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ÖZET 

 

SUSAMDA YENİ NESİL DİZİLEME VERİLERİ KULLANILARAK INDEL 

MARKERLERİN GELİŞTİRİLMESİ 

 

Sibel UZUNOĞLU 

Yüksek Lisans, Tarla Bitkileri 

Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Engin YOL 

Şubat  2020; 66 Sayfa 

Moleküler markerler son zamanlarda bitki ıslah programlarının önemli bir 

parçası haline gelmiştir. Marker destekli yürütülen ıslah çalışmalarında iş gücünü 

azaltarak daha hassas ve güvenilir sonuçlar elde edilebilmektedir. Günümüzde ıslah 

çalışmalarında çoğunlukla SNP ve SSR markerler tercih edilmekle birlikte yeni nesil 

dizileme teknolojileri kullanılarak geliştirilen InDel (insersiyon-delesyon) markerler de 

önemli bir alternatif olarak gözükmektedir. Agaroz jelde farklılıkların ortaya 

konulabilmesini mümkün kılan bu markerler ile temel moleküler gereçlerin bulunduğu 

her laboratuarda çalışılabilmek mümkündür. Ayrıca yüksek polimorfizm göstermesi ve 

türler arası transferin mümkün olması InDel markerlerin moleküler destekli seleksiyon, 

genetik çeşitlilik ve genetik haritalama çalışmalarında oldukça fazla tercih edilmesine 

neden olmaktadır. Susam ıslah çalışmalarına ivme kazandırılması açısından farklı 

marker tiplerinin ıslah sürecine kazandırılması oldukça önem taşımaktadır. Bu tez 

çalışması ile dünyada farklı bölgelerden köken alan 95 susam genotipinin yeni nesil 

dizileme sonrası elde edilen verileri kullanılarak InDel markerler geliştirilmiştir. Analiz 

aşamasında referans genomdan farklı olarak 2 bp üzeri 785 bölge belirlenmiş ardından 

agaroz jelde ayırt edilebilir olan 8 bp üzeri InDel bölgeleri tanımlanmıştır. Belirlenen 86 

InDel bölgesinden seçilen 38 tanesi için primer dizaynı yapılmıştır. Geliştirilen tüm 

markerler bulk DNA’larda beklenen bölgelerde bant verirken seçilen markerler ile 32 

genotipten oluşan koleksiyonda genetik çeşitlilik başarılı şekilde ortaya konmuştur. 

Geliştirilen InDel markerlerin tüm dünyada moleküler temelli susam ıslah çalışmalarına 

katkıda bulunması beklenmektedir.  

ANAHTAR KELİMELER: Genotipleme, InDel, Marker, Susam   

JÜRİ: Doç. Dr. Engin YOL  

            Prof. Dr. Bülent UZUN 

 Doç. Dr. Sabri ERBAŞ 
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ABSTRACT 

 

DEVELOPMENT OF INDEL MARKERS WITH THE USE OF NEXT 

GENERATION SEQUENCING DATA IN SESAME 

 

Sibel UZUNOĞLU 

MSc Thesis in Department of Field Crops 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Engin YOL    

February 2020; 66 pages 

Molecular markers have recently become an important part of plant breeding 

programs. Accurate and reliable results can be achieved in marker aided breeding 

studies. Although SNP and SSR markers have been widely preferred, InDel (insertion-

deletion) markers developed by next generation sequencing technologies are also an 

important alternative for breeding approaches. With these markers, differences can be 

monitored in agarose gels in any laboratory where basic molecular devices are 

available. In addition, high polymorphism and inter-species transferring makes the 

InDel markers are highly preferable for molecular assisted selection, genetic diversity 

and genetic mapping studies. In order to make progress in sesame studies, introducing 

different marker types is crucial for breeding process. In this thesis, InDel markers were 

developed by using the data obtained from next generation sequencing of 95 sesame 

genotypes originating from various regions of the world. Differing from the reference 

genome, 785 indel regions over 2 bp were detected and 86 regions over 8 bp were 

identified which were distinguishable on agarose gel. The 38 of the identified 86 InDel 

regions were used for primer design and all of these markers were successfully 

amplified with use of bulk DNAs. The selected markers were also demonstrated the 

genetic diversity of sesame germplasm including 32 genotypes. The developed InDel 

markers are expected to contribute to molecular-based sesame breeding studies 

worldwide. 

KEYWORDS: Genotyping, InDel, Marker, Sesame 

COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Engin YOL 

                           Prof. Dr. Bülent UZUN 

                Assoc. Prof. Dr. Sabri ERBAŞ  
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ÖNSÖZ 

 

 Susam ülkemiz için çok önemli bir yağlı tohum bitkisi olmasına rağmen 

özellikle ikinci ürün tarımında diğer endüstriyel bitkiler ile rekabet edememesi susam 

üretimimizin her geçen yıl azalmasına neden olmaktadır. Yüksek verimli ve önemli 

hastalıklara dayanıklı çeşitlerin geliştirilmesi ise başlıca çözüm yolu olarak 

gözükmektedir. Üretimin arttırılması adına izlenecek önemli yollardan biri ise yoğun ve 

hızlı ıslah programlarının yürütülmesidir. Moleküler markerler çevre koşullarından 

etkilenmemeleri ve ıslah çalışmalarını kısaltması bakımından günümüz ıslah 

programlarının önemli bir parçası haline gelmişlerdir. Ancak literatür incelendiğinde 

susamda marker destekli yürütülen ıslah çalışmaları diğer endüstri bitkilerine kıyasla 

oldukça yetersizdir. Susamın ihmal edilmiş bir bitki olması, bu konuda çalışan 

araştırmacı sayısının az olması ve ıslahta kullanıma uygun marker sayınısın yetersiz 

olması bu durumun başlıca sebepleri olarak değerlendirilebilir. Bu noktadan çıkılarak 

ele alınan bu tez çalışması ile yeni nesil dizileme verileri kullanılarak yeni InDel 

markerler geliştirilmiş olup bu markerler ile susam ıslah çalışmalarına katkıda 

bulunulması amaçlanmıştır. Çalışmada ayrıca 32 genotipten oluşan susam 

koleksiyonunda markerler testlenmiş ve genetik çeşitlilik başarılı şekilde belirlenmiştir.  

Yüksek lisans eğitim hayatımda hedeflerime ilerlememde bana yol gösteren, tez 

çalışmamın her aşamasında yardımı ve desteğini esirgemeyen danışman hocam Sayın 

Doç. Dr. Engin YOL’a sonsuz teşekkürlerimi sunarım. 

Ayrıca çalışma süresince desteğini her zaman hissettiğim, sürekli yanımda olan 

arkadaşlarıma teşekkür ederim. 

Son olarak da eğitim hayatım boyunca maddi manevi tüm destekleri sağlayan ve 

her zaman desteklerini yanımda hissettiğim annem Firdevs KIZIL'a, babam Erol 

KIZIL'a, kardeşlerime ayrıca bu süreç boyunca en büyük destekçim olup her anımda 

yanımda olan eşim Erdener UZUNOĞLU’na sonsuz teşekkür ederim.   

 



 

iv 

 

         İÇİNDEKİLER 

ÖZET ............................................................................................................................ i 

ABSTRACT ................................................................................................................. ii 

ÖNSÖZ ....................................................................................................................... iii 

AKADEMİK BEYAN .................................................................................................. v 

SİMGELER VE KISALTMALAR .............................................................................. vi 

ŞEKİLLER DİZİNİ ................................................................................................... viii 

ÇİZELGELER DİZİNİ ................................................................................................. x 

1. GİRİŞ ....................................................................................................................... 1 

2. KAYNAK TARAMASI ............................................................................................ 4 

2.1. Yeni Nesil Dizileme Verileri Kullanılarak InDel Markerlerin Geliştirilmesi 

 ve Kullanılması İle İlgili Çalışmalar ........................................................................ 4 

2.2. Susamda Moleküler Markerler Kullanılarak Yapılan Genetik  

Çeşitlilik Çalışmaları….. .......................................................................................... 6 

3. MATERYAL VE METOT ...................................................................................... 11 

3.1. Materyal .......................................................................................................... 11 

3.1.1. Genetik materyal ...................................................................................... 11 

3.2. Metot ............................................................................................................... 12 

3.2.1. Yeni nesil dizileme ................................................................................... 12 

3.2.2. InDel bölgelerinin belirlenmesi ................................................................ 12 

3.2.3. Primer dizaynı .......................................................................................... 12 

3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu Analizleri…….. ........................................... 12 

3.2.5. Elektrolit çözeltisi .................................................................................... 14 

3.2.6. Jelin hazırlanması ..................................................................................... 14 

3.2.7. PCR ürünlerinin jele yüklenmesi ve elektroforez işlemi............................ 14 

3.2.8. Fragment Analyzer™ İle PCR sonrası analizlerin yapılması ..................... 14 

3.2.9. Moleküler analizler .................................................................................. 16 

4. BULGULAR VE TARTIŞMA ................................................................................ 17 

4.1. InDel Markerlerin Geliştirilmesi ve Testlenmesi .............................................. 17 

4.2. InDel Markerlerin Kullanılarak Susam Germplasmında Genetik Çeşitliliğin 

Belirlenmesi ........................................................................................................... 27 

5. SONUÇLAR ........................................................................................................... 39 

6. KAYNAKLAR ....................................................................................................... 40 

7. EKLER ................................................................................................................... 46 

7.1. Ek-1 Her bir marker için primer dizaynları ...................................................... 46 

ÖZGEÇMİŞ 

 

 

  





 

vi 

 

SİMGELER VE KISALTMALAR 

 

Simgeler 

cm :Santimetre 

°C :Santigrat derece 

F :Fiksasyon indeksi 

g :Gram 

ha :Hektar 

He :Beklenen heterozigotluk 

Ho :Gözlenen heterozigotluk 

I :Shannon diversity indeksi   

M :Molar 

Mb :Megabaz 

ml :Mililitre 

mM :Milimolar 

Na :Farklı allel sayısı  

Ne :Efektif allel sayısı  

uHe :Yansız beklenen heterozigotluk 

μl :Mikrolitre 

uv   :Ultraviyole 

  



 

vii 

 

Kısaltmalar 

AFLP  :Çoğaltılmış Parça Uzunluk Polimorfizmi 

AMOVA :Moleküler Varyans Analizi 

EDTA  :Etilen Diamin Tetra Asetik asit 

FAO  :Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü 

ISSR  :Inter-Simple Sequence Repeat- Kısa Dizi Tekrarı Arası 

MI  :Marker İndeksi 

PCR                :Polimeraz zincir reaksiyonun  

PCoA  :Ana komponent Analizi  

PIC  :Polimorfizm Bilgi İçeriği 

RAPD  :Random Amplified Polymorphic DNA- Rastgele Çoğaltılmış DNA 

  farklılığı 

QTL  :Kantitatif Özellik Lokusu 

SNP  :Single Nucleotide Polymophisms–Tek Nükleotit Polimorfizmi 

SSR  :Simple Sequence Repeats- Basit Dizi Tekrarı 

 

  



 

viii 

 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

Şekil 4.1. Seçilmiş markerlerin bulk DNA’lar kullanılara  testlenmesin 

 ait jel görüntüleri  ....................................................................................................... 24 

 

Şekil 4.2. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-1-106'ya  

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 28 

 

Şekil 4.3. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-1-121 'e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 28  
 

Şekil 4.4. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-4-165 'e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 28  
 
Şekil 4.5. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-5-157 'e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 30 

 

Şekil 4.6. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-7-143' e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 30 

 

Şekil 4.7. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-8-223'ya 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 30 

 

Şekil 4.8. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-8-178’e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 31 

 

Şekil 4.9. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-9-128' e  

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 31 

 

Şekil 4.10. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-12-124'e  

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 32 

 

Şekil 4.11. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-1-192’ye 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 32 

 

Şekil 4.12. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-3-248'e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 33 

 

Şekil 4.13. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-4-120'ye 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 33 

 

Şekil 4.14. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-6-251'e 

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 34 

 

Şekil 4.15. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-9-179'a  

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 34 



 

ix 

 

Şekil 4.16. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-10-168'e  

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 35 

 

Şekil 4.17. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-10-112'ye  

ait jel görüntüsü .......................................................................................................... 35 

 

Şekil 4.18. Temel koordinat analizi (PCoA) sonucu genotiplerin birbirinden  

ayrılması .................................................................................................................... .37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

x 

 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

Çizelge 3.1. Çalışma kapsamında dizilemede kullanılan genotipler ve orijinleri ...........11 

 

Çizelge 3.2. Tez kapsamında markerlerin testlenmesinde kullanılan PCR  

programı .............................................................................................................. .......13 

 

Çizelge 3.3. Tez kapsamında markerlerin testlenmesinde kullanılan PCR  

bileşenleri ................................................................................................................... 13 

 

Çizelge 4.1. Genomda 2 bp ve üzeri InDellerin dağılımı ............................................. 17 
 

Çizelge 4.2. 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip InDel sayıları ve genomdaki  

dağılımları .................................................................................................................  18 

 

Çizelge 4.3. Genom boyunca belirlenmiş 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip 

 Insersiyon (ekleme) bölgeler i.........................................................................................19 

 

Çizelge 4.4. Genom boyunca belirlenmiş 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip  

delesyon (silme) bölgeleri ........................................................................................... 20 

 

Çizelge 4.5. Tez kapsamında  seçilen 8 bp üzeri büyüklüğüne sahip Indel 

markerler .................................................................................................................... 22  

 

Çizelge 4.6. Genetik çeşitliliği belirlenmesinde  kullanılan Indel markerler ve  

susam genotipleri ........................................................................................................ 27 

 

Çizelge 4.7. Indel markerlere ait genetik parametreler................................................. 36 

 

Çizelge 4.8. PC koordinatı yüzdesel değerleri ............................................................. 38 

  



GİRİŞ                                                                                                                                     S.UZUNOĞLU 

1 

  

1. GİRİŞ      

 Pedaliaceae familyasından olan susam (Sesamum indicum L.) tohumlarında 

ihtiva ettiği yüksek miktar ve kalitedeki yağı ile dünyada kültürü yapılan en eski ve en 

önemli yağ bitkilerinden birisidir. İçinde bulunduğu Sesamum cinsi yaklaşık 16 cins ve 

60 türü bünyesinde bulundurmakta olup susam kültürü yapılan tek türdür. Susam tek 

yıllık bir bitki olup Hindistan, Myanmar, Sudan ve Çin başta olmak suretiyle dünyanın 

tropik ve subtropik iklim kuşaklarına (40°K - 40°G) (Ashri 2007) sahip birçok yerinde 

kültürü yapılmaktadır. Arkeolojik kayıtlara göre yetiştirilmeye yaklaşık 5000 yıl önce 

Hindistan’da başlanmıştır (Bedigian 2004). Susam tohumları %50’den, hatta bazen 

%60’tan fazla yağ içermektedir (Yermanos vd. 1972). Susam yağı içerisinde diğer 

bitkisel yağlardan farklı olarak her birinin oranı yaklaşık %35-45 arasında değişen oleik 

ve linoleik asit yer almaktadır (Liu vd. 1992). İçerisinde bulundurduğu yüksek protein 

ve antioksidanlar susamı önemli kılan diğer özelliklerdir. Susam bitkisinin kökenin 

Afrika ya da Asya olduğu konusu ise tartışmalıdır (Joshi 1961; Weiss 1971; Nayar ve 

Mehra 1970; Brar ve Ahuja 1979; Bedigian 1981; Bedigian ve Harlan 1986; Bedigian 

vd. 1985; Nayar 1995). Birçok yabani türün Afrika’da olması ve yakın akraba olan S. 

malabaricum türünün Asya kökenli olması tartışmanın temel noktasını oluşturmaktadır 

(Ashri 2007). 

 Dünya üzerinde yaklaşık olarak ekim alanı 12 milyon ha olan susamın en fazla 

ekiliş alanına sahip ülkeleri sırasıyla yaklaşık 6 milyon ha ile Sudan, 1.8 milyon ha ile 

Hindistan ve 1.5 milyon ha ile Myanmar’dır. Dünyada en fazla üretime sahip ülkeler ise 

Myanmar 768758 ton ile ilk sırada, 746000 ton ile Hindistan ikinci sırada, 255522 ton 

ile Sudan ve Nijerya üçüncü sırada yer almaktadır (FAO 2018). Ülkemiz susam üretim 

miktarı ise her geçen yıl azalmakla birlikte yaklaşık 25981 hektar alanda 17 bin tonluk 

üretim yapılmaktadır (FAO 2018).  

 Susam, genellikle yüksek nem koşullarında 2 m’ye kadar boylanabilen tek yıllık 

bir kültür bitkisidir. Tropik ve subtropik iklim koşullarına oldukça uyumludur. 

Indeterminant yapısından dolayı mevsim ilerledikçe ve yetiştiği koşullar uygun olduğu 

takdirde bitki sürekli çiçek açar ve kapsül bağlar. Dallanma bitkinin genetik yapısına ve 

çevre koşullarına göre değişebilmektedir. Bazı tiplerde çok ya da az sayıda dal 

bulunmakla birlikte hiç dal bulundurmayan tiplerde vardır. Kapalı kapsüllü ve çatlayan 

kapsüllü olarak 2 farklı tipi bulunan bir bitkidir ancak kapsülü çatlamayan çeşitlerin 

verimlerinin düşük olması ve sürdürülebilir tarım için uygun olmamaları nedeniyle 

dünyada daha çok kapsülü çatlayan çeşitlerin kültürü yapılmaktadır. Büyüme süresi 

genellikle 3-4 ay arasında değişmektedir. Ekimden 30-40 gün kadar sonra çiçeklenme 

başlar ve bitki olgunluğa erişene kadar devam eder. Susam olgunlaşma süresinin kısa 

olması, toprak seçiciliğinin az olması, kuraklığa dayanıklılık karakterine sahip olması 

sebebiyle önemli bir bitkidir. Dünyada ve Türkiye’de farklı çevre koşullarına uyum 

sağlamış, fazla miktarda susam varyeteleri ve ekotipleri var olmaktadır. Mevcut olan bu 

varyete ve ekotipler çok sayıda genotipin bir araya gelerek oluşturduğu popülasyonlar 

halinde bulunurlar. Bu popülasyonlardan tek ve toplu bitki seleksiyonuna dayalı ıslah 

çalışmaları ile üstün özellikli susam çeşitleri günümüze kadar geliştirilmiş ve 

geliştirilmeye devam edilmektedir. Ancak kültürü yapılan en eski bitkilerden biri 

olmasına rağmen üretim alanı diğer yağlı tohum bitkilerine kıyasla oldukça azdır (FAO 

2018). Dünyada susamda yapılan ıslah çalışmaları sınırlı sayıda olup ülkemizde ise bu 
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oran daha da kısıtlıdır. Islahı yapılmış bitkiler elde edilmesine karşın genelde 

adaptasyon gücü yüksek yerel çeşitler tercih edilmiştir (Baydar vd. 1999).  

 İnsanların susam ve içeriklerini kullanmasının birçok nedeni vardır. Özellikle 

tohumlarında bulunan %60 yağ susam yağını oldukça farklı kılmaktadır. Hatta bazı 

tiplerde bu yağ oranı %62.7’ye kadar çıkabilmektedir (Uzun vd. 2007; 2008). 

Tohumların yapısında önemli antioksidanlardan olan sesamin, sesamol, sesamolin ve 

sesaminol antioksidanlarını bulundurur (Yoshida ve Takagi 1997) ve bu maddeler 

susam yağını oksitlenmeye karşı da oldukça dirençli hale getirir (Baydar 2005). 

Özellikle sesamin insan ve farelerde kan kolesterol seviyelerini düşürmede oldukça 

etkilidir. Aynı zamanda, susam ve içeriklerinin tüketilmesi ile kan plazmasında E 

vitamini konsantrasyonunda artış ilişkisi gözlemlenmiş olup (Frank 2005) antimutajenik 

(Kaur ve Saini 2000) ve antikanserojen (Kapadia vd. 2002) etkilerinin olduğu 

bildirilmiştir. Diğer bir antioksidan olan sesamolinin ise kan kanseri hücrelerinin 

gelişimini engellediği ortaya konmuştur (Ryu vd. 2003). Susam yağının avantajlarından 

bir diğeri içerisinde bulundurduğu tokoferol antioksidanıdır. Susam yağında bulunan 

tokoferol miktarı 294-528 mg/kg arasındadır (Yoshida ve Takagi 1997). Bunlara 

ilaveten susam yapısında triptofan, kalsiyum, metiyonin ve çok sayıda mineral madde 

bulundurmaktadır. (Johnson vd. 1979). Susamın tüm bu özelliklerinin yanı sıra insan 

beslenmesinde de önemli bir rolü vardır. Susam yağı yemeklik olarak direkt sıvı halde 

kullanılabilirken margarin, merhem ve krem yapımında da kullanılmaktadır. Ayrıca 

tohumları doğrudan simit, kek, çörek, pasta gibi hamur işlerinde veya şekerleme 

yapımında tercih edilmektedir. Susam tohumları kavrulup kabuklarından ayırt 

edildikten sonra preslenerek tahin yapılır ve yağı alınan tohumlardan geri kalan kısmı 

ise kaliteli bir hayvan yemi olan küspe olarak kullanılır. Küspe değerli bir hayvan 

yemidir ancak bazı ülkelerde ekmeğe karıştırılarak kullanılmaktadır (Atakişi 1999). 

Susamın insan ve bitki patojenlerine karşı da koruyucu bir etkisi olduğu bilinmektedir 

(Costa vd. 2007). Susam bitkisinin farklı kısımlarından çıkarılan özütlerin 

Macrophomina phaseolina ve Fusarium oxysporum gibi toprak kökenli fungal 

patojenlerin gelişimini negatif bir şekilde etkilediği gözlenmiştir (Hernan ve Laurentin 

2007). Ayrıca sorgum ile münavebeli yetiştirildiğinde susamın Striga türü gibi bazı kök 

parazitlerine karşı da olumlu etkisi görülmüştür (Hess ve Dodo 2004). İçeriğinde 

muhteva ettiği antioksidanlar ve diğer maddeler susamın antiseptik, bakterisit, virüsit, 

dezenfektan ve tuberkular ajan olarak kullanılmasına olanak sağlamıştır (Bedigian vd. 

1985). Bunlara ek olarak susamla beslenmenin cinsiyet hormonları, antioksidan 

durumları ve postmenopozal dönemdeki kadınların kan yağ oranları üzerinde olumlu bir 

etkisinin olduğu ifade edilmiştir (Wu vd. 2006). 

 Susam kültürü yapılan en eski bitkilerden biri olmasına rağmen üretim alanı 

diğer yağlı tohum bitkilere kıyasla oldukça azdır (FAO 2018). Bunun başlıca sebepleri 

mekanize olmayan hasat, bitkilerin eş zamanlı hasada gelmemeleri, hasat vaktinde 

oluşan tohum kayıpları, düşük çevre adaptasyonu ve düşük verim olarak 

değerlendirilebilir (Ashri 2007). Ayrıca son zamanlarda sıkça görülen phyllody hastalığı 

susamda yüksek verim kayıplarına neden olmaktadır (Ustun vd. 2017). Bahsi geçen 

sorunların çözümü adına izlenecek önemli yolların başında doğru ıslah programlarının 

oluşturulması gelmektedir. Bu ıslah programlarına moleküler destekli seleksiyonun 

eklenmesi ise ıslah sürecinin kısaltmak ve doğru sonuçların elde edilmesi adına oldukça 

kıymetlidir. Susamda farklı genetik kaynaklar kullanılarak RAPD (Bhat vd. 1999), 
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AFLP (Laurentin ve Karlovsky, 2006), SSR (Zhang vd 2012; Wei vd. 2014; Dossa vd. 

2017) ve InDel markerler (Wei vd. 2014; Wu vd. 2014) geliştirilmiş ve çeşitli ıslah 

programlarında kullanılmıştır. Ancak diğer endüstriyel bitkiler ile kıyaslandığında 

geliştirilen marker sayısı oldukça kısıtlıdır. Bu noktadan yola çıkılarak bu tez 

çalışmasında FBA-2018-3018 nolu araştırma projesinden elde edilen yeni nesil dizileme 

verileri kullanılarak InDel markerlerin geliştirilmesi hedeflenmiştir. İçerisinden dört 

ayrı kıtadan genotiplerin yer aldığı bu geniş koleksiyondan geliştirilecek markerlerin 

dünya üzerinde farklı populasyonlarda başarılı ile uygulanma ihtimali oldukça 

yüksektir. Geliştirilecek bu markerlerin susamda genetik çeşitlilik, seleksiyon ve 

genetik haritalama çalışmalarında kullanılması beklenmektedir.  
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2. KAYNAK TARAMASI 

2.1. Yeni Nesil Dizileme Verileri Kullanılarak InDel Markerlerin Geliştirilmesi ve 

Kullanılması İle İlgili Çalışmalar   

 Moleküler markerler bir popülâsyonda veya gen havuzunda bir genin allelleri 

arasındaki polimorfizmi saptamak için kullanılabilen DNA parçacıklarıdır. Kısaca farklı 

bireyler arasında polimorfizm gösteren DNA dizisinin küçük bir bölgesi olarakta 

tanımlanabilir. Polimorfizm sağlayan bölgeler eklenmeler, silinmeler, yer değiştirmeler, 

duplikasyonlar gibi olaylardan meydana gelebilir (Filiz ve Koç 2011). Günümüzde 

DNA markerleri kullanılarak gen etiketleme, genetik haritalama, harita temelli tarımsal 

açıdan önemli genlerin belirlenmesi, dayanıklılık kaynaklarının ortaya konması, genetik 

çeşitlilik çalışmaları, filogenetik analizler ve seleksiyon çalışmaları yoğun şekilde 

yapılmaktadır (Joshi vd. 2000). En yaygın kullanılan markerlerden SSR veya 

mikrosatellitler, ökaryotik genomlar boyunca dağılmış ve ardışık olarak tekrarlanmakta 

olan 2-6 nükleotid gruplarından oluşmaktadır. RAPD ise PCR bazlı bir işaretleme 

sistemidir. Bu sistemde, bir bireyin toplam genomik DNA'sı, tek, kısa (genellikle 

yaklaşık on nükleotid/baz) ve rastgele bir primer kullanılarak PCR ile çoğaltılır. Birçok 

farklı lokusa bağlanan primer, tamamlayıcı olan kompleks bir DNA şablonundan 

rastgele dizileri amplifiye için kullanılır. Amplifikasyon iki hibridizasyon bölgesi 

birbirine (en az 3000 bp) benzerse ve zıt yönlerde PCR sırasında gerçekleşebilir. SNP 

markerler için yeni nesil dizileme verilerine ihtiyaç olup ıslah sürecinde kullanılmak 

üzere bir okuma sonrası milyonlarca marker geliştirmek mümkündür. InDel (insertion-

deletion) bölgeleri genom boyunca bol miktarda bulunan yapısal varyasyonlardır ve 

polimeraz kayması, transpozonlar, eşit olmayan crossing-over neticesinde meydana 

gelirler. Bazen organizmada fonksiyon kaybına yol açabilirler (Lovett 2004). En yaygın 

InDel durumları tek baz eklenme ve çıkarılması, delesyon ve monomerik ya da 

polimerik baz çiftlerinin eklenmesinden kaynaklanmaktadır. Bu markerler birçok 

populasyon genetiği, tanımlama, genetik haritalama çalışmalarında farklı bitkilerde 

kullanılmıştır (Wu vd. 2013; Yang vd. 2014) 

InDel marker geliştirme ve markerlerin uygulanması bakımından yürütülen 

çalışma sayısı oldukça azdır. Wu vd. (2014) tarafından yürütülen bir çalışmada Çin 

susam koleksiyonunda genetik çeşitlilik SSR ve InDel markerler ile belirlenmeye 

çalışılmıştır. Araştırmacılar 349 SSR ve 79 InDel markeri sahip oldukları 130 susam 

genotipi üzerinde kullanmışlar ve yapılan ön çalışmada 86 markerin polimorfik olduğu 

ifade edilirken markerlerin koleksiyonda genetik çeşitlilik, filogenetik ilişkiler, 

populasyon yapısı ve allel dağılım analizlerinde başarılı şekilde yer aldığını ifade 

etmişlerdir. Çalışma sonucunda 325 allel tespit edilmiş olup ortalama gen çeşitliliği 

0.432 olarak belirlenmiştir. Model temelli yapı analizi, filogenetik kümeleme ve 

moleküler varyans analizi (AMOVA) sonuçlarına göre populasyonda iki ana ve beş alt 

grubun varlığı ortaya konulmuştur. 

 Wei vd. (2014) tarafından RNA-Seq yönteminin kullandığı çalışmada toplamda 

33.4 Gbp’lik büyük bir okuma elde edilmiş ve okuma sonrası SNP ve InDel bölgeleri 

araştırmacılar tarafından belirlenmiştir. Araştırmacılar uzunlukları 1 ila 38 bp arasında 

değişen toplam 21 InDel tipi tanımlamış ve en çok kısa InDel (1-2 bp) varlığı tespit 

edilmiştir (%80). Ayrıca protein kodlayan bölgelerde 4959 (%66.56) SNP 

saptamışlardır. Rasgele seçilen 40 SNP ve 40 InDel markerden SNP'lerin %92.5'i ve 



 

KAYNAK TARAMASI                                                                                                         S.UZUNOĞLU   

5 

  

InDel markerlerin %95.0'i polimorfizm göstermiştir. Ayrıca, yeni geliştirilen polimorfik 

SNP ve InDel markerlerinin etkinlikleri 36 ticari susam çeşidinde değerlendirilmiş ve 

markerlerin % 90'dan fazlası beklenen polimorfik amplifikasyonları ortaya koymuştur.  

 Yamaki vd. (2013) Oryza cinsindeki genom türlerinin ayırt edilmesini sağlayan 

InDel marker geliştirmeyi amaçlayan bir çalışma ele almışlardır. İlk olarak 

veritabanlarında mevcut olan 12 Oryza türü için tarama yapılmış ve potansiyel 2107 

InDel aday dizisi bulmuşlardır. Araştırmacılar daha sonra sahip oldukları yabani türleri 

seçmiş oldukları InDel markerler ile taramışlardır. Çalışma sonucunda farklı türleri 

birbirinden ayırt edilmesini mümkün kılan 22 InDel marker belirlenmiştir. 

  Song vd. (2015) Çin’in yerel soya fasülyesi çeşitleri olan Hedou 12 ve Williams 

82’yi yeni nesil dizileme verileri kullanarak analiz etmişlerdir. Araştırmacılar Hedou 12 

ve Williams 82 referans dizisi arasında 49276 InDel polimorfizmi ve 242059 tek 

nükleotid polimorfizmi tespit etmişlerdir. Tespit edilenler arasından doğrulama için 5-

50 bp arasında değişen 243 aday InDel markeri seçilmiş ve bu çeşitler arasında 

polimorfizm ortaya konulmuştur. Araştırmacılar ayrıca geliştirmiş oldukları InDel 

markerleri soyada kırışık yaprak karakterini genetik haritalanmasıda kullanmışlar ve 

başarılı bir haritalama yapmışlardır. Araştırma sonucunda yüksek verimli dizileme 

verilerinin soya fasülyesinde genetik haritalama için yüksek kalitede marker geliştimede 

oldukça etkin olduğu ortaya konmuştur.  

 Wei vd. (2016) iki susam çeşidini (Baizhima ve Mishuozhima) tüm genom 

olarak dizilemişler ve de novo assembly ile sırasıyla 267 ve 254 Mb büyüklüğünde iki 

draft genom elde etmişlerdir. Toplamda yaklaşık 1.3 milyon SNP ve 506 bin InDel 

belirlenmiştir. Ortaya konulan bu varyantlardan yaklaşık 70 bin SNP ve 8311 InDel gen 

kodlayan bölgelerde tespit edilmiştir. Bu varyantların susamda çiçeklenme tarihi, bitki 

boyu ve yağ içeriği gibi önemli karakterlerin genetik altyapısının belirlenmesine katkıda 

bulunacağı araştırmacılar tarafından belirtilmiştir. 

 Osorio vd. (2017) sarı acı bakla genetiği ve ıslahına yardımcı olmak için yeni 

polimorfik InDel markerleri üretmeyi amaçlamışlardır. Çalışmada genomik veriler 

kullanılarak polimorfik InDel markerleri geliştirmişlerdir. Analizler sonucundan toplam 

118 InDel polimorfik olarak tespit edilmiştir. 18 InDel primer seti bir çekirdek 

koleksiyon üzerinde değerlendirilmiştir. Gözlenen heterozigosite (HO; 0.0648 ila 

0.5564) ve polimorfik bilgi içeriği (PIC, 0.06 ila 0.48) koleksiyonda orta düzeyde bir 

genetik varyasyon olduğunu ortaya çıkarmıştır. Sonuç olarak InDel markerlerin 

geliştirilmesinin L. luteus popülasyonları ve yakın ilişkili türler arasında genetik 

çeşitliliğin çalışılmasını kolaylaştıracağı belirtilmiştir. 

 Wanga vd. (2018) ele aldıkları çalışmalarında öncelikle 56 soya genotipe ait 

verileri kullanarak 17613 InDel bölgesi tespit edip 12619 primer çifti geliştirmişlerdir. 

İkinci olarak, 2841 primer çiftini kullanarak bir linkage haritası araştırmacılar tarafından 

oluşturulmuş ve 20 linkage grubu elde edilmiştir. Oluşturulan haritada toplam genetik 

mesafe 2347.3 cM ve LG başına düşen haritalanmış marker 10 ila 23 arasında değiştiği 

ifade edilirken ve ortalama 15 marker olduğu bildirilmiştir. Bitişik markerler arasındaki 

en büyük ve en küçük genetik mesafeleri sırasıyla 52.3 cM ve 0.1 cM olarak 

gözlemlenmiştir. Araştırmacılar daha sonra geliştirmiş oldukları haritayı kullanılarak 

çiçeklenme gün sayısı karakterini haritalamışlardır. Karakter bir QTL olarak ortaya 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamaki%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24273419
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konulmuş olup bir büyük (qDTF4) ve dört küçük QTL (qDTF20, qDTF13, qDTF12 ve 

qDTF11) bölge tespit etmişlerdir. Araştırmacılar tarafından ortaya konulan sonuçlar 

soya fasulyesinde haritalama işlemlerinde InDel markerlerin kullanabileceğini ortaya 

koymuştur. 

Jain vd. (2019) nohutta genom destekli ıslah için marker kaynaklarını genişletme 

hedefi ile spesifik olmayan (ICC 4958 × PI 489777) beş ana hattı ve iki intra-spesifik 

(ICC 283 x ICC 8261 ve ICC 4958 × ICC 1882) haritalandırma popülasyonunu 

kullanarak InDel marker geliştirme çalışması ele almışlardır. Varsayılan parametrelere 

sahip yazılım kullanılarak toplam 231658 adet InDel tanımlamışlardır. Ayrıca, jel bazlı 

markörlerin geliştirilmesi için ≥20 bp boyutunda toplam 8.307 InDel seçilmiş; 7523 

(%90.56) bölge için primer tasarlanmıştır. Ortalama olarak, CaLG04 (1.952 InDel) 

üzerinde maksimum ve CaLG08 (360 InDels) üzerinde ise minimum marker sayısı 

belirlenmiş olup her bir linkage grubunda ortalama 1038 InDel tanımlanmıştır. 

Doğrulama yapmak amacıyla toplam 423 primer çifti rastgele seçilmiş, seçilen ana 

hatlar üzerinde test edilmiş ve %3'lük agaroz jelde ebeveynler arasında %46.06 ila 

%58.01 arasında bir polimorfizm gözlenmiştir. 

2.2. Susamda Moleküler Markerler Kullanılarak Yapılan Genetik Çeşitlilik 

Çalışmaları 

 Bhat vd. (1999) yaptıkları çalışmada susam bitkisinde genetik çeşitliliği 58 

RAPD markeri kullarak belirlemeye çalışmışlardır. Analiz edilen materyal Hindistan'ın 

18 farklı eyaletinden ve Hindistan alt kıtasının dört komşu ülkesinden 36 koleksiyon ve 

21 ülkeden 22 egzotik susam genotipini içermektedir. Genetik çeşitliliği belirlemek 

amacıyla seçilen 24 rastgele 10-mer primer ile PCR amplifikasyonlarından elde edilen 

sonuçlar istatistiksel olarak analiz edilmiştir. Jaccard’ın benzerlik katsayılarının değeri 

0.19 ile 0.89 arasında değişmiş ve sonuçların yüksek seviyede genetik çeşitliliğin 

varlığını gösterdiği bildirilmiştir. Bununla birlikte Hint kökenli genotiplere ait genetik 

varyasyonun egzotik hatlara göre çok daha yüksek olduğu ifade edilmiştir. Temel 

bileşen analizi, ilk iki bileşenin toplam varyasyonların sadece %21'ini oluşturduğunu ve 

varyasyonların <% 75'ini açıklamak için 18 bileşenin gerekli olduğunu göstermiştir.  

 Laurentin ve Karlovsky (2006) 5 gen merkezinden (Hindistan, Afrika, Çin-Kore-

Japonya, Orta Asya ve Batı Asya) genotiplerin yer aldığı susam koleksiyonunu AFLP 

marker kullanarak karakterize etmişlerdir. Araştırmacılar % 93'ü polimorfik olan toplam 

457 AFLP markerin kaydedildiğini bildirmişlerdir. Ayrıca Jaccard benzerlik katsayısı 

genotip çiftleri arasında 0.38 ile 0.85 arasında değişmiştir. UPGMA dendrogramı 32 

genotipten 25'ini iki güçlü kümede gruplandırmıştır, ancak genotip ile coğrafi köken 

arasında bir ilişki olmadığını ortaya koymuştur. Dendogram boyunca temel koordinat 

analizi kullanılarak benzer bir model elde etmişlerdir. Moleküler varyans analizi 

(AMOVA) ile toplam çeşitliliğin sadece %5'i gruplar arasındaki farklılıklara 

bağlanmıştır.  

 Laurentin ve Karlovsky (2007) ele aldıkları çalışmada AFLP markeri 20 susam 

çeşidini ayırt etmek ve bu genotipler arasındaki genetik ilişkiyi aydınlatmak amacıyla 

kullanmışlardır. Araştırmacılar 8 primer kombinasyonu kullanarak toplam 339 marker 

elde etmişlerdir. Bantların %91'i polimorfik olup 5 primer kombinasyonunun kullanılan 

20 çeşidin hepsini ayırt edebildiği tespit edilmiştir. Ancak kalan 3 primer 
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kombinasyonunun tek başına kullanıldığında genotipleri ayırt edemediği 

gözlemlenmiştir. Polimorfik bilgi içeriği (PIC), çözme gücü (Rp) ve her bir primer 

kombinasyonunun marker indeksi (MI) genotip sayısı ile karşılaştırıldığında aralarında 

anlamlı bir ilişki bulunamamıştır. Jaccard’ın benzerlik katsayıları 0.31 ile 0.78 arasında 

değişmiştir. Sonuç olarak araştırmacılar AFLP markerlerinin çeşitlerin tanımlanmasında 

ve genetik değişkenliğinin değerlendirilmesinde kullanılabileceğini göstermişlerdir. 

 Ali vd. (2007) ele aldıkları çalışmada coğrafi kökenler ve morfolojik özellikler 

ile ilgili genetik çeşitliliğin seviyesini belirlemek için dünyanın farklı bölgelerinden 

toplam 96 hat toplamış ve hatları AFLP markeri kullanarak karakterize etmişlerdir. 

Araştırmacılar 21 primer çiftinin toplam 445 bant ürettiğini ve aralarında 157 

(%35)’sinin polimorfik olduğunu birdirmişlerdir. Benzerlik katsayısına dayanan 

UPGMA kümeleme analizi yöntemi kullanılarak hatları iki ana gruba ayırmışlardır. İlk 

grup çoğunlukla Doğu Asya kökenli diğer grup ise Güney Asya kökenli genotiplerden 

oluşmuştur. Analizler sonucunda araştırmacılar alt kümelerin hatları ayırdığını ve 

gruplar arasında belirgin bir çeşitlilik oluşturduğunu gözlemlemişlerdir. 

 Pham vd. (2009) susam koleksiyonunda genetik çeşitliliği tahmin etmek 

amacıyla Vietnam ve Kamboçya'dan toplanan 22 susam çeşidini 10 RAPD marker 

kullanarak analiz etmişlerdir. Çalışmada 107 bant elde edilirken, 86 tanesi polimorfik 

bulunmuştur. Tüm popülâsyonların genetik çeşitliliği, Nei parametreleri tarafından 

tahmin edildiğinde Ht = 0.34 olarak belirlenmiştir. Genetik uzaklık 0.03 ile 0.43 

arasında bir değer gösterirken ortalama genetik uzaklık 0.23 olarak belirlenmiştir. 

Oluşturulan dendrogram coğrafi bölgelerine göre susam hatları arasında net bir ayrım 

olduğunu ayrıca ortaya koymuştur. 

 Kumar ve Sharma (2009) Hindistan'ın farklı tarımsal ekolojik bölgelerini temsil 

eden yirmi susam genotipinin genetik çeşitliliğini değerlendirmek için fenotipik ve 

moleküler belirteçler (RAPD) arasında bir karşılaştırma yapmışlardır. Araştırmacılar 20 

fenotipik belirteç temelinde daha yüksek bir genetik benzerlik aralığı (0.88-0.99) 

gözlemlemişlerdir. RAPD bazlı dendrogramda genotipler morfolojik belirteçlere göre 

rastgele bir gruplama olduğu gözlenmiştir. Ortalama genetik farklılaşma katsayısı (Gst 

0.619), popülasyon arasında yüksek genetik çeşitlilik seviyesini ve popülasyon içindeki 

düşük genetik çeşitlilik düzeyini göstermiştir. 

 Sharma vd. (2009)’da RAPD ve ISSR markerlerini 16 susam genotipinin 

karakterizasyonu için kullanmışlardır. 26 RAPD ve 17 ISSR primerleri ile 16 susam 

genotipi arasında sırasıyla 194 ve 163 net ve tekrarlanabilir bant elde edilmiştir. Hem 

RAPD hem de ISSR primerleri maksimum ayrım gücü göstermiş ve tüm susam 

genotiplerinin tanımlanması için ayrı ayrı kullanılabilenecek olan bantlar üretilmiştir. 

Ayrıca genotiplerin ayırt edilmesinde AG ve CA bazlı ISSR primerleri etkili olduğu 

bulunmuştur. RAPD ve ISSR primerleri tarafından üretilen matrisler arasında zayıf bir 

korelasyon gözlemlenmiştir. Bununla birlikte susam genotipleri (RAPD için 0.78 ve 

ISSR için 0.71) arasında daha fazla benzerlik olsa da gözlenen genetik çeşitliliğin 

(RAPD için 0.22 ve ISSR için 0.29) susam genotiplerinin karakterizasyonu için etkili 

olduğu gözlemlenmiştir.  

 Cho vd. (2010) tarafından yapılan araştırmada 22 ülkeden toplanan 150 susam 

genotipi arasındaki genetik çeşitlilik, filogenetik ilişki ve popülasyon yapısı polimorfik 
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mikrosatellit (SSR) markerleri ile belirlenmeye çalışılmıştır. Çalışmada PCR’lar ve 

analizler sonrası susam genotipleri arasında toplam 121 allel olduğu tespit edilmiştir. 

Allel sayısı lokus başına ortalama 7.6 allel olarak bulunurken en yüksek 18 ve en düşük 

olarak 2 değerleri elde edilmiştir. Polimorfizm bilgi içeriği değerleri ortalama olarak 

0.42 olarak bulunmuş ve 0.03 ile 0.79 arasında değişmiştir. SSR'lerin ortaya koyduğu 

geniş çeşitlilik DNA düzeyinde yüksek polimorfizm seviyesini yansıtmıştır. Model 

tabanlı yapı analizi genetik mesafeye dayalı kümeleme sonuçlarıyla üç grubun varlığını 

göstermiştir.  

 Parsaeian vd. (2011) ele aldıkları çalışmalarında 18 susam genotipi arasındaki 

genetik çeşitliliği incelemişlerdir. Morfolojik veriler kullanılarak yapılan küme 

analizinde genotipler beş ayrı kümeye ayrılmıştır. Küme içi mesafeler farklı grupların 

farklı genotipleri arasında daha yüksek genetik değişkenlik olduğunu göstermiştir. 

Moleküler analizler için seçilen 13 ISSR primerinde 170 bant bulunmuş, bunlardan 

130'u (%76.47) polimorfik olup bu veriler kullanılarak dendrogram oluşturulmuştur.  

 Kumar vd. (2011) Hindistan'ın farklı coğrafi bölgelerini temsil eden ticari olarak 

ekilmiş 20 susam genotipi arasındaki genetik çeşitliliği ve ilişkileri belirlemek için 

fenotipik verileri, ISSR ve SSR markerlerini kullanmışlardır. Morfolojik tanımlayıcılar 

kullanılarak karışık kümelemeye sahip dar bir genetik farklılık (0.01-0.12) aralığı 

gözlemlemişlerdir. Markerler ile yürütülen çalışmada ISSR primerleri ile %57 

polimorfizmi olan toplam 279 bant elde ediliken SSR primerleri ile %73 polimorfizm 

elde edilmiştir. Araştırmacılar yüksek ayrım gücüne sahip olan ISSR primerlerinin 

genotip-spesifik bantlar ürettiğini ve bu çalışmada kullanılan tüm susam genotiplerini 

ayırt ettiğini bildirmişlerdir. Ayrıca UPGMA dendrogram ve PCA analizi ile fenotipik 

veriler arasında zayıf bir korelasyon olduğunu tespit etmişlerdir. Sonuç olarak SSR ve 

ISSR markerlerinin genotip tanımlaması ve susam genotipleri arasında genetik 

ilişkilerin kurulması için güçlü bir araç olduğu bildirilmiştir.  

 Surapaneni vd. (2014) ele aldıkları çalışmada SSR markerleri kullanarak Hint 

susam çeşitlerinin ve ilgili yabani türlerin genetik karakterizasyonunu ele almışlardır. 

SSR primerlerinin kullanıldığı çalışmada 68 susam genotipi ve üç ilgili yabani türün 

karakterizasyonu 170 allelin saptanmasıyla sonuçlanmıştır. Ayrıca alellerin sayısı, lokus 

başına ortalama 2.5 allel olarak bulunurken minimum-maksimum sayılar 2 ile 4 

arasında değişmiştir. UPGMA kümeleme analizi tüm çeşitleri 0.40 ile 0.91 arasında 

değişen genetik bir benzerliğe sahip iki ana kümede gruplandırmıştır. Araştırmacılar 

orta ile yüksek düzeyde bir genetik değişkenlik gözlemlediklerini bildirmişlerdir. 

Çalışmada kullanılan üç yabani genotip ayrı bölümler oluşturmuş ve çeşitler ile yabani 

türler arasında uzak genetik ilişkiler gözlemlemişlerdir. Yapılan araştırmada coğrafi 

bölgelere göre genotiplerin farklılaşması gözlenmemiştir. Moleküler varyans analizi 

(AMOVA), popülasyonlarda (%87.1) yüksek bir varyasyon yüzdesinin olduğunu 

göstermiştir. Araştırmacılar bu çalışmanın sonucunda elde edilen verilerin gen 

haritalama ve gelecekteki ıslah programlarında ebeveyn seçiminde kullanılabileceğini 

ifade etmişlerdir. 

 Wei vd. (2014) basit dizi tekrarı (SSR) markerleri geliştirmek ve susam 

germplazmında genetik çeşitliliği tespit etmek amacıyla genomik temelde yürütülen 

çalışmalarını rapor etmişlerdir. Araştırmacılar genom taraması sonrası susam 

genomundan 23438 SSR tanımlamışlardır. Ayrıca en sık tekrarlanan motifleri %84.24 



 

KAYNAK TARAMASI                                                                                                         S.UZUNOĞLU   

9 

  

sıklıkta dinükleotid, ardından %13.53 trinükleotit, %1.65 tetranükleotit, %0.3 

pentanükleotit ve % 0.28 heksanükleotit motifleri olarak bildirmişlerdir. Çalışmada 218 

polimorfik SSR 12 ülkeden 31 susam genotipini taramak taramak için kullanılmıştır. 

PCoA ve filogenetik analizleri sonucunda tüm susam genotiplerinin iki gruba 

ayrılabileceğini gözlemlemişlerdir. Araştırmanın sonucunda bu yeni SSR markerlerin 

genetik bağlantı haritası yapımı, genetik çeşitlilik tespiti ve marker destekli susam ıslahı 

için kullanışlı bir araç olduğunu bildirmişlerdir. 

 Singh vd. (2015) Hindistan’ın farklı bölgelerinden toplanmış ticari olarak 

yetiştirilen 44 susam genotipi arasındaki genetik varyasyonu incelemek adına üç tip 

moleküler marker (RAPD, ISSR ve SSR) kullanmışlardır. Bu çalışmada hem RAPD 

hem de ISSR markerlerinde yüksek düzeyde polimorfizm tespit edilmiştir. RAPD 

analizlerinde 279 banttan 120'si (%43.01), ISSR analizlerinde 183 banttan 164’ü 

(%89.61) polimorfik olarak belirlenirken 12 SSR primeri 41 farklı bant üretmiştir. Her 

iki genetik benzerlik veri kümesi arasında zayıf bir korelasyon (r=0.107) bulunmuştur. 

44 susam genotipinin tamamının RAPD, ISSR ve SSR markerler ile ayırt edilebileceği 

çalışmada ortaya konmuştur.  

 Pandey vd. (2015) tarafından yapılan yürütülen çalışmada 60 genotipin hem 

kantitatif hem de kalitatif özelliklerini tanımlanmıştır. Çeşitleri farklı gruplara ayırmak 

için çok değişkenli analizler yapılmış olup 36 mikrosatellit marker genetik çeşitliliği 

moleküler seviyede belirleme amacıyla seçilmiştir. Başlangıçta 36 mikrosatellit marker 

seçilmiş olmasına rağmen genotipler arasında sadece 8 marker polimorfik olarak 

belirlenmiştir. 60 genotip içinde lokus başına ortalama 3.37 allel olup toplamda 27 allel 

tespit edilmiştir. Allellerin sayısı 2 ila 6 allel arasında kaydedilmiştir. Araştırmacılar 

mikrosatellit işaretleyicilerinden elde edilen verilerden Jaccard yöntemini kullanarak 

çeşitler arasındaki farklılık katsayılarını hesaplamışlardır. Susam genotiplerinin 

morfolojik ve moleküler markere dayalı küme analizi ile iki ana grupta 

sınıflandırmışlardır. Mantel testi ile fenotipik ve moleküler marker bilgisi arasında 

önemsiz bir korelasyon olduğu ayrıca bildirilmiştir. 

 Dossa vd. (2016) ele aldıkları çalışmada coğrafi bölgelerle ilgili genetik 

çeşitliliği belirlemek için Afrika ve Asya'da altı coğrafi bölgeye dağılmış 22 ülkeden 

toplanan 96 susam aksesyonunu 33 polimorfik SSR markeri kullanarak 

genotiplemişlerdir. Asya'dan getirilen genotiplerin, Afrika'dan getirilen genotiplerden 

daha fazla çeşitlilik gösterdiği görülmüştür. Güney Asya, Doğu Asya ve Batı Afrika'dan 

toplanan genotipler oldukça fazla çeşitlilik gösterirken, Batı Asya, Kuzey Afrika ve 

Güneydoğu Afrika'dan gelenlerin ise en düşük çeşitliliğe sahip olduğu sonucuna 

varılmıştır. Moleküler varyans analizi yapıldıktan sonra genetik varyansın % 44'ünden 

fazlasının coğrafi bölgeler arasındaki çeşitlilikten kaynaklandığı görülmüştür. 

Filogenetik, PCA ve yapı analizleri ile Asya'da üç, Afrika'da iki olmak üzere beş alt 

popülasyon tanımlanmıştır. Çoğu genotipin coğrafi kökenlerine göre aynı popülasyonda 

toplandığı görülmüştür. 

 Dar vd. (2017)‘de Hindistan’ın farklı bölgelerinden toplanmış 47 farklı susam 

genotipini genetik varyasyonu incelemek adına 22 RAPD ve 18 SSR marker ile 

testlemişlerdir. Bu çalışmada RAPD primerleri 191'i polimorfik olan toplam 256 bant,  

SSR primerleri ise hepsi polimorfik olan 64 DNA bant vermiştir. RAPD'lere (0.186) 

kıyasla SSR'ler (0.194) için maksimum polimorfik bilgi içeriği rapor edilmiştir. RAPD 
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markerlerde (1.426), SSR markerlere (0.621) göre daha yüksek marker indeksi 

gözlemlenmiştir. Benzer şekilde, RAPD (4.012) markerlerin SSR'lerden (0.884) daha 

fazla çözme gücüne sahip olduğu bulunmuştur. RAPD primer RPI-B11 ve SSR primer 

S16 'nın incelenen çeşitler arasındaki genetik değişkenliği açıklamada en bilgilendirici 

markerler olduğu bildirilmiştir. Çalışmada ayrıca moleküler seviyede tohum kabuğu 

rengi bir grup marker amplikonun varlığı ve yokluğu ile ayırt edilmiştir. Beyaz ve 

kahverengi renkli tohumlar birbirine yakın kümelenmiş siyah tohumlar kümeden uzak 

kalmıştır.  

 Iqbal vd. (2018) çalışmalarında NCBI veritabanından elde ettikleri dizi verilerini 

kullanarak geliştirdikleri markerleri dünyanın farklı eko-coğrafi bölgelerine ait 70 

genotip arasındaki genetik çeşitliliği belirleyebilmek amacıyla değerlendirmişlerdir. 

Yeni geliştirilen markerlerden 35'i (% 15) genotiplerde polimorfizm göstermiş ve 

toplamda 151 allel elde edilmiştir. Araştırmacılar polimorfik bilgi içeriğinin (PIC) 0.36 

ile 0.82 arasında değişmekte olup ortalamanın 0.61 olduğunu bildirmişlerdir. NJ analizi 

5 ana grubu ortaya çıkarmış ve kümelenmenin coğrafi kökenden bağımsız olduğunu 

görülmüştür. UPGMA kullanılarak morfolojik özellikler bakımından 70 genotip dört 

ayrı kümeye ayrılmış ve kümeleme paterni moleküler markelere göre farklılık 

göstermiştir. 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Materyal  

3.1.1. Genetik materyal 

 Tez kapsamında kullanılmış olan genetik veriler Yol ve Uzun (2012) tarafından 

geliştirilen Akdeniz Susam Kor Koleksiyonunda yer alan 95 genotipin dizilemesi 

(Basak vd. 2019) ile elde edilmiştir. 4 farklı kıtadan köken alan genotipler Çizelge 

3.1’de verilmiştir. En fazla genetik materyal ile temsil edilen ülke 16 genotip ile 

Türkiye olurken İran ve ABD kökenli sırasıyla 11 ve 10 genotip koleksiyonda yer 

almaktadır.  

Çizelge 3.1. Çalışması kapsamında dizilemede kullanılan genotipler ve orijinleri  

  

Genotip Orijin Genotip Orijin Genotip Orijin Genotip Orijin 

ACS8 Afganistan ACS76 İran ACS187 Rusya ACS356 Venezüella 

ACS10 Afganistan ACS80 İran ACS189 Rusya ACS358 Venezüella 

ACS12 Afganistan ACS81 İran ACS191 Rusya ACS359 Venezüella 

ACS15 Afganistan ACS86 İran ACS193 G.Amerika Özberk Türkiye 

ACS18 Afganistan ACS87 İran ACS194 G.Amerika Muganlı Türkiye 

ACS19 Afganistan ACS88 İran ACS195 Sri Lanka   

ACS20 Angola ACS91 Irak ACS197 Suriye   

ACS21 Angola ACS108 İsrail ACS204 Türkiye   

ACS22 Arjantin ACS109 İsrail ACS215 Türkiye   

ACS24 Çin ACS122 Japonya ACS216 Türkiye   

ACS26 Çin ACS134 G.Kore ACS218 Türkiye   

ACS28 Çin ACS137 G.Kore ACS220 Türkiye   

ACS29 Çin ACS139 G. Kore ACS234 Türkiye   

ACS32 Çin ACS141 G. Kore ACS241 Türkiye   

ACS34 Çin ACS145 Myanmar ACS242 Türkiye   

ACS36 Çin ACS152 Pakistan ACS246 Türkiye   

ACS38 Çin ACS153 Pakistan ACS253 Türkiye   

ACS40 Çin ACS155 Pakistan ACS278 Türkiye   

ACS43 Mısır ACS157 Pakistan ACS285 Türkiye   

ACS46 Mısır ACS158 Pakistan ACS304 Türkiye   

ACS49 Yunanistan ACS159 Pakistan ACS325 ABD   

ACS51 Yunanistan ACS163 Pakistan ACS326 ABD   

ACS60 Hindistan ACS164 Pakistan ACS329 ABD   

ACS65 Hindistan ACS168 Pakistan ACS330 ABD   

ACS68 Hindistan ACS174 Rusya ACS331 ABD   

ACS70 İran ACS179 Rusya ACS335 ABD   

ACS71 İran ACS181 Rusya ACS337 ABD   

ACS72 İran ACS182 Rusya ACS344 ABD   

ACS73 İran ACS183 Rusya ACS348 ABD   

ACS74 İran ACS186 Rusya ACS353 ABD   
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3.2.Metot 

3.2.1. Yeni nesil dizileme 

Tez çalışmasında InDel bölgelerinin belirlenmesinde 95 susam genotipinin 

dizilenmesinden elde edilen veriler kullanılmıştır. Verilerin hazırlanması temel olarak 

genotiplerin çimlendirilmesi ve takiben DNA izolasyonu (Doyle ve Doyle 1990) ile 

başlamakta ve her bir DNA için dizilemeye uygun kütüphanelerinin oluşturulması ile 

devam etmektedir. Kütüphane hazırlık aşamasında Peterson vd. (2012) tarafından 

önerilen double-digest RAD-Seq metodu kullanılmıştır. Burada genom reduksiyonu için 

VspI ve MspI restriksiyon enzimleri tercih edilmiş ve ardından 400-500 bp 

uzunluğundaki okumalar dizilemeye gönderilmiştir. Dizileme Illumina platformunda 

çift yönlü 150 bp olarak yapılmış ve toplamda 349.86 milyon baz ham okuma elde 

edilmiştir. Yeni nesil dizileme verileri FBA-2018-3018 nolu projeden elde edilmiş olup 

her bir genotipe ait yeni nesil dizileme verileri NCBI gen bankasında PRJNA560319 

nolu aksesyon numarası ile raporlanmıştır.  

3.2.2. InDel bölgelerinin belirlenmesi 

Her bir genotipe ait yeni nesil dizileme verilerinin analizler öncesi barkod ve 

adaptörlerinden temizlenmesi gerekmektedir. Sıkıştırılmış dosya içinde bulunan her bir 

genotipe ait barkodlanmış veriler Je (Girardot vd. 2016) programı kullanılarak dışarı 

çıkarılmıştır. Daha sonra her bir fastq dosyasındaki adaptörler fastp (Chen vd. 2018) 

programı ile temizlenmiştir. Çift yönlü okumalar daha sonra referens genom 

“Zhongzhi13 V2.0” (Wang vd. 2016) ile eşleştirilmiş ve ardından oluşturulan freebayes 

programı ile her bir genotipe ait varyantlar belirlenmiştir. VCFilter (Galaxy Version 

1.0.0) programı kullanılarak SNP verileri varyant dosyasından elemine edilmiş ve 

içerisinde sadece insersiyon (ekleme) ve delesyon (silme) bölgelerinin olduğu varyant 

dosyası oluşturulmuştur. Bu işlemin ardından excel dosyasında bp olarak büyüklükleri 

bakımından insersiyon ve delesyon bölgeleri sınıflandırılmıştır.  

3.2.3. Primer dizaynı 

Filtrelenmiş varyant dosyası referans genom ile eşlenme sonucu oluşan her bir 

genotipe ait bam dosyaları ile birlikte Integrated Genome Browser (Nowlan vd. 2016) 

programında ele alınmıştır. Böylece InDel bölgeleri hem valide edilmiş hem de primer 

dizaynı için referans genomda uç diziler görüntülenmiştir. Burada 8 ve üzeri bp 

büyüklüğündeki bazı InDel bölgeleri primer dizaynı için seçilmiştir. Böylece agaroz 

jelde ayırt edilebilir markerler seçilmiştir. Primer dizaynı Primer 3 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programı 

kullanılarak dizayn edilmiştir. 

3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (pcr, polymerase chain reaction) analizleri 

 Bu tez çalışmasında geliştirmiş olduğumuz markerler kullanılarak istenen gen 

bölgelerinde amplifikasyonu sağlamak amacıyla PCR analizleri yapılmıştır. Markerlerin 

doğrulanması amacıