ahad vd. 2018; Beyyavas ve
Halilogu, 2019). Niifus artisiyla birlikte diinyada yaklasik 7.9 milyar kisi yasamakta ve bu
durumda gida ve tekstil sektorlerinin dnemini arttirmaktadir. Diinya genelinde bitkisel
tekstil endiistrisinin dogal ana hammaddesi pamuktur ve onu jiit takip etmektedir. Pamugun
genis bir kullanim alan1 vardir ve pamuk treticilerine sagladigi is imkanlari insan hayatinin

onemli bir parcasidir (Karaca vd., 2019).

Pamuk, biyokimyasal 6zellikleri yoniinden incelendiginde de icerigindeki sekonder
metabolitler agisindan 6nem arzetmektedir (Tan vd., 2013). Son yapilan ¢aligmalarla
beraber pamuk bitkisinde yedi sinifi temsil eden 52 adet flavonoid tespit edilmistir. G.
hirsutum'un cicekleri, tespit edilen 52 flavonoidin 42'sini igererek, bitkideki en zengin
organi temsil etmektedir. Flavonoller, kuersetin, kaempferol, gossypetin, mirisetin ve
bunlarin konjugatlarindan olusan ¢iceklerde en ¢ok temsil edilen flavonoid smifini
olusturmaktadir. G. hirsutum'un yapraklari, bes farkli sinifa yayilan 19 flavonoid
icermektedir. Buna karsilik, pamugun kok, govde, tohum, koza ve liflerinden birkag

flavonoid tespit edilmistir (Nix vd., 2017).



Pamuk kiitliisti ¢irgirlandiktan sonra lif ve tohum olarak ikiye ayrilmaktadir. Pamuk
lifi ile tekstil sanayisinde, tohumu ile tohumluk, kiispe ve yag sanayisinde, linteri ile
yakacak ve dolgu malzemesi olarak, seliiloz ve kimya sanayisinde ayrica barut yapiminda
savas sanayisinde kullanilmaktadir (Aydin, 2018). Pamugun kullanildig1 alanlar Sekil 1.1°de

verilmistir.

Pamugun Kullanildig: Alanlar

Sekil 1.1. Pamugun kullanildig: alanlar (Anonim, 2019).

Pamuk, insanlara istthdam olanagi ve insanlhiga fayda sagladigi i¢cin 6nemli bir
endiistri bitkisidir. Pamuktan daha fazla faydalanmak ve istiin ekonomik 6zelliklere sahip
cesitler gelistirmek icin; cesitlerin adaptasyon alanlari, agronomik 6zellikleri, verimi ve
kalitesi yaninda, bu faktorleri agirlikli olarak etkileyen genetik yapiy1 belirlemek ve bu

bilgilerin 1slah programlarinda kullanimini arastirmakta oldukca 6nemlidir (Bardak, 2012).

Bu c¢alisma 14 iilkeye ait 30 adet pamuk genotiplerinin (Gossypium hirsutum,
Gossypium barbadense, Gossypium arboreum, Gossypium herbaceum) 30 adet iPBS-
retrotranspozon markir yontemiyle, genetik iligkilerini ortaya c¢ikarmak amaciyla
gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda, Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisi Midiirligi
genetik stogundaki c¢esitler hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi ve elde edilen genetik

farkliligin, ileride yapilacak pamuk 1slah ¢aligmalarina yon vermesi amag¢lanmustir.



1.1. Diinya Pamuk Uretimi ve Tiiketimi

Diinya pamuk ekim alanlari1 Cizelge 1.1°de verilmistir. Diinyada pamuk
yetistiriciliginde {iretim alani1 agisindan Hindistan ilk sirada yer almakta olup bunu sirasiyla

A.B.D, Cin, Pakistan, Brezilya ve Ozbekistan takip etmektedir.

Cizelge 1.1. Diinya pamuk ekim alanlar1 (Bin Ha).

Sira Ulkeler 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/20*
1 | Hindistan 11.638 10.845 12.235 12.600 12.700
2 |ABD 3.291 3.848 4.492 4.130 4.177
3 |Cin 3.793 3.100 3.350 3.367 3.300
4 | Pakistan 2.670 2.496 2.665 2.325 2.631
5 |Brezilya 1.007 939 1.175 1.618 1.662
6 | Ozbekistan 1.272 1.250 1.208 900 900
7 | Mali 573 656 704 698 782
8 | Burkina Faso 631 740 879 646 735
9 |Benin 372 418 530 656 700
10 | Tirkmenistan 534 545 545 534 545
11 | Tiirkiye 440 420 462 520 520
Diger 4.942 4.610 4.950 4.992 5.100
Toplam 31.163 29.867 33.195 32.986 33.752

Kaynak: ICAC Cotton This Month - Mart 2020 (*) Tahmin

Diinya lif pamuk verimleri Cizelge 1.2°de verilmistir. Lif pamuk verimleri agisindan

Avustralya ilk sirada yer alirken bunu Cin, Brezilya, Meksika ve Tiirkiye takip etmektedir.

Cizelge 1.2. Diinya lif pamuk verimleri (Kg/Ha)*.

Sira Ulkeler 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/20*
1 Avustralya 2.196 1.598 2.088 2.071 2.231
2 Cin 1.427 1.581 1.758 1.764 1.758
3 Brezilya 1.506 1.629 1.707 1.640 1.718
4 Meksika 1.449 1.575 1.580 1.587 1.644
5 Tiirkiye 1.475 1.674 1.714 1.944 1.567
6 | Yunanistan 997 1.009 906 1.132 1.268
7 ABD 963 972 1.014 964 1.032
8 Arjantin 575 727 688 773 737
9 Sudan 600 561 444 578 722
10 | Ozbekistan 641 631 662 712 712
Diinya Ortalamasi 700 772 805 778 767

(*) 100 bin tonun {izerinde iiretimi olan tilkeler dikkate alinmistir - (**) Tahmin

Kaynak: ICAC Cotton This Month- Mart 2020 —



Diinya lif pamuk iiretimi Cizelge 1.3’de verilmistir. Uretim miktar1 yoniiyle Hindistan
ilk sirada yer alirken bunu Cin, A.B.D, Brezilya, Pakistan, Tiirkiye ve Ozbekistan takip
etmektedir.

Cizelge 1.3. Diinya lif pamuk tiretimi (Bin Ton).

Sira Ulkeler 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/20*
1 | Hindistan 5.746 5.865 6.350 5.350 6.000
2 |Cin 5.200 4.900 5.890 6.040 5.800
3 |ABD 2.826 3.738 4.560 4.000 4.310
4 | Brezilya 1.289 1.530 2.010 2.730 2.850
5 | Pakistan 1.537 1.663 1.800 1.670 1.320
6 | Tiirkiye 640 703 792 977 815
7 | Ozbekistan 832 789 800 640 640
8 | Meksika 188 164 335 414 369
9 | Arjantin 214 180 226 257 358

10 | Tiirkmenistan 300 296 304 300 307
Diger 3.004 3.247 3.609 3.308 3.160
Toplam 21.476 23.075 26.676 25.686 25.929

Kaynak: ICAC Cotton This Month- Mart 2020 (*) Tahmin

Diinya lif pamuk tiiketimi Cizelge 1.4’de verilmistir. Tiiketim miktar1 incelendiginde
stirastyla Cin, Hindistan, Pakistan ve Tiirkiye nin basi ¢eken iilkeler oldugu goriilmektedir

(Anonim, 2020).

Cizelge 1.4. Diinya lif pamuk tiiketimi (Bin Ton).

Sira Ulkeler 2015/2016 2016/2017 2017/2018 2018/2019 2019/20*
1 |Cin 7.600 8.000 8.500 8.250 7.730
2 | Hindistan 5.296 5.148 5.423 5.400 5.535
3 | Pakistan 2.147 2.147 2.346 2.350 2.360
4 | Tiirkiye 1.500 1.455 1.481 1.555 1.633
5 | Banglades 1.316 1.455 1.660 1.579 1.600
6 | Vietnam 1.007 1.168 1.506 1.506 1.530
7 | Brezilya 660 690 680 730 730
8 | Endonezya 760 700 778 700 707
9 |ABD 751 708 770 644 670

10 | Ozbekistan 345 371 464 630 641
Diger 2.755 2.655 2.732 2.674 3.880
Toplam 24.137 24.497 26.340 26.018 25.810

Kaynak: ICAC Cotton This Month- Mart 2020 (*) Tahmin



1.2. Tiirkiye Pamuk Ekim Alanlar1 ve Uretimi

Tiirkiye'de 2019/20 vejetasyon yilinda 23 ilde toplam 478.000 hektara pamuk ekimi
yapilmustir. Bunlarin %86's1 Sanlrfa, Diyarbakir, Aydm, Hatay, Adana ve Izmir olmak
tizere 6 ilden olusuyordu. Tirkiye'de ortalama kiitlii tiretimi 460 kg/da, elyaf tiretimi ise 170
kg/da'dir. Ekim alan1 Gilineydogu Anadolu'da 290.000 hektar, Cukurova'da 95.000 hektar,
Ege bolgesinde 89.000 hektar, Antalya'da 4.000 hektardir (TEPGE, 2020). Tiirkiye pamuk

ekim alanlar1 Sekil 1.2°de verilmistir.

2

zmir %65,3

Diyarbakr %10,0
~lAvdin %9,7
Su—

Adana %7,8

* Hatay %69,5

Sekil 1.2. Tiirkiye pamuk ekim alanlar1 (TEPGE, 2020).

Sanliurfa %643,7

2019/20 pamuk tiretim sezonunda Tiirkiye {iretiminin % 85'ine ulasan alt1 ili Sanliurfa,
Aydm, Diyarbakir, Hatay, Adana ve izmir olusturmaktadir. Giineydogu Anadolu'da pamuk
lifi diretimi 450.000 ton, Cukurova bolgesinde 177.000 ton, Ege bolgesinde 180.000 ton,
Antalya'da ise lif pamuk iiretimi 8.000 tondur (TEPGE, 2020). Tiirkiye pamuk gretim

alanlar1 Sekil 1.3’de verilmistir.
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Sekil 1.3. Tiirkiye pamuk tiretim alanlar1 (TEPGE, 2020).
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1.3. Molekiiler Markirlar

Markir sistemlerinin ortaya ¢ikisi, son 30 yildir biyokimya ve molekiiler biyolojideki
gelismeleri yakindan takip etmistir (Schulman, 2007). Molekiiler markirlar, sistematik
olarak kullanilan DNA parcalaridir. Baska bir deyisle genomun benzersiz bir pargasidir. Bu
benzersiz pargalarda bazi farkliliklar meydana gelebilmektedir. Bu farkliliklar eklenmeler,
silinmeler, yer degistirmeler ve tekrarlar gibi olaylar nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir

(Schlotterer, 2004).

Molekiiler markirlarin kullanim alanlari; genetik haritalamada, QTL (Quantitative
Trait Loci) analizlerinde (Rafalski vd. 1996; Sonmezoglu ve Terzi, 2018), kiiltiir ¢esitlerini
tanimlamada, yeni gelistirilen c¢esitleri koruma altina almada, genetik akrabaliklar
belirlemede (Zarei ve Erfani-Moghadam, 2021; Nicolosi vd. 2000; Lowe vd. 1996),
tohumlukta saflik analizinde, gen kaynaklarinin karakterizasyonunda, genetik materyalin
yapisini anlamada, genetik materyalin yeniden organizasyonunda, filogenetik caligmalarda
ve 1slah programinda kullanilacak ebeveynlerin se¢iminde kullanilirlar (Demirel, 2020;

Aksu ve Cevik, 2015).

Klasik 1slah yerine molekiiler markirlarin kullanimi yeterli olmamakla birlikte ancak
klasik 1slahin basarisini arttiric1 ve destekleyici teknikler olarak kabul gérmektedir. Markir

destekli se¢im tekniginin ve molekiiler markir teknolojisinin gelisimi sayesinde daha etkili



bir sekilde bitki 1slah ¢alismalar1 yapilmakta ve ¢cok daha kisa bir siirede klasik 1slaha gore

giivenilir ve basarili sonuglar elde edilmektir (Yorgancilar vd., 2015).

Molekiiler markirlar; biyokimyasal, izoenzim ve DNA tabanli olmak {izere 3’e
ayrilmaktadirlar. DNA tabanli markirlarin kullanimi diger markirlara gore genetik
cesitliligin belirlenmesinde, tir ve c¢esit ayriminin yapilmasinda daha avantajhidirlar.
Cevreden etkilenmezler ve polimorfizm oranlari yiiksektir. Bunun yani sira, pleiotropik (bir
genin birden fazla fenotipik Kkarakter iizerine etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya
cikmasindan sorumlu olan farkli genler arasinda baskilayici etkilerin olmasi durumu) 6zellik

gostermeyip son derece stabildirler (Che vd. 2003; Parmaksiz, 2004).

DNA markirlar1 hibridizasyona dayali markirlar (RFLP) ve PZR’a dayali markirlar
(RAPD, AFLP, SSR, ISSR vb.) olmak tiizere iki grupta incelenir (Morilipinar, 2019).

Hibridizasyona Davyali Markirlar

RFLP (Sinirlayict Parca Uzunlugu Polimorfizmi)

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonuna) Dayali Markirlar

RAPD ( Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)
SSCP (Tek Iplikli Konformasyon Polimorfizmi)

SSR ( Basit Dizi Tekrarlari, mikrosatelitler)

AFLP (Cogaltilmis Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi)
VNTR (Degisken Sayida Dizi Tekrari, mini satelitler)
SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi)

SCAR (Giiglendirilmis Dizi Karakterize Bolgeler)
ISSR (Basit i¢ Dizi Tekrarlari)

IPBS (Primer Aras1 Baglanma Yeri)



1.3.1. iPBS (Primerler Arasi1 Baglanma Dizisi)-Retrotranspozon

1.3.1.1. Transpozonlar

Bir transpozon, bir kromozom {izerinde yeni bir konuma hareket eden, yani genom
icinde gd¢ etme kabiliyetine sahip olan ve ayrica mutasyona ugrayabilen veya tersine
cevrilebilen bir DNA dizisidir. Transpozon, bir bolgeden diger herhangi bir bolgeye gecis
yapabilecek bilgileri tasir. Bu degistirilebilir tekrarlayan diziler, transpozisyon yoluyla bir
kromozomal bolgeden digerine tasinir. Bakterilerde, viriislerde, plazmitlerde ve okaryotik
hiicre kromozomlarinda bulunabilir. Birkag Plasmodium tiirii disinda tiim 6karyotlarda ve
hemen hemen tiim prokaryotlarda transpozonlar bulunur (Bowen, 2002; Vitte ve Bennetzen,
2006; Wicker vd. 2007; Huang vd. 2012). Transpozonlar, 6karyotlarin genomunun biiyiik
bir boliimiinii olusturur ve oOzellikle tahil bitkilerinde yaygindir (McClintock, 1984;
Mansour, 2007). Bazi1 o6nemli bitki tiirlerindeki transpozon yiizdeleri Sekil 1.4°de

verilmistir.
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(1) Arabidopsis thaliana (2) Fragaria vesca (3) Cucumis sativus (4) Carica papaya (5) Madicago truncatula
(6) Oryza sativa (7) Theobroma cacao (8) Lotus japonicus (9) Populus trichocarpa (10) Vitis vinifera (11)
Brassica oleracea (12) Sorghum bicolor (13) Gossypium raimondii (14) Glycine max (15) Zea mays (16)
Hordeum vulgare (17) Triticum aestivum (18) Pinus taeda (Genom biiyiikliikleri logaritmik olarak verilmistir),
(Wicker vd., 2007).

Sekil 1.4. Baz1 6nemli bitki tiirlerindeki transpozon yiizdeleri (Wicker vd., 2007).



Transpozonlar, aktivitelerine gore aktif transpozonlar ve inaktif transpozonlar olarak
smiflandirilir. Isimlerinin aksine, bu hareketli elementlerin biiyiikk bir kismi inaktif
transpozonlardir. Tiir evriminin ilk asamalarinda, bu aktif olmayan transpozonlar yer
degistirmis ve giiniimiiziin kromozom bdélgelerine yerlesmistir. Bu nedenle inaktif
transpozonlara molekiiler fosiller de denilmektedir. Bununla birlikte, bir transpozonun aktif
veya inaktif olmasi tamamen kalic1 degildir ve tersine ¢evrilebilir. Degisen c¢evresel kosullar
gibi faktorler, bu unsurlar1 etkinlestiren veya devre dis1 birakan epigenetik konfigiirasyonu

degistirebilir (Wessler, 2009).

Cogu transpozonun iki temel Ozelligi vardir. Birincisi, genomda bir konumdan
digerine geg¢me yetenegi (transpozisyon) ve ikincisi, genomdaki kopya sayisini
(replikasyon) artirma yetenegidir (Bennetzen, 2000). Bazi diziler genomda yiiksek miktarda
bulundugundan ve bunlarin konuk¢u genomdan daha hizli ¢ogaldig: tespit edildiginden,
transpozonlar tiir siirekliliginden baska amaci olmayan 6geler olarak kabul edilmekte ve

transpozonlara bencil DNA “selfish DNA” denilmektedir (Okomato, 2001).

Transpozisyon nedeniyle, transpozon genomun birgok farkli bdlgesine yerlesebilir.
Ozellikle ekzonlarda veya genlere yakin bolgelerde bulunduklarinda nokta mutasyonlar,
cergeve kaymasi mutasyonlari, delesyonlar, duplikasyonlar, insersiyonlar ve diger olaylari
tesvik ederek mutasyonlara neden olan yeni aleller olustururlar. Bu mutasyonlar nedeniyle
gen lirlinli proteinleri olugmayabilir. Bu durum ise ciddi fenotipik degisikliklere ve hatta
patolojik olusumlara da neden olabilmektedir. Bu yeni olusumlar, evrim siirecinde yeni
tiirlerin olusmasinda etkili mekanizmalar olarak kabul edilmektedir (Bennetzen, 2000;

Schulman, 2004; Pagnotta, 2009).

1.3.1.2. Retrotranspozonlarin Siniflandirilmasi, Hareket Mekanizmalari ve Yapilari

Tiim fonksiyonel transposable elementler, genomda bir bdlgeden digerine hareket
etme Ozelligine sahiptir. Bu sistemde hareketli elemanlar, RNA (Sinif I) retrotranspozonlar
veya DNA (Sinif II) transpozonlar1 olmak {izere yer degistirme mekanizmasina gore iki tipe
ayrilir. Sinif I retrotranspozonlari, RNA'y1 bir transpozisyon ortami olarak kullanan RNA
transpozonlaridir. Transpozon, RNA polimeraz tarafindan mRNA'ya kopyalanir ve daha

sonra ters transkriptaz ile ¢cDNA'ya donistiiriiliir. Sentezlenen cDNA, genomda hedef
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bolgeye yerleserek yeni bir pozisyon alir. Bu mekanizmaya genellikle kopyala-yapistir
mekanizmasi denilmektedir (Marco, 2005; Wicker vd., 2007; Huang, 2009).

Smif II transpozonlar, transpozisyon ortami olarak RNA kullanmayan DNA
transpozonlaridir. Ote yandan, DNA transpozonlar1 kendilerini bulunduklar1 kromozom
bolgesinden keserler ve ardindan hedef bdlgeye yerlestirirler. Tip II, kes ve yapistir olarak
adlandirilmaktadir  (Finnegan, 1989). Transpozonlarin siniflandirilmasi  ve hareket

mekanizmalar1 Sekil 1.5°de verilmistir.

Retrotranspozon DNA Transpozon

N-r —

ENA kopyalar: yapilda

(hiitiin ve parcalar) 1 k| X X} i1

ENA, DNA'va geri kopvaland

Transpozon kendini DNA'dan keser

Yeni verlere
verleztirilen DN
wopralarm

Transpozon yeni
hilgeve tasimvor

Yeni
‘i Bilge
\l
Eski

Bilge

Sekil  15. Transpozonlarin ~ smiflandirilmast  ve  hareket ~ mekanizmalari

(https://www.popsci.com/transposon-reproduction-nurse-cell).
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Retrotranspozonlar, LTR (Long Terminal Repeat-uzun terminal tekrarlari) ile
sinirlidir, DNA transpozonlariin sonunda, TIR “Terminal Inverted Repeat-terminal ters
cevrilmis tekrarlar” dizileri vardir. Transpozisyonda LTR ve TIR dizileri énemli bir rol
oynamaktadir. LTR dizisi, hareketli genetik elemanlarin i¢ bdlgelerini sinirlandirmak icin
kullanilan, genellikle 5'-TG ... CA-3 ‘'tersine ¢evrilmis tekrarlarla bagslayip biten
kodlanmayan bir DNA dizisidir (Voytas, 2002). LTR dizilerinin yapisi Sekil 1.6’da

verilmistir.

CA
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Sekil 1.6. LTR dizilerinin yapis1 (http://gydb.org/index.php/LTRS).

LTR dizisi; U3, R ve U5 olmak iizere {i¢ bolgeye ayrilmaktadir. U3 bolgesi 200-1.200
niikleotid uzunlugundadir ve promotoriin bulundugu yerdir. R bolgesi tekrardan
olusmaktadir. U5 bolgesi 75-250 niikleotid uzunlugundadir ve transkripsiyonel genomun ilk
bolimiinii olusturmaktadir. 18 niikleotitli bolge PBS olarak adlandirilmakta ve genellikle
5'LTR'nin sonunda bulunmaktadir. PBS, hiicre tRNA'sinin 3 'ucunu tamamlayicidir ve esas
olarak 5'LTR'nin R-US bolgesine tamamlayict bir DNA ipligini sentezlemek igin ters
transkriptaz (reverse transkriptaz) i¢in primer olarak kullanilmaktadir. Diger bir kiigiik bolge
olan PPT, 3'LTR'nin sonunda yer almakta ve konakg1 hiicre genomuna biitiinlesmis bir viral
DNA tiirii olan proviral DNA zincirinin sentezini baslatmaktan sorumludur. LTR'ler
arasindaki rekombinasyon, bazi durumlarda LTR dizilerinin yalnmz kalmasina neden
olmaktadir. Genomda tek basmna kalan LTR dizilerine solo - LTR denilmektedir (Pouteau
vd. 1994; Takeda vd. 1998; SanMiguel vd. 1998; Shirasu vd. 2000; Jiang vd. 2002).

1.3.1.3. iPBS Markir Yontemi

Genomdaki transpozonlarin bollugu, genel dagilimi ve yiiksek aktivitesi, molekiiler

belirteclerin gelisimi i¢in miikemmel kosullar saglar. Retrotranspozon dizilerini molekiiler
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belirtecler olarak kullanarak, polimeraz zincir reaksiyonuna dayali bircok ydntem
gelistirilmistir (Kalendar, 2011). Retrotranspozonlarda, SINE (serpistirilmis kisa elementler)
benzeri diziler, LTR retorelementleri gibi bol miktarda yayilmis dizi setleri, IRAP
(retrotranspozon arasi amplifikasyon polimorfizmi), REMAP (retrotranspozon- mikrosatellit
amplifikasyon polimorfizmi) ve Inter-MITE (MITE arasi polimorfizm) amplifikasyon
tekniklerinin ortaya ¢ikmasinda kullanilmistir (Bureau ve Wessler, 1992; Kalendar ve
Schulman, 2006; Wenke vd. 2011, Seibt vd. 2012).

Yeni tiirlerde retrotranspozon belirteclerinin gelisimini smirlayan faktorler; iirtin
boyutunun degiskenligi ve her bir spesifik bolgeye bitisik genomik DNA ile eslesen
primerlerin tasarimi, klonlama ve dizi bilgisinin gerekliligidir. Son yillarda bu zorluklarin
iistesinden gelen yeni bir PZR tabanli yontemi Kalendar vd. (2010) tanimladi. Bu yontem,
neredeyse tiim organizmalarda LTR transpozonlarini izole edebilir ve kendisi evrensel bir
etiketleme sistemi olarak kullanmilabilir. iPBS yontemi, LTR retrotranspozonunda ters
transkriptaz ile birincil baglanma bdlgesinin ¢ogaltilmasina dayanir. Korunmus protein
kodlama bolgelerine dayanan retrotranspozonlarin izolasyon yonteminden farkli olarak
iPBS  primerleri,  genomdaki  retrotranspozonlarin = polimorfizmini  dogrudan
goriintiileyebilmektedir (Kalendar, 2010). iPBS markir yontemiyle cogaltilan bdlgenin
yapisi Sekil 1.7°de verilmistir.
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Sekil 1.7. iPBS markir yontemiyle ¢ogaltilan bolgenin yapisi (Kalendar vd., 2010).

iPBS, bitkiler ve hayvanlar alemin de polimorfizmlerin gozlemlenebildigi tek
retrotranspozon tabanli markir sistemidir. Monokotil ve dikotil bitkilerde retrotranspozonlar

olduk¢a heterojen popiilasyonlar igerir. Bitki tiirlerindeki bir¢cok retrotranspozonun,
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baglanma yerlerinde yiiksek derecede polimorfizm sergiledigi gézlemlenmistir (Pearce vd.
1997; Gribbon vd. 1999).

IPBS amplifikasyon teknigi hemen hemen evrensel ve oldukga etkili bir yontem
olarak, bireyler arasindaki polimorfizmleri dogrudan tespit etmek, transkripsiyon
profillerindeki polimorfizmleri tespit etmek ve hizli bir bicimde genomik DNA'dan LTR’in
kopyalanmasinda, LTR retrotranspozonun veri taban arastirmalarinda, PBS’in (primer
baglanma yeri) korunumlu dizilerini kullanir. Bir¢ok retrotranspozonlar kromozom
dizilerinde i¢ ige gegmis, yeniden birlesmis, ters cevrilmis veya kesilmis bir bi¢cimdedir,
ancak korunmus PBS primerleri kullanilarak test edilen tiim bitki tiirlerinde kolayca

kopyalanabilirler (Arystanbek Kyzy, 2019).

1.4. Filogenetik Agac

Filogenetik, ata-soy iliskisi olarak tiim organizmalar arasindaki evrimsel iliskiyi
ortaya ¢ikarmayi amaglar. Organizmalarin molekiiler mekanizmalari, tek bir ataya sahip
olduklarim1 gdstermektedir. Ortak bir atadan evrimlestikleri icin, tiirler birbirleriyle

iligskilendirebilirler (X1ong, 2006; Singh Gautam, 2015).

Genom bir¢ok mutasyon yoluyla evrimlesmis ve farklilagmistir. Bu siirecin sonunda,
organizmanin genomunun niikleotid dizisindeki bu farklilik bize iki genomun birbirinden
farkli oldugunu gosterebilir. Farkli genomlar1 karsilastirarak, aralarindaki evrimsel iligki

anlagilabilir (Freeman ve Herron, 1999).

Tespit edilen filogenetik iliskinin, grafiksel olarak gosterimi ise “filogenetik agaglar”
sayesinde olmaktadir (Woese vd., 1985). Filogenetik aga¢ olusturmada karakter temelli ve

mesafe temelli olmak iizere iki yontem kullanilmaktadir.

1.4.1. Karakter Temelli Yontemler

Dizilerde toplanan mutasyonlarin sayilmasina dayanmaktadir. Bu karakterler her bir
taksondaki canliya ait olan molekiiler dizilerdir. Maximum Parsimoni, Maximum

Likelihood ve Mr. Bayes gibi metotlari igerir (Saitou ve Imanishi, 1989).
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1.4.2. Mesafe Temelli Yontemler

Sekans hizalamasi ile olusturulan evrimsel mesafe, her bir takson ¢ifti arasindaki
mesafeyi belirlemek i¢in kullanilabilir. Veri matrisindeki bu mesafe skorlarin1 kullanarak,
tiim taksonlar i¢in bir filogenetik aga¢ olusturulabilir. Bu yontemde kullanilan algoritmalar,
kiime tabanli ve en iyi durum tabanli olarak siniflandirilir. Aritmetik ortalamay1 kullanarak
bu algoritmalar, agirlikli olmayan ¢ift grup yontemini (UPGMA, unweighted pair group
method algorithm) ve komsu birlestirme yontemini (Neighbor-joining method) kullanirlar

(Michener ve Sokal, 1957).

Filogenetik analizde en ¢ok kullanilan programlar PAUP, NTSYS, MEGA, PHYLIP
ve MRBYES’ dir (Freeman ve Herron, 1999). Bu programlarin olusturdugu agaglari

bilgisayarda goriintiileyebilmek i¢in de Treeview kullanilir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kumlay vd. (2021) yaptiklar1 ¢alismada 10 adet pamuk (Gossypium hirsutum L.)
¢esidinin molekiiler karakterizasyonu gergeklestirilmistir. Retrotranspozon temelli 6 adet
1PBS markir1 kullanarak, ortalama %77,65 polimorfizm orani ile toplam 36 polimorfik bant
gbzlemlendi. Hesaplanan markirlarin ortalama polimorfizm degeri (PIC) 0,27, ortalama gen
cesitliligi (H) degeri 0,34, ortalama Dice benzerlik katsayis1 0,37 ve korelasyon katsayisi (r)
0,9026'dir. Genotipler arasindaki genetik iliskiyi belirlemek i¢in NTSYS-pc yazilimu
kullanilarak genetik iliskinin 0,0456 ile 0,8387 arasinda degistigi bulunmustur. Ilk ii¢
0zdegerin toplami, toplam varyasyonun %71,93"nli ac¢iklamistir. Genotipin molekiiler

varyasyon gosterdigi belirlenmis ve genetik varyasyon sonuclarmin gelecekteki pamuk 1slah

arastirmalarinin planlanmasinda kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Gailite vd. (2011) nesli tiikenmekte olan Saussurea esthonica Rupr., bitkisi sadece
Letonya, Estonya ve Rusyamin Leningrad bdlgesinde bulunmaktadir. Popiilasyonlar
arasindaki genetik cesitliligi incelemek i¢in retrotranspozon tabanli iPBS markir yontemi
kullanmiglardir. 4 iPBS-(2001, 2076, 2081, 2083) primerinden toplam 51 bant
tanimlanmistir. Bu yontem, popiilasyonlar arasinda 6nemli farkliliklar gdstermistir. Iki
farkli molekiiler etiketleme teknigi, iPBS ve (dahili kopyalanmis aralayici) ITS dizileri, S.
esthonica'nin filogenisini incelemek icin degerlendirilmistir. iPBS markirinda elde edilen
filogeni, ITS dizisi ile elde edilen filogeniye benzerlik gostermistir. Bir tiir igindeki genetik
cesitlilik bu iki teknikle belirlenmis ve bu iki belirte¢ arasindaki farkliliklar
gbzlemlenmistir. iPBS markorleri igin bu oran %84’iken ITS dizileri i¢in bu oran %26

olarak bulunmustur.

Andeden vd. (2013) iPBS-retrotranspozonlar ve ISSR belirtegleri, Tiirkiye'nin
giineydogusundaki 5 yabani tiir ve 1 kiiltiir tiirii olmak tizere 71 nohut (Cicer arietinum L.)
germplazmimin genetik ¢esitliligi ve genetik iliskisi i¢in kullanmiglardir. 10 ISSR primeri
kullanilarak 6 tiire ait 71 nohut genotipinde 135’1 (%99,3) polimorfik olmak tizere 136 bant
elde edilmis ve 10 iPBS markirinda da 130 bant elde edilmistir. Primer basina ortalama 13
bant ile en fazla gesitlilik C. echinospermum P.H.Davis ve C. pinnatifidum Jaub. & Spach

tirlerinde gorildigi, C. arietinum L.’nin ise daha disik polimorfizm gosterdigi
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belirtilmistir. iki markir sisteminin ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri 0,91
olarak bulunmustur. iPBS ve ISSR NeighborNet (NNet) planar grafikleri karsilastirildiginda
gruplar arasindaki germplazm ve tiir kiimelerinin hemen hemen benzer oldugu bulunmustur.
Bu calisma, yabani nohut tiirlerinin g¢esitliliginin arastirilmasinda iPBS belirteclerinin

pratikligini ve roliinii ortaya koymaktadir.

Guo vd. (2014) 35 farkh tiziim ¢esidinin molekiiler ¢esitlilik arastirmasi igin IPBS
markirlar1 kullanmiglardir. Calismada %86,3 polimorfizm ile toplam 99 polimorfik bant
tespit etmislerdir. Bu ¢aligmanin sonucunda, iPBS markirinin asmalarin genetik cesitliligini

belirlemede, basit, bilgilendirici ve uygun bir teknik oldugu sonucuna ulagmislardir.

Duan vd. (2015) 10 yabanci tiir ve 55 gesit Paeonia L. (Sakayik) bitkisinden olusan
popiilasyonda genetik ¢esitlilik arastirmasi i¢in iPBS markirlar1 kullanmiglardir. Her bir
primer tarafindan iretilen bant sayis1 9 ile 19 arasinda degismekte olup, primer basina
ortalama 12,88 bant bulunmustur. Kullanilan 16 primer tarafindan toplam 206 bant {iretilmis
olup, polimorfik bantlarin sayist %3,98 ile 173 olarak saptanmustir. Primer basina ortalama

polimorfik bant sayis1 10,81 olarak bildirilmistir.

Yildiz vd. (2015) 66 Abelmoschus L. (Bamya) genotipinin genetik ¢esitliligini analiz
etmek igin iPBS retrotranspozon belirteglerini kullanmiglardir. iPBS retrotranspozon
primerlerinden %40,2 polimorfizm ve primer bagina ortalama 6,8 bant ile toplam 88 bant
elde edilmistir. SSR markirlar1 i¢in Shannon bilgi indeksi sirasiyla 0,06 ile 0,46 ve 0,14 ile
0,65, iPBS retropozonlari i¢in ise 0,01 ile 0,13 ve 0,02 ile 0,21 araliginda bulunmustur.
Retrotranspozonlarin polimorfizm bilgi icerigi degeri 0,12 ile 0,99 arasinda degisirken, SSR
markirlarinin - polimorfizm bilgi igerigi degeri 0,52 ile 0,81 arasinda degismistir.
Retrotranspozonlara ve SSR'a dayali Neighbor Joining analizi, tiim genotipleri 4 gruba
ayirmustir. Ancak SSR markiriin yerel gesitleri orijine gore ayirt etmede daha etkili oldugu
bulunmustur. STRUCTURE paket programi populasyon yapisini tanimlamak i¢in
kullanilmis ve yerel irklar arasindan iki popiilasyon (alt popiilasyon varsayim sayisi, K=2)

belirlenmistir. Bu ¢alismayla, iPBS markirinin bamyada uygulanabilirligi rapor edilmistir.

Nemli vd. (2015) 67 Phaseolus vulgaris L. (Fasulye) genotipinin genetik ¢esitliligini
ve popilasyon yapisim1 incelemek i¢in 47 iPBS primeri kullanmislardir. Molekiiler
calismalar ile toplamda 180, primer basinada 4 polimorfik bant tespit etmislerdir.

Polimorfizm bilgi igerigi 0,73 olarak belirlenirken, genetik yakilikta 0,09 ile 0,99 arasinda
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degismistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 degerlendirilirken, iPBS primerlerinin fasulye genetik

cesitliligini bagarili bir sekilde tespit ettigi sonucuna varilmaistir.

Baloch vd. (2015a) iPBS-retrotranspozon markoriinti, 104 bezelye ¢esidini ve 34
bezelye yetistirme hattini molekiiler olarak karakterize etmek i¢in kullanmiglardir.
Kullanilan 12 iPBS-retrotranspozon primerinden toplam 106 skorlama bandi elde edilmis ve
bunlarin 81’inin (%76,4) polimorfik oldugu ve primer basina ortalama 6,75 polimorfik bant
icerdigi bulunmustur. Polimorfizm bilgi icerigi 0,33 ile 0,84 arasinda degismekte olup,
ortalama 0,61 olarak tespit edilmistir. Neighbor Joining analizinde, benzer cografi
bolgelerden yerel bezelye cesitleri farkli gruplara dahil edilmis, bu da genetik parametrelere
dayal1 gruplamanin cografi kdken ile yakindan iligkili olmadigin1 gostermistir. Popiilasyon
yapisini tanimlamak i¢cin STRUCTURE paket programi kullanilarak yerel ¢esitler arasindan
K=5’te 5 popiilasyon ve K=3’te 3 popiilasyon tespit edilmistir. Calismanin sonucu, iPBS-
retrotranspozon markirlariin bezelye genetik kokeninin molekiiler karakterizasyonu i¢in

kullanilabilecegini gostermistir.

Baloch vd. (2015b) iPBS retrotranspozon belirtegleri ve ISSR belirtegleri kullanilarak,
agirlikli olarak Tiirkiye'den olmak {izere 6 yabani ve 1 kiiltiir mercimeginden 50 cesidi
molekiiler olarak karakterize etmislerdir. 10 iPBS primeri, 150'si (%99,3) polimorfik olan
151 bant tretirken, her primerin 15,0 polimorfik fragment olusturdugu tespit edilmistir. 10
ISSR primeri %100 polimorfizm gosterirken, her primerin ortalama 13,5 bandi vardi ve ayni
anda 138 skorlanabilir bant tespit edilmistir. ISSR markirinin ortalama polimorfizm bilgi
igerigi (PIC) degeri (0,97) ile iPBS markirindan (0,90) daha yiiksek bulunmustur. Lens
orientalis (Boiss.) Schmalh., Lens culinaris Medik. ile Lens orientalis (Boiss.) Schmalh.
arasinda hibridizasyon olasiligini artiran en yiiksek genetik ¢esitlilige sahip tiir olarak
tanimlanmistir. Bu gesitler ayrica sirasiyla %82,92 ve %51,92 olan yiiksek seviyelerde ISSR
ve iPBS markir polimorfizmleri gostermistir. Lens lamotei ve Lens tomentosus Ladiz.'in iki
markir sisteminde de en az polimorfik tiirler oldugu tespit edilmistir. iPBS ve ISSR
grafikleri karsilastirildiginda, tiirlerin ve aksesyonlarin kiimeler igindeki gruplandirilmasinin
hemen hemen benzer oldugu tespit edilmistir. Ayrica, iPBS-retrotranspozonlarinin yabani
ve kiiltliir Lens tiirlerinin molekiiler karakterizasyonu i¢in evrensel bir isaretleyici olarak

onemli bir rol oynadigini bildirmislerdir.

Comertpay vd. (2016) 7 iilkeden 81 ticari geltik ¢esidi arasindaki genomik iliskiyi

tespit etmek i¢in 9 iPBS retrotranspozon ve 17 SSR markir1 kullanmislardir. SSR markirlar
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icin lokus basina ortalama 3,47, toplam 59 allel ve iPBS retrotranspozon markérleri igin
lokus bagma ortalama 10,06, toplam 96 bant tespit etmislerdir. Her ¢esit, SSR ve iPBS
retrotranspozon goriintiileri ile agik¢a tanimlanabilmistir. iPBS retrotranspozon ve SSR'a
dayali kiimeleme benzerlik gostermis ve aralarinda yiiksek derecede bir korelasyon
bulunmustur (r = 0.73). SSR ve iPBS retrotranspozonlarinin birlesik verilerine dayanan
komsu baglanti kiimesi, celtik cesitlerini {i¢ kiimeye ayirmustir. Populasyon yapisi
STRUCTURE yazilimi ile belirlenmis ve arastirilan cesitler arasindan Tirk celtik
cesitlerinin ¢esitliliginin diisiik oldugunu gosteren 3 populasyon (K=3) saptanmustir.
Sonuglar, iPBS retrotranspozon markirlarinin ¢eltik cesitlerinin - genetik ¢esitliligini

belirlemek i¢in ¢ok giiclii bir teknik oldugunu gostermistir.

Borna vd. (2016) 89 aslankuyrugu (Leonurus cardiaca L.) genotipinin genetik
iliskisini arastirdiklar1 ¢alismada, 7 iPBS primeri kullanarak toplam 191 bant elde
etmiglerdir. Arastirma sonucunda iPBS primerlerinin aslankuyrugu bitkisinin genetik

cesitliligini ortaya ¢ikarabilecegini belirlemislerdir.

Karik vd. (2019) 26 il ve 4 cografik bdlgeden toplanan 94 Tiirk Defne genotipinin
genetik cesitliligini ve popiilasyon yapisini incelemek icin 13 iPBS markir1 kullanmiglardir.
Analiz sonucunda 164’1 polimorfik olmak iizere toplamda 195 bant elde etmisler ve

polimorfizm oranint %84.1 olarak tespit etmislerdir.

Ali vd. (2019) calismasinda, Asteraceae familyasina ait Aspir (Carthamus tinctorius
L.) bitkilerinin genetik ¢esitliligini ve popiilasyon yapisini incelemek icin 28 farkli lilkeden
gelen 131 aspir g¢esidini 13 iPBS retrotranspozon markirt kullanarak arastirmay1

hedeflemislerdir. 275" (%93.22) polimorfik olan toplam 295 iPBS bandi gézlemlemislerdir.

Bonchev ve Vassilevska (2019) retrotranspozon bazli iPBS markir yontemi ile
Helianthus annuus L., Echinaceae purpurea L., Tagetes sp., Tithonia rotundifolia (Mill.)
S.F. Blake ve Verbesina encelioides Benth. & Hook.f. cinslerini inceleyerek Asteraceae
familyasindaki genetik cesitliligi degerlendirmislerdir. Secilen iki iPBS primeri (2222 ve
2224), srastyla %44,8-93,3 (ortalama %70) ve %85,7-100 (ortalama %89,5) ile tiirler
arasinda polimorfizm gostermistir. Polimorfizm tespit edilen Helianthus gesitleri arasinda
iPBS belirtegleri (%35,7 ve %19,1) ve ayn1 anda tek bir melezin nesiller arasi melezleri
arasinda (%28,6 ve %40) tiir ici diizeyde genetik ayrigmaya imkan sagladigim
bidirmiglerdir. Helianthus ¢aprazlamalarinda sirasiyla iPBS markorii ve ebeveyn

genomunun kalitimi, yabani tiirlerin orijin belirteclerinin rastgele olmayan eliminasyonu ve
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Helianthus'a ozgii belirteglerin tercihli bir kalitimi olarak kendini gostermistir. Bu
dengesizlik, LTR faktorlerini igeren genomik yeniden sekillenmeyi ortaya g¢ikarmustir.
Sonug olarak, iPBS y6ntemi, Asteraceae tiirlerinin genetik gesitliligini degerlendirmek igin
giivenilir bir yaklasim oldugunu ve aygicegine benzer tiirlerin 1slah ¢alismalarinda timitvar

nitelikte kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Kocgak vd. (2020) Van Golii Havzasi'ndan toplanan 74 Fritillaria imperialis genotipi
arasindaki genetik cesitliligi belirlemek icin 19 farkli iPBS-retrotranspozon primeri
kullanilmigtir. Kullanilan 19 primerin tamami %100 polimorfizm ile toplam 94 bant
tiretmistir. Her primer i¢in ortalama bant sayisinin 4,94 ve ortalama polimorfizm bilgi
igeriginin (PIC) 0,58 oldugu belirlenmistir. En diisiik bantli primer 2 bant, en yliksek bantli
primer 10 bant olusturmustur. Ortalama etkili alel sayis1 1,50, Shannon bilgi indeksi 0,47 ve
gen cesitliligi 0,30 olarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, Van G6lii Havzasi'ndan
toplanan ters lale genotiplerinin genetik farkliliginin 6nemli diizeyde oldugunu gdstermistir.
Calismayla birlikte, Terslale genotiplerinin genetik cesitliligini belirlemek i¢in ilk defa
iIPBS-retrotransposon markiriin kullanilmasi, iPBS-retrotransposon markir sisteminin bu

tiire basariyla uygulanabilecegini gostermistir.

Vanijajiva vd. (2020) Tayland'in farkli bolgelerinden toplanan 96 Asteraceae ailesine
ait Cissampelopsis tiiriinde retrotranspozon (iPBS) sistemini, genetik ¢esitliligi belirlemek
icin kullanmislardir. Toplam 120 iPBS bandi var/yok ozelliklerine gore skorlayarak,
UPGMA ve PCoA analizinden elde edilen sonuglar ile beraber C. corifolia ve C. volubilis'in
farkli tiirler oldugunu tespit etmiglerdir. C. volubilis popiilasyonu arasindaki ve i¢indeki
genetik ¢esitlilik ve genetik farklilasma, C. corifoliaminkinden daha yiiksek bulunmustur.
Ancak, iki tiiriin molekiiler varyans (AMOVA) analizi popiilasyon i¢indeki genetik varyans
degerinin, her tiirlin popiilasyonlar1 arasindaki genetik varyans degerinden daha ytiksek
oldugunu gostermistir. Iki Cissampelopsis tiirii arasindaki genel cesitliligin ve popiilasyon
farklilasma diizeyindeki farkliliklarin, Cissampelopsis popiilasyonunun genetik bilesiminin
bolgesel dagilimla tutarli oldugunu gostermistir. Bu ¢alismayla, iPBS markir sisteminin

genetik ¢esitliligini ve yapiy1 tahmin etmedeki etkinligini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Ornekleri

Bu calisma Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisii Midiirliigli genetik stogundan alinan
14 farkli ilkeye ait 30 pamuk cesidiyle yapilmistir. Caligma Midiirliigiin biyoteknoloji
laboratuvarinda yuritiilmistir. Calismada kullanilan pamuk ¢esitlerinin 6zellikleri ile

Diinya tlizerindeki orijinleri sirasiyla Cizelge 3.1. ve Sekil 3.1 de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan pamuk cesitleri ve 6zellikleri.

. . ir¢ir Randimani Lif inceligi Lif Uzunlugu Lif Kopma ..

Sira No Cesit/Hat Ad1 Tiir Cirg %) (miey g (o) g Dayanlkhllg? (wieks) Orjin

1 Deltapine 20 G.hirsutum 39,5 3,7 34,7 37,5 A.B.D.

2 Stoneville 474 G.hirsutum 43,7 4.4 28,6 31 A.B.D.

3 TAM B 139 G.hirsutum 37,8 3.9 35,5 36,1 A.B.D.

4 Acala N 28-5 G.hirsutum 43 34 25,3 30,1 A.B.D.

5 Alba Acala 70 G.hirsutum 34,9 3,2 35,1 36,9 A.B.D.

6 TX No: 2382 G.hirsutum 29,2 4 37,3 36,6 A.B.D.

7 SC-2079 G.hirsutum 42 47 31 335 Tiirkiye

8 Selin G.hirsutum 44 4,6 29,5 31,5 Tiirkiye

9 Harem 2 G.hirsutum 43.4 47 31 31 Tiirkiye

10 Selguk Bey G.hirsutum 44 4 30 33 Tiirkiye

11 Nazilli 84 G.hirsutum 42,5 4,5 28,7 30.48 Tiirkiye

12 Shazbaz G.hirsutum 44,8 3.8 28,1 29 Pakistan

13 Malmal-MNH-786 G.hirsutum 40,3 3.4 37,7 37,3 Pakistan

14 FH 142 G.hirsutum 41,1 4,2 35,5 40,8 Pakistan

15 NIAB 874 G.hirsutum 37 3.8 35,1 34,9 Pakistan

16 CIM-70 G.Hirsutum 32,6 3,6 28,4 30,2 Pakistan

17 AGDAS 7 G.Hirsutum 35,9 49 34,4 39,8 Azerbaycan

18 AzGR-11468 G.Hirsutum 36,2 47 32,3 36,9 Azerbaycan

19 Brown Egyptian G.Hirsutum 35,2 4,6 29,3 34,7 Hindistan

20 Maydos Yerlisi G.Herbaceum 25 3.9 24 28,4 Hindistan

21 CAMPU G.Hirsutum 41,8 3,8 29,3 31,9 Yunanistan

22 Penta G.Hirsutum 45 55 30,6 34,4 Yunanistan

23 TOGO G.Hirsutum 37,9 4,3 29,5 33,1 Afrika

24 Fibermax 819 G.Hirsutum 39,4 4,1 29,8 31,8 Avustralya

25 Hill Cotton 3 G.Arboreum 22 54 21,3 26,3 Banglades

26 Darmi G.Hirsutum 34,8 4,4 29,3 34,9 Bulgaristan

27 Viky (ES-20021) G.Hirsutum 42,9 4,9 29,1 33,4 Ispanya

28 Giza 59 G.Barbadense 33 3,5 34 39 Misir

29 Taashkent G.Hirsutum 38 3,9 29,3 30,5 Ozbekistan

30 Sugdiyon-2 G.Hirsutum 36,4 3,6 33,2 37,9 Tacikistan
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan pamuk cesitlerinin Diinya haritasindaki orjinleri.

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan alet ve cihazlarin isimleri, marka ve modelleri asagida

verilmistir;
e Buzdolab1 (Vestel Dova 555 Deep)
e Derin Dondurucu (Vestel FT 280)
e Hassas Terazi (Denver Instrument)
e Manyetik Karistiric1 (Velp Scientifica)
e Etiiv (Memmert)
¢ Otoklav (HMC Hiclave HV-50L)
e Mikrodalga Firin (Vestel MD-GDX23A)
e Santrifiij (Hettich Mikro 200R)

e Vorteks (Labnet VVX100)
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e Saf Su Cihazi (Puris Evo RO Dico 10-M)

e Buz Makinesi (ITV Ice Makets 1Q 85C)

e -86 °C Sogutucu (Hettich Freezer)

e Otomatik Mikro Pipetler (10-100-1000 pl) - (Eppendorf)
e Gii¢ Kaynagi (Thermo Electron Corporation EC250-90)
e Elektroforez Sistemi (OWL A2 Speration Systems)

e Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat)

e Nanophotometer (Implen Nanophotometer P330)

e Thermal Cycler (GeneAmp PCR System 9700)

3.1.3. Genomik DNA izolasyonunda Kullanilan Kimyasallar

Bitkilerin DNA izolasyonunda, Bitki Genomik DNA Izolasyon Kiti (Hibrigen)

kullanilmistir. Kit icerigi ve miktarlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Kit igerigi ve miktarlari.

Icerik Miktar
BL Tamponu 34 ml
BB Tamponu 20 ml
BY Tamponu 24 ml
BTE Tamponu 3ml
RNaz A 5mg
Filtreli Tiipler 50 adet

3.1.4. PZR ve Elektroforez i¢cin Kullamlan Cézelti ve Kimyasallar

= 0.5 M EDTA (pH:8.00) Hazirlama

186.1 g EDTA 800 ml saf su igerisinde manyetik karistiricida ¢ozlindiiriildiikten sonra

NaOH ile pH:8.0’¢ ayarlanmistir. Hacim 1000 ml’ye saf suyla tamamlanmustir.
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= Stok 50X TAE Tamponu Hazirlama

242 g Tris Base bir miktar saf suda ¢dziindiiriilmiistiir. Uzerine 57.1 ml asetik asit
eklenerek karistinlmistir. Hazirlanan 0.5 M EDTA’dan 100 ml eklenmistir. Hacim 1000

ml’ye saf suyla tamamlanmustir.
= 1X TAE Tamponu Hazirlama
Hazirlanan 50X TAE’den 20 ml alinarak hacim 1000 ml’ye saf suyla tamamlanmustir.
= Agarose (BioShop)

Genomik DNA ve PZR iiriinlerinin elektroforezi i¢in jel hazirliginda ticari olarak

satilan agarose kullanilmistir.
= 6X DNA Loading (1 ml) (ABM)

Orneklerin jele yiiklenmesi igin ticari olarak satilan 6X DNA yiikleme boyasi

kullanilmustir.
= SYBR Safe Jel Boyasi (1 ml) (Hibrigen)

PZR {iriiniiniin jelde goriintiilenmesi icin ticari olarak satilan SYBR Safe Jel boyasi

kullanilmustir.
= Primerlerin Hazirlanmasi

Kullanilan primerler iiretici firmanin 6nerdigi miktarda sulandirilarak stok soliisyonu,

daha sonra da 1/2 oraninda saf suyla seyreltilerek caligsma soliisyonlar1 hazirlanmistir.
= PZR Master Mix 11 (5X) (GeneMark)

PZR icin ticari olarak satilan ve iceriginde kalip DNA ve primer hari¢ gerekli biitiin

bilesenleri iceren Master Mix kullanilmustir.
= Stok 5X TBE Tamponu Hazirlama

54 g Tris Base bir miktar saf su igerisinde ¢6ziindiiriildiikten sonra 27.5 g Borik Asit
eklenip ¢oziindiiriilmiistiir. Uzerine 20 ml 0.5 M EDTA eklenip hacim 1000 ml’ye saf suyla

tamamlanmustir.
= 1X TBE Tamponu Hazirlama

5X TBE’den 200 ml alinip hacim 1000 ml’ye saf suyla tamamlanmustir.
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= 1 kb ve 100 bp DNA Ladder (abm)

Genomik DNA ve PZR iiriinlerinin biiytikliiklerini tespit etmek amaciyla ticari olarak
satilan 1 kb ve 100 bp DNA ladder kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Cahismada Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan soliisyonlar, cam malzemeler ve 1siya dayamikli diger
malzemeler ¢alismaya baslamadan once 121 °C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer basingta
otoklavlanarak sterilize edilmistir. Etiivde 80 °C’de 2 saat kurutulmustur. Isiya karsi
dayanikli olmayan malzemeler kontaminasyonu onlemek amaciyla bir defa kullanilarak

atilmastir.

3.2.2. Bitkilerin Ekimleri

Iklim odasinda kullanilacak plastik bardaklar 1/3 toprak, 1/3 kum, 1/3 torf karigim ile
doldurulmustur. 30 farkli pamuk ¢esidi 3 tohum halinde iklim odasi kosullarinda plastik
bardaklara ekilmistir. Cesitlerin iklim odas1 kosullarindaki goriintiisii Resim 3.1°de

verilmistir.
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Resim 3.1. Cesitlerin iklim odasi kosullarindaki goriintiisii.

Ik ¢ikiglardan sonra en iyi gelisme gdsteren bitkiler secilmis ve diger bitkilerde
sokiilmiistiir. Yaklasik 3 hafta boyunca her bitkiden taze yapraklar toplanmistir. Tek bitki

seyreltimi sonrasi taze yaprak goriintiisii Resim 3.2’de verilmistir.

Resim 3.2. Tek bitki seyreltimi sonrasi taze yaprak goriintiisii.
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Bu siire igerisinde pamuk c¢esitlerinde PZR {iriinii ve polimorfizm gdsteren primerlerin
tespiti i¢in rastgele segilen bir ¢esit lizerinde 83 adet iPBS-retrotranspozon markirlariyla
PZR analizi yapilarak en iyi sonu¢ veren 30 primer popiilasyona uygulanmak iizere
secilmistir. Genomik DNA izolasyonu i¢in yeterli miktarda toplanan taze yapraklar -86

°C’de saklanmustir.

3.2.3. DNA izolasyonu

3.2.3.1. Bitki Genomik DNA Izolasyon Kiti (Hibrigen) Protokolii

30 pamuk c¢esidinin DNA izolasyonu asagidaki protokol izlenerek gerceklestirilmistir.

1) 50 - 100 mg bitki 6rnegi sivi azot yardimi ile havanda ezilerek homojenize edilmis
ve 2 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine konulmustur. Orneklerin sivi azotla havanda ezilme

goriintlisii Resim 3.3’de verilmistir.

Resim 3.3. Orneklerin sivi azotla havanda ezilmesi.
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2) Uzerine dnceden 60 °C'de bekletilmis olan 650 ul BL Tamponu ve 10 pl RNaz A
(10mg/ml) eklenmistir.

3) Ornekler iyice vortekslenmistir. Etkin bir lizis asamas1 i¢cin homojen bir karisim
olusturulmasi saglanarak, ardindan 60 °C de 20 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

stiresince 2-3 dakikada bir yavasca birkag kez alt st edilmistir.

4) Orneklerin iizerine 400 ul BB Tamponu eklenmis ve yavasca 10-15 kez alt ist

edilmistir. Etkin bir faz olusumu i¢in homojen bir karisim olusturulmasi saglanmistir.
5) 14.000 rpm'de 15 dk. oda sicakliginda santrifiij edilmistir.

6) Ust fazdan 400 pl alinip yeni bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir.
Uzerine 400 ul BB Tamponu eklenmis ve yavasca 10-15 kez alt iist edilmistir.

7) Hazirlanan karisimin 750 pl’si alinip kolona aktarilmistir. 12.000 rpm'de 3 dk. ve 4

°C’de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiine siiziilen s1v1 atilmustir.

8) Kolona 500 ul BY Tamponu eklenmistir. 12.000 rpm'de 1 dk. ve 4 °C’de santrifiij

edilmistir. Toplama tiipiine siiziilen siv1 atilmistir.
9) 8. Basamak 2 kez daha tekrar edilmistir.

10) Filtreli tiiplin membraninin tamamen kurumasi i¢in higbir sivi eklenmeden 12.000

rpm'de 3 dk. santrifiij edilmistir. Toplama tiipii siiziilen siv1 ile birlikte atilmustir.

11) Filtreli tiip temiz 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipiine alinmig ve membran tizerine 50
ul BTE Tamponu eklenmistir. Oda sicakliginda 2 dk. inkiibe edilmis ve ardindan 12.000
rom'de 2 dk. santrifiij edilmistir. izole edilmis DNA tiip icerisinde gdzlemlenmistir. DNA

orneklerini saklamak i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. DNA Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

3.2.4.1. Nanofotometre ile Ol¢iim

Cihaz, dsDNA ol¢iimii i¢in ayarlanmistir. DNA izolasyon Kitinin son basamaginda

kullandigmmiz BTE Tamponuyla kor ayar1 yapimugtir. Orneklerden 1 pl  almip,
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nanofotometre de OD260 ve OD280 nm dalga boyundaki okumalar1 yapilarak DNA miktar1
belirlenmistir. OD260/0D280 oraniyla DNA’nin safligi belirlenmistir. DNA’nin saf elde
edilmesi i¢in bu oranin 1.7-1.9 arasinda olmasi gerekir. 1.7°den diisiik oran, 6rnekte protein

varligina, 1.9’dan yiiksek oran ise drnekte fenol ve RNA varligina isaret etmektedir.

Resim 3.4. Nanofotometre ile DNA miktar ve saflik 6l¢timil.

3.2.5. DNA Orneklerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

%1’lik agaroz jel hazirlamak icin 250 ml 1X TAE igerisine 2,5 g Agaroz tartilarak
mikrodalgada 5 dk. kaynatilmistir. Uzerine 4 pl SYBR Safe jel boyasi eklenmistir. 50-
55°C’ye kadar sogumasi i¢in beklenmistir. Jel tankina dokiilerek taraklar yerlestirilmistir.
Jelin donmasi i¢in bir siire beklenmistir. Dikkatli bir sekilde tarak ¢ikartilmistir. 1X TAE
tamponu igerisine jel tanki yerlestirilmistir. Her bir 6rnek igin strip igerisine 2 pl DNA
ornegi, 1 ul 6X DNA yiikleme boyasi ve 2 ul up su eklenerek karigtirtlmistir. Kuyucuklara 5
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ul 6rnek yiiklenmistir. 1 kb DNA markirindan 5 pl 6rneklerin basina ve sonuna eklenerek

75 voltta 2 saat yuritilmistir. Jel elektroforez tankindan alinarak goriintiilleme cihazi

igerisinde 312 nm dalga boyunda goriintlisti alinmistr.

3.2.6. DNA Amplifikasyonu ve Primerler

Calismada 30 adet iPBS primeri kullanilmis ve biitiin primerler amplifikasyon

gostermistir. Primerlerin isimleri, DNA dizilimleri, baz sayilar1t ve baglanma sicakliklari

cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Primerlerin 6zellikleri ve baglanma sicakliklari

Sira No Adi DNA Dizilimi BP ™
1 2074 5-GCTCTGATACCA-3' 12 50 °C
2 2075 5-CTCATGATGCCA-3 12 50 °C
3 2077 5-CTCACGATGCCA-3 12 55°C
4 2232 5-AGAGAGGCTCGGATACCA-3 18 55°C
5 2239 5-ACCTAGGCTCGGATGCCA-3' 18 55°C
6 2249 5-AACCGACCTCTGATACCA-3' 18 51°C
7 2253 5-TCGAGGCTCTAGATACCA-3' 18 51°C
8 2272 5'-GGCTCAGATGCCA-3' 13 55°C
9 2273 5'-GCTCATCATGCCA-3 13 55°C
10 2276 5-ACCTCTGATACCA-3 13 50 °C
11 2277 5-GGCGATGATACCA-3 13 50 °C
12 2279 5-AATGAAAGCACCA-3 13 50 °C
13 2373 5-GAACTTGCTCCGATGCCA-3' 18 51°C
14 2374 5-CCCAGCAAACCA-3 12 53°C
15 2375 5-TCGCATCAACCA-3 12 50 °C
16 2376 5-TAGATGGCACCA-3' 12 52°C
17 2378 5-GGTCCTCATCCA-3' 12 53°C
18 2379 5-TCCAGAGATCCA-3' 12 50 °C
19 2380 5-CAACCTGATCCA-3 12 52°C
20 2381 5-GTCCATCTTCCA-3' 12 50 °C
21 2382 S-TGTTGGCTTCCA-3' 12 52°C
22 2385 5-CCATTGGGTCCA-3' 12 50 °C
23 2386 5-CTGATCAACCCA-3 12 52°C
24 2387 5-GCGCAATACCCA-3 12 52°C
25 2388 5-TTGGAAGACCCA-3 12 50 °C
26 2390 5-GCAACAACCCCA-3' 12 55°C
27 2391 5-ATCTGTCAGCCA-3' 12 52°C
28 2392 5-TAGATGGTGCCA-3' 12 50 °C
29 2393 5-TACGGTACGCCA-3' 12 50 °C
30 2395 5'-TCCCCAGCGGAGTCGCCA-3' 18 53°C
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3.2.7. iPBS-PZR Analizleri

DNA ornekleri PZR analizi i¢in seyreltme yapilmadan kullanilmistir. PZR islemi i¢in

asagidaki protokol izlenmistir;

0,2 ml’lik striplere 2 pl DNA, 2 pl primer, 5 pl master mix, ve 16 ul up su ilave
edilerek hacim 25 pl’ye tamamlanmistir. Omekler PZR cihazina yerlestirilmistir. PZR

iirtiniliniin hazirlanmasi Resim 3.5’de verilmistir.

Resim 3.5. PZR tuiriiniiniin hazirlanmasi.

PZR programi 95°C’de 4 dk. 6n denatiirasyon, 30 dongii halinde 95°C’de 15 sn. 50-
55°C’de 1 dk. 68°C’de 1 dk. ve son uzama i¢in 68°C’de 5 dk. olacak sekilde ayarlanmustir.
Orneklerin Thermal Cycler cihazina yerlestirilmesi Resim 3.6’da verilmistir. PZR’dan ¢ikan

ornekler +4°C’de muhafaza edilmistir.
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Resim 3.6. Orneklerin Thermal Cycler cihazina yerlestirilmesi.
3.2.8. PZR Uriiniiniin Agaroz Jel Elektroforezi

PZR iirliniliniin jele yliklenmesi i¢in %1,5’lik agaroz jel hazirlandi. Bu amagla 3,75 g
Agaroz 250 ml 1X TBE icerisine eklenerek mikrodalgada 5 dk. kaynatildi. Uzerine 5 pl
SYBR Safe Jel boyasi eklendi. Sogumasi igin 50- 55°C’ye kadar beklendi. Jel tankina
dokiilerek taraklar yerlestirildi. Jelin donmasi igin bir siire beklendi. Dikkatli bir sekilde
tarak cikartildi. 1X TBE tamponu igerisine jel tanki yerlestirildi. Her bir 6rnek igin strip
igerisine 15 ul PZR iriinii, 2 pul 6X DNA yiikleme boyasi eklenerek karistirtldi. 17 pl 6rnek
kuyucuklara yiiklend1. 100 bp DNA markirindan 5 pl 6rneklerin basina ve sonuna yiiklendi.
PZR iiriiniiniin jele yiiklenmesi Resim 3.7°de yiikleme jelinin son halide Resim 3.8’de

verilmistir.
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Resim 3.8. Yiikleme jelinin son hali.
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2,5 saat siireyle 80 voltta yiiriitiildi. PZR iirliniiniin agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilmesi Resim 3.9°da verilmistir. Jel, elektroforez tankindan alinarak, goriintiileme

cihazi igerisinde 312 nm dalga boyunda goriintiisii alindi.

2 S - ﬂrn" s :_’..: P : % ‘"f
" LR g S Y- ) .‘- 3 ’-ﬁ PRRERYED # 3

Resim 3.9. PZR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi.
3.2.9. Markir Analiz Sonuclarinin Skorlanmasi

PZR goriintiilerinin degerlendirilmesi, her 6rnegin bantlar1 i¢in varsa (1) veya yoksa
(0) olacak sekilde, elde edilen veriler Microsoft Office Excel dosyasinda kayit edilmistir.
Var olan bantlar primerin hibridize oldugunu ve primerdeki DNA diziliminin incelenen

orneklerin DNA’sindada bulundugu anlamina gelmektedir.
3.2.10. PIC Degerlerinin Hesaplanmasi

Polimorfizm bilgi igergi (PIC), bir popiilasyondaki polimorfizmleri tanimlamak i¢in
kullanilan markir degerini ifade etmektedir. PIC degeri, polimorfik alellerin sayisina ve
bunlarin frekans dagilimma baglhdir ve her bir markirin polimorfizm oranini ayirt etme

yetenegini gostermektedir. Deger araligi 0-1’dir (Botstein vd., 1980). Asagidaki formiilde
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gosterildigi gibi, her bir primerin PIC degeri hesaplanmistir. Say1 1’e ne kadar yakinsa,
ayrimda o kadar yiiksek olur (Anderson vd., 1993). PIC degerleri PowerMarker version 3.25

paket programi kullanilarak hesaplanmstir.

PIC=1-— Z Pi’

i=1

Nn: her bir markor i¢in toplam allel sayis1

pi: allel frekansi
3.2.11. Genetik Farklihigin Belirlenmesi

Genotipler arasindaki genetik benzerlik degerleri NTSYS (Numerical Taxonomy
Multivariate Analysis System, NTSYS-pc version 2.10) paket programi kullanilarak analiz
edilmistir (Rohlf, 2000). iPBS markir skorlamasi sonucu elde edilen 1 ve 0 degerleri text
dosyasina doniistiiriilmils ve matriks olusturularak genetik benzerlik katsayisi NEI72
metoduna gore hesaplanmistir. Bireyler arasindaki benzerlik indeksleri hesaplanmistir. Ayni
zamanda UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Average) kiimeleme
analiziyle NEI72 katsayist kullanilarak bir benzerlik matriksi olusturulmus ve dendogram
yoluyla gruplar belirlenmistir. Genotipleri kiyasladigimizda bu degerin 1’e yaklagmasi
benzerliklerinin az oldugunu, 0’a yaklasmasi ise genetik olarak yakin olduklarini

gostermektedir.
3.2.12. Temel Bilesenler Analizi

Iki boyutlu grafik iizerinde bireyler arasindaki mesafeleri gosteren Temel Bilesenler
Analizi (PCA: Principle Component Analizi) (Eigenvalues >0.9880 olarak se¢ilmis) JMP

programi kullanilarak yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Nanofotometre ile DNA Miktarimin ve Safliginin Belirlenmesi

Cizelge 4.1.’de Pamuk cesitlerinin DNA miktarlar ve saflik degerleri verilmistir.

Cizelge 4.1. Pamuk ¢esitlerinin DNA miktarlar1 ve saflik degerleri.

. DNA Miktar1
Sira No Cesit Ad A 260 (NM) A 260/ A 280 (NM) (ng/ul)
1 Deltapine 20 0.084 A 1.844 415
2 Stoneville 474 0.135 A 1.757 65.0
3 TAM B 139 0.076 A 1.875 37.5
4 Acala N 28-5 0.077 A 1.900 38.0
5 Alba Acala 70 0.081 A 1.727 38.0
6 TX No: 2382 0.093 A 1.860 46.5
7 SC-2079 0.069 A 1.833 33.0
8 Selin 0.084 A 1.620 40.5
9 Harem 2 0.070 A 1.737 33.0
10 Selcuk Bey 0.081 A 1.818 40.0
11 Nazilli 84 0.104 A 1.724 50.0
12 Shazbaz 0.073 A 1.780 36.5
13 Malmal-MNH-786 0.065 A 1.806 32.5
14 FH 142 0.095 A 1.840 46.0
15 NIAB 874 0.069 A 1.943 34.0
16 CiM-70 0.088 A 1.830 43.0
17 AGDAS 7 0.097 A 1.827 475
18 AzGR-11468 0.080 A 1.814 39.0
19 Brown Egyptian 0.078 A 1.878 38.5
20 Maydos Yerlisi 0.094 A 1.857 45.5
21 CAMPU 0.118 A 1.844 59.0
22 Penta 0.074 A 1.895 36.0
23 TOGO 0.115A 1.852 56.5
24 Fibermax 819 0.090 A 1.872 44.0
25 Hill Cotton 3 0.139 A 1.840 69.0
26 Darmi 0.076 A 1.875 37.5
27 Viky (ES-20021) 0.073 A 1.842 35.0
28 Giza 59 0.082 A 1.860 40.0
29 Taashkent 0.094 A 1.875 45.0
30 Sugdiyon-2 0.082 A 1.884 40.5
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Nanofotometre 6l¢iim sonuglarina gore izolasyon sonrasi en yiiksek DNA miktar1 Hill
Cotton 3 (69 ng/ul) ¢esitinden, en diisik DNA miktart ise Malmal-MNH-786 (32,5 ng/ul)
cesidinden elde edilmistir. Saflik ifadesi olan OD260/OD280 oranlarma gore en diisiik
deger Selin (1,620) ¢esitinden, en yiiksek deger Malmal-MNH-786 (1,806) ¢esitinden elde
edilmistir. Nanofotometre sonuglarina gore iPBS-PZR analizi i¢cin DNA’nin yeterli miktarda

ve saflikta olduguna karar verilmistir.

4.2. DNA izolasyonu

Miktar ve saflik analizinden sonra elde edilen DNA orneklerinin jel goriintiisii resim

4.1 ve 4.2°de verilmistir.

9RO Tils12 81 Sl 4815 . M

Resim 4.1. DNA izolasyonu sonrast pamuk ¢esitlerinin (1-15) jel goriintisti.

VIR GRS/ SMS1ORF 208 27829 88D 3 B4R 250260 27 L 281,294 30, M

Resim 4.2. DNA izolasyonu sonrasi pamuk ¢esitlerinin (16-30) jel gériintiisii.
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4.3. iPBS-PZR Analizleri

Yapilan PZR analizi sonucunda 30 adet iPBS-retrotranspozon primerinin de
amplifikasyon gosterdigi belirlenmistir. PZR sonucuna gore elde edilen jel goriintiileri resim
43,44,45,46,4.7,4.8,4.9,4.10,4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18, 4.19, 4.20,
4.21,4.22,4.23,4.24,4.25, 4.26, 4.27, 4.28, 4.29, 4.30, 4.31, 4.32’de verilmistir.

3 4 5 6 7 8 9.10 11 1213 14 15 16 17 18 19420521 22 23 24 B2SERGE2TARZR 200 30, M

----:?!ﬁynyuynnu“nkiunnuu-nnbll-

Resim 4.3. iPBS-2074 primerine ait jel goriintiisii.

M a2 03 4 an S S GRS SQN O el 0/ 113812 5130 LA 1S aR1 U1 e VR 9800821822 23224 2. 925,26, 27 28,29 :30. M

LA B R R ERETE R TR ETETRE R R R R B B B S e W e .

Resim 4.4. iPBS-2075 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.5. iPBS-2077 primerine ait jel goriintiisii.

G SO 1 O BRI 1 D813 SIARTSEI 68178 1’5108 20321802 932042958 260527828 29 30 M

- B e S S e S e e e - -

bbb dh R Rl ———

Resim 4.6. iPBS-2232 primerine ait jel goriintiisii.

9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.7. iPBS-2239 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.8. iPBS-2249 primerine ait jel goriintiisii.

607 80910 1101203001405 1617018 S 19820824892 23,94 25 .26.27.28.29 30 M

B R R P e e e B P B b b
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Resim 4.9. iPBS-2253 primerine ait jel goriintiisii.

7R SENOIE) O TSN 2813814 S1581 6 31 7R 8501922021, 222324 25, 26 27 28 .29 30 M

. - e . > B e e e - - -
bl o bl B I e - -—

Resim 4.10. iPBS-2272 primerine ait jel goriintiisti.
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Resim 4.11. iPBS-2273 primerine ait jel goriintiisii.

10411 1243 14 15 1617218840, 00.21..22: 93 24525926, 27,2829 30 M

Resim 4.12. iPBS-2276 primerine ait jel goriintiisii.

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.13. iPBS-2277 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.14. iPBS-2279 primerine ait jel goriintiisii.

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.15. iPBS-2373 primerine ait jel goriintisii.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.16. iPBS-2374 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.17. iPBS-2375 primerine ait jel gorlintiisii.
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Resim 4.18. iPBS-2376 primerine ait jel goriintiisii.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.19. iPBS-2378 primerine ait jel gorlintiisi.
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Resim 4.20. iPBS-2379 primerine ait jel gorlintisii.
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Resim 4.21. iPBS-2380 primerine ait jel goriintisii.
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Resim 4.22. iPBS-2381 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.23. iPBS-2382 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.24. iPBS-2385 primerine ait jel goriintiisii.

8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.25. iPBS-2386 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.26. iPBS-2387 primerine ait jel goriintisii.

13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 M

Resim 4.27. iPBS-2388 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.28. iPBS-2390 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.29. iPBS-2391 primerine ait jel goriintisii.
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Resim 4.30. iPBS-2392 primerine ait jel gorlintiisi.
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Resim 4.31. iPBS-2393 primerine ait jel goriintiisii.
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Resim 4.32. iPBS-2394 primerine ait jel goriintiisii.
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PowerMarker version 3.25 paket programiyla hesaplanan iPBS markirlarinin gen

cesitliligi (H) ve polimorfizm bilgi igerikleri (PIC) ¢izelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. iPBS markirlarinin karakterizasyon bilgileri.

Sira No Markir Adi H PIC
1 iPBS-2074 0,4976 0,3738
2 iPBS-2075 0,4427 0,3447
3 iPBS-2077 0,3809 0,3084
4 iPBS-2232 0,4659 0,3573
5 iPBS-2239 0,4859 0,3678
6 iPBS-2249 0,4546 0,3513
7 iPBS-2253 0,4956 0,3728
8 iPBS-2272 0,4578 0,3530
9 iPBS-2273 0,3356 0,2793

10 iPBS-2276 0,4949 0,3724
11 iPBS-2277 0,4934 0,3717
12 iPBS-2279 0,4900 0,3700
13 iPBS-2373 0,4380 0,3421
14 iPBS-2374 0,4761 0,3628
15 iPBS-2375 0,4831 0,3664
16 iPBS-2376 0,4242 0,3342
17 iPBS-2378 0,4772 0,3634
18 iPBS-2379 0,2232 0,1983
19 iPBS-2380 0,2724 0,2353
20 iPBS-2381 0,3796 0,3076
21 iPBS-2382 0,1627 0,1495
22 iPBS-2385 0,4904 0,3701
23 iPBS-2386 0,3662 0,2991
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Cizelge 4.2. iPBS markirlarinin karakterizasyon bilgileri (Devamu).

Sira No Markir Adi H PIC
24 iPBS-2387 0,4189 0,3312
25 iPBS-2388 0,4371 0,3416
26 iPBS-2390 0,3743 0,3043
27 iPBS-2391 0,4998 0,3749
28 iPBS-2392 0,4892 0,3696
29 iPBS-2393 0,4896 0,3698
30 iPBS-2395 0,4513 0,3495

Ortalama 0,4283 0,3331

Bu tez calismasinda en diisitk H degeri 0,1627 ile iPBS 2382 markirinda olup en
yiiksek H degeri 0,4998 ile iPBS 2391 markirinda tespit edilmistir. Ortalama H degeri
0,4283 olarak belirlenmistir. En diisitk PIC degeri 0,1495 ile iPBS 2382 markirinda olup en
ylksek PIC degeri 0,3749 ile iPBS 2391 markirinda tespit edilmistir. Ortalama PIC degeri
0,3331 olarak belirlenmistir.

4.5. Genetik Farklihgin Belirlenmesi

iPBS wverileri kullanilarak NEI72 benzerlik katsayisina gore NTSYS-pc 2.10e
programinda yapilan analizde pamuk genotiplerinin aralarindaki genetik mesafe matris
degerleri Cizelge 4.2“de verilmistir. Genetik mesafe matrisine gore birbirine en yakin
genotiplerin 0,0318 ile AzGR-11468 (Azerbaycan) ve Maydos Yerlisi (Hindistan) arasinda
oldugu belirlenmis, birbirine en uzak genotiplerin ise 0,7572 ile Hill Cotton 3 (Banglades)

ve Shazbaz (Pakistan) arasinda oldugu belirlenmistir.

NTSYS-pc versiyon 2.10 programinda UPGMA metoduna gore ¢izilen dendogram
Sekil 4.1°’de verilmistir. iPBS analizleri sonucu olusturulan dendogram incelendiginde,
genotipler arasindaki benzerlik oranmin 0,03 ile 0,69 arasinda degistigi gézlemlenmistir.
Elde edilen sonuglara gore popiilasyonun 2 daldan olustugu saptanmustir. 1. dal kendi iginde
2 alt dala, 1. alt dal da kendi iginde 2 gruba ayrilmistir. 1. grup 20 genotipten, 2. grupta 6
genotipten olusurken, 2. alt dal 3 genotipten olusmustur. 2. dal ise sadece Hill Cotton 3

¢esidinden olusmustur.
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Cizelge 4.3. Pamuk genotiplerinin genetik mesafe matris degerleri.
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1
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0.0000
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0.0708
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0.0542 0.0567
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0.0484 0.0588
0.0731 0.0884
0.0410 0.0556
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0.6658 0.6642
0.0528 0.0594
0.0620 0.0564
0.2702 0.2462
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0.0656 0.0601

10
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0.0534
0.0555
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0.0613
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0.2926
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0.0639
0.0683
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12

0.0000
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0.0552
0.0574
0.0597
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13

0.0000
0.0533
0.0639
0.0704
0.0869
0.0931
0.3235
0.0893
0.0817
0.0865
0.0875
0.0741
0.7562
0.0817
0.0949
0.3031
0.2963
0.0875

14

0.0000
0.0441
0.0422
0.0578
0.0607
0.3003
0.0760
0.0684
0.0727
0.0609
0.0539
0.6814
0.0684
0.0695
0.2778
0.2795
0.0773

15

0.0000
0.0482
0.0599
0.0472
0.2933
0.0580
0.0788
0.0587
0.0672
0.0480
0.6795
0.0585
0.0637
0.2662
0.2677
0.0713

16 17

0.0000
0.0344 0.0000
0.0531 0.0568

18

0.0000

19
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0.0571 0.0568
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0.0446 0.0444
0.0499 0.0536
0.2740 0.2778
0.2807 0.2695
0.0735 0.0732
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0.0673
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0.0607
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0.0592
0.0451
0.2359
0.2502
0.0797

0.3062
0.2972
0.2998
0.3003
0.6616
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0.2939
0.1129
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0.3207

20

0.0000
0.0625
0.0506
0.0713
0.0639
0.6635
0.0585
0.0478
0.2472
0.2627
0.0879
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0.0000
0.0551
0.0720
0.0563
0.7215
0.0590
0.0641
0.2979
0.2902
0.0929

22

0.0000
0.0435
0.0406
0.6926
0.0351
0.0562
0.2940
0.2762
0.0640
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0.0000
0.0528
0.6931
0.0555
0.0769
0.2863
0.2838
0.0813

24

0.0000
0.7142
0.0405
0.0536
0.2826
0.2745
0.0609

25

0.0000
0.7215
0.6771
0.6525
0.6719
0.6604

26

0.0000
0.0364
0.2781
0.2750
0.0678

27 28 29 30

0.0000

0.2575 0.0000

0.2782 0.0707 0.0000
0.0769 0.2665 0.2635 0.0000
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Sekil 4.1. iPBS sonugclari ile pamuk genotipleri arasindaki benzerliklere gore elde edilen dendogram.
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4.6. Temel Bilesenler Analizi

Temel bilesenler analizi, ¢ok boyutlu alan iginde genotipler arasindaki iliskiyi en iyi
temsil edebilen bir eksen veya eksenler dizisi {izerindeki izdigiimlerini goriintiilemeye
dayanir. Ana bilesenler etrafinda dagilan Ornek varyansi, her bilesen igin ayri ayri
hesaplanir. Bunlara 6z degerler de (eigen) denir. Temel bilesenler analizinin etkin ve dogru
yorumlanabilmesi i¢in toplam varyasyonun ilk iki veya {i¢ bileseninin oranmin %25'ten
biiyiikk olmasi gerekir (Mohammadi ve Prasanna, 2003). Temel Bilesenler Analizine gore iki
boyutlu diizlem iizerinde elde edilen grafik sonuglari ve eigen degerleri Sekil 4.2°de
verilmistir. Ilk 3 eigen degeri popiilasyonda var olan toplam varyansin % 85’ini
aciklamistir. Analiz sonucunda 30 6rnek 3 boyuta indirgenmistir. 1. boyutta 26 genotip, 2.
boyutta 3 genotip ve 3.boyutta 1 genotip yer almaktadir (eigen > 0,9880). PCA analizi

sonucu elde edilen iki boyutlu grafikteki kiimelenme dendrogram sonuglari ile paralellik

gostermistir.
8 : 1,0 ————
6 : ccsfw.tzg
P 05
: g
2 e, o E ©
fees * 1%, ® geg <
. .. 1 '.". o
B B e LT eseagy -
5 "o . . et §
‘ Houree 0y S
-4 -05
-6
-2 1 -10 e, OIS
8 6 -4 -2 0 2 4 6 8 -10 0,5 0,0 0,5 1,0
Component 1 (75,3 %) Component 1 (75,3 %)
Number Eigenvalue Percent - ~ Cum Percent
1 22,6029 75,343 | l 75,343
2 19802 6601 ] | | i 81,943
3 09880 3203 i i i 85,237

Sekil 4.2. iPBS markir ile yapilan temel bilesenler analizi sonucu olusturulan iki boyutlu

grafik ve eigen degerleri.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda 14 iilkeye ait 30 adet pamuk genotipi 30 adet iPBS markir ile
analiz edilmistir. Analiz sonucunda 434 bant skorlanmig, skorlama sonucu NTSYS-PC
2.10e paket programina girilerek genetik mesafe matrisi ve UPGMA metoduna gore
dendogram olusturulmustur. Genetik mesafe matrisi incelendiginde; popiilasyonda birbirine
en yakin genotiplerin AzGR-11468 (Azerbaycan) ile Maydos Yerlisi (Hindistan) arasinda
oldugu belirlenmis ve aralarindaki benzerlik degeri 0,0318 olarak bulunmustur.
Popiilasyonda en uzak genotiplerin ise Hill Cotton 3 (Banglades) ile Shazbaz (Pakistan)
arasinda oldugu belirlenmis ve aralarindaki benzerlik degeri 0,7572 olarak bulunmustur. 30
genotip UPGMA metoduyla olusturulan Sekil 4.1°deki dendogramda 2 dala ayrilmistir. 1.
dal kendi iginde 2 alt dala ayrilmus, 1. alt dal da kendi i¢inde 2 gruba ayrilmistir. 1. grupta;
Deltapine 20 (ABD), Acala N 28-5 (ABD), TAM B 139 (ABD), TOGO (Afrika), Selin
(Tiirkiye), NIAB 874 (Pakistan), FH 142 (Pakistan), CIM 70 (Pakistan), AGDAS 7
(Azerbaycan), Penta (Yunanistan), Darmi (Bulgaristan), Fibermax 819 (Avustralya), Harem
2 (Turkiye), Selguk Bey (Tiirkiye), Stoneville 474 (ABD), Alba Acala 70 (ABD), TX
N0:2382 (ABD), AzGR-11468 (Azerbaycan), Maydos Yerlisi (Hindistan) ve Viky (ES-
20021)-(ispanya) genotipleri yer almaktadir. 2. grup da iss CAMPU (Yunanistan), SC-2079
(Turkiye), Sugdiyon-2 (Tacikistan), Shazbaz (Pakistan), Malmal-MNH-786 (Pakistan) ve
Nazilli 84 (Tiirkiye) genotipleri yer almaktadir. 2. alt dal; Brown Egyptian (Hindistan), Giza
59 (Misir) ve Taashkent (Ozbekistan) genotiplerinden olusmaktadir. 2. dal ise sadece Hill

Cotton 3 ¢esidinden olusmustur.

Gegmiste yapilan g¢alismalarda Kumlay vd. (2021) 10 adet pamuk (Gossypium
hirsutum L.) ¢esidinin iPBS markirlariyla molekiiler karakterizasyonunu yapmislardir. DNA
temelli 6 adet iPBS markir1 kullanarak, toplamda 36 adet polimorfik bant tespit etmisler ve
ortalama polimorfizm oranmn1 %77,65 olarak saptamiglardir. Markirlarin  ortalama
polimorfizm degerini (PIC) 0,27, ortalama gen cesitliligi (H) degerini 0,34, ortalama Dice
benzerlik katsay1 degerini 0,37, korelasyon katsayr degerini de (r) 0,9026 olarak
hesaplamislardir. Genotipler arasindaki genetik iligkiyi, NTSYS-pc yazilimmi kullanarak
belirlemisler ve 0,0456 ile 0,8387 arasinda degistigini saptamislardir. Yapilan PCA
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analizinde ise ilk ii¢ eigen degerleri toplami, toplam varyasyonun %71.93’iinii agiklamistir.
Bu tez calismasinda elde edilen markirlarin ortalama polimorfizm degeri (PIC) 0,33 ve gen
cesitliligi (H) degeri de 0,42 ile daha yliksek bulunmustur. Genotipler arasindaki genetik
iliski, NTSYS-pc yazilimi kullanilarak belirlenmis ve 0,0318 ile 0,7572 arasinda degistigi
tespit edilmistir. Yaptigimiz PCA analizinde ise ilk ii¢ eigen degerleri toplami, toplam

varyasyonun %85,23’1linli agiklayarak daha giivenilir sonuclar ortaya konulmustur.

Sahin vd. (2020) 30 pamuk ¢esidi (Gossypium hirsutum L.) arasindaki genetik iliskiyi
ISSR yontemi kullanarak belirlemiglerdir. Bu amacgla 24 ISSR primeri 8 adet pamuk
genotipinde test edilmis, primerlerin sadece 9 tanesi PZR iiriinii olusturmustur. Secilen 9
adet ISSR primeri 30 pamuk ¢esidinde 41 bant olustururken bu bantlardan ortalama 22,3
tanesinin polimorfik oldugu saptanmis, primer basina polimorfik bant sayisi ortalama 2,5
olarak tespit edilmistir. Arastirmada kullanilan tiim primerler pamukta polimorfik bant
tiretirken, polimorfizm orani primerlere bagli olarak %6 ile %89 arasinda degisim
gostermistir. ISSR primerlerine iliskin polimorfik bilgi igerigi degerleri 0,19 ile 0,68
araliginda degisim gostermis ve ortalama 0,49 bulunmustur. Cesitler aras1 ortalama Jaccard
benzerlik katsayist 0,77 olarak bulunurken, UPGMA kiimeleme analiz sonucu 30 pamuk
cesidi genetik yakinlik acisindan 2 gruba ayrilmistir. Sevindik vd., (2021) ile yapmis
oldugumuz calismada Nazilli Pamuk Arastirma Enstitiisii Midirliigii genetik stogundan
alman 13 iilkenin pamuk genotipleri arasindaki genetik iliski RAPD ve ISSR yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Bu amacla 14 ISSR primeri 13 pamuk c¢esidinde 81 bant
olustururken bu bantlardan ortalama 63 tanesinin polimorfik oldugu saptanmis ve
polimorfizm oran1 %77,77 olarak tespit edilmistir. PAUP analizine gore en yakin genetik
uzakliklar 0,00 (Ujchi 2 Uzbek ve Ziroatkar-81, Haridost ve Ziroatkar-81), en uzak genetik
uzakliklar 0,77 (Arcota-129 ve Fibermax 832, Arcota-129 ve SC-2079) olarak bulunmustur.
UPGMA kiimeleme analiz sonucu 13 pamuk cesidi genetik yakinlik agisindan 2 gruba

ayrilmistir.

Ozyigit, Hocaoglu vd. (2020) 22 pamuk ( Gossypium hirsutum L.) hattinin genetik
cesitliligi ve filogenetik iligkileri arastirilmistir. Bu amagla 20 ISSR markir1 kullanilmis
ancak bunlardan 5 tanesi amplifikasyon gostermistir. Polimorfik lokus oran1 %87,21 olarak
hesaplanmis ve genotipler arasinda orta diizeyde genetik ¢esitlilik bulunmustur. En yiiksek
polimorfik lokus yilizdesi Beren hatti i¢in %12,79 olarak hesaplanirken, ADN 98, ADN 710
ve Ozbek 105 hatlar1 %0,00 ile en diisiik degeri gdstermistir. Filogenetik iliskileri
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belirlemek i¢in trnL-F dizileri kullanilmis ve g¢esitlerin her iki dizisi ile NCBI-GenBank veri
tabanindan elde edilen diziler arasinda bir karsilastirma yapilmistir. G. hirsutum, G.
hirsutum subsp. latifolium ve G. hirsutum cv. kapsam, benzerlik ve maksimum puan
araliklarinin 6zelliklerine gore en benzer diziler olarak tanimlanmistir. Daha sonra 6zellikle
Malvaceae familyasindan yetistirilen Onemli familyalardan o6rnek diziler kullanilarak
filogenetik bir agac¢ olusturulmustur. Malvaceae familyasinin iiyeleri bir grup olarak
kiimelenirken, diger familyalar genetik benzerliklerine gore farkli konumlarda yer alan

farkli gruplardan olugmustur.

Aydm, (2018) farkl iilkelerde tescil edilmis c¢esitlerle beraber toplamda 192 g¢esit,
hem genik hem de genomik SSR markirlarina ait toplam 40 lokus ile taranmistir. Cesitler
arasindaki genetik iliskiyi tespit etmek icin Jaccard benzerlik indeksi kullanilarak, 192
cesitten 23'liniin diger ¢esitlere gore daha az benzerlige sahip oldugu bulunmustur. Genetik
benzerlik iligkisi %54,5 ile %70 arasinda degisim gostermistir. Calismada kullanilan 192
ceside ait PCoA analizinde G. hirsutum gesitleri 4 ana gruba ayrilmistir. Bu
gruplandirmalarda 1. grupta uzun lifli ¢esitlerin oldugu ve 2. grupta yakin iliskili ¢esitlerin
bulundugu belirlenmistir. Ancak 3. grup ve 4. grupta ¢esitler arasindaki genetik benzerligin
onceki iki gruba gore daha az oldugu belirlenmistir. Sonug olarak Tiirkiye’de tescil edilen
baz1 cesitlerin farkli iilkelerde tescil edilen gesitlere gore genetik tabanin dar oldugu

bulunmustur.

El¢i vd. (2014) 1964-2014 yillar1 arasinda Tirkiye'de piyasaya siirlilen ticari
Gossypium tiirleri arasindaki genetik cesitliligi ve iligkileri degerlendirmek i¢in morfolojik
ve molekiiler markdrler kullanilarak 96 pamuk ¢esidi analiz edilmistir. Morfolojik analiz, lif
uzunlugu, mukavemeti, inceligi ve homojenligi dahil olmak tizere 4 lif kalite 6zelligi temel
aliarak yapilmis ve her bir 6zelligin her genotip i¢in ortalama degerleri 2 yillik veriler
kullanilarak hesaplanmigtir. Sonuglar, genotiplerin ¢ogunun uzun lif uzunluguna, c¢ok
yiiksek lif mukavemetine, kaba (45 genotip) veya ortalama (50 genotip) lif inceligine ve
yluksek tekdiizelige sahip oldugunu gostermistir. Lif kalitesi 6zellikleri i¢in kantitatif 6zellik
lokuslarina (QTL'ler) bagli 26 basit dizi tekrari (SSR) markirt ve 14 markir, ortalama 2
olmak iizere toplam 103 alel iiretmistir. Ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degeri
0,233 olan, lokus bagina 80 bp ile 300 bp arasinda degisen 57 allel DPL513 ve DPL431
belirtegleri (26 SSR belirteci arasinda) ve belirtecleri CIR246 ve BNL4108 (14 molekiiler
belirteg arasinda), sirasiyla 0,724, 0,663, 0,749 ve 0,583 PIC degerleri ile ¢ok bilgilendirici
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bulunmustur. Birlesik morfolojik ve molekiiler veri analizi, aritmetik ortalamali (UPGMA)
agirliksiz ¢ift grup yontemi kullanilarak 8'den fazla grupla sonuglandi. Gossypium hirsutum
L. gesitleri, Maydos Yerlisi’nden (Gossypium herbaceum L.) belirgin sekilde ayrilmustir.
Gossypium hirsutum L. ¢esitleri i¢inde, Misir pamuk ¢esidi Giza 70 (G. barbadense L.),
hem morfolojik hem de molekiiler dendrogramlarla ortaya konuldugu tizere, Tiirkiye'nin
ticari pamuk g¢esitlerinden (G. hirsutum L.) belirgin bir sekilde ayrilmistir. Birlesik
verilerden tiiretilen temel bilesen analizi (PCA), UPGMA analizi ile uyumlu bulunmustur.
Gossypium hirsutum’un dar genetik yapisi goz Oniline alindiginda, ticari Tiirk pamugu
cesitlerinin yiiksek lif kalitesi ile iyi bir genetik c¢esitlilige sahip oldugu sonucuna

varilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bitkisel tekstilin hammaddesi olan pamuk, farkli kullanim alanlari ile tilkemizde ve
diinyada tarim, sanayi ve ticarette dnemli bir yere sahiptir. Ote yandan diinya niifusunun
hizla artmasi, sanayilesme ve gelisen toplumlarda yasam standartlarinin iyilesmesi, pamuk
tilketimini ve talebini artirmistir. Pamuk, islenmesi acisindan ¢ir¢ir sanayisinin, lifi ile
tekstil sanayisinin, ¢ekirdegi ile yag ve yem sanayisinin, linteri ile de kagit sanayisinin

hammaddesi durumundadir.

Tim tarim TUriinleri gibi pamuk ekiminin de temel amaci iiretim maliyetlerini
diistirmek ve birim alandan daha fazla ve daha iyi {riin elde etmektir. Cesitlerin genetik
potansiyeli, ¢evre kosullari, uygulanan yetistirme teknikleri ve bunlarin etkilesimi birim
alandan elde edilen {riinlerin miktar ve kalitesini belirlemektedir. Sentetik liflerle
karsilastirildiginda, dogal liflerin Ozellikle insan sagligi agisindan olduk¢a olumlu
ozelliklere sahip olmasi, dogal liflere olan talebi giderek arttirmaktadir. Ayrica pamuk
lifinin karmasik fizyolojik ve morfolojik bir yapiya sahip olmasi yapay olarak
tiretilemeyecek olmasi, pamuk lifinin diinya lif talebinde uzun yillar 6nemini koruyacaginin

da bir kanit1 olarak degerlendirilmektedir (Genger, 1988).

Bu calisma 14 iilkeye ait 30 pamuk ¢esidinin iPBS markir yontemiyle genetik
farkliliklarinin  belirlenmesi amaciyla yapilmigtir. iPBS verilerine dayali sonuglar ile
popiilasyonlar arasindaki genetik uzaklik ve filogenetik iliski saptanmis temel bilesenler
analiziyle de sonuglar desteklenmistir.  Geleneksel 1slah  ¢alismalarinda  bitki
populasyonlarindaki mevcut genetik ¢esitliligin yeterli diizeyde bilinmesi, bitki gen
kaynaklarmin etkili bir sekilde korunmasi ve verimli bir sekilde kullanimi i¢in oldukga
onemlidir. Calisgmanin sonucunda elde edilen veriler 1s18inda en uzak akraba olan Hill
Cotton 3 (Banglades) (Gossypium arboreum) ve Shazbaz (Pakistan) (Gossypium hirsutum)
cesitlerinin ileriki pamuk 1slah ¢aligmalarinda 1slah materyali olarak kullanilabilir oldugu
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda iPBS markirlarin, pamugun genetik ayrimlarinda etkili bir
yontem oldugu da ortaya konulmustur. Siiphesiz, daha fazla taksona sahip daha fazla veri
(6r. Morfolojik ve / veya DNA dizileme verileri) bu ¢ikarimi gelistirecek ve daha giivenilir

sonuglara yol acacaktir.
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T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BILIMSEL ETiK BEYANI

“Bazi Diinya Pamuk Genotiplerinin iPBS (Primer Arasi Baglanma Yeri)-Retrotranspozon
Markirlar ile Genetik Farkliliginin Belirlenmesi” baslikli Yiiksek Lisans tezimdeki biitiin
bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde ettigimi, tez yazim kurallarina
uygun olarak hazirlanan bu calismada, bana ait olmayan her tiirli ifade ve bilginin
kaynagina eksiksiz atif yaptigin bildiririm. Ifade ettiklerimin aksi ortaya ¢iktiginda ise her

tiirli yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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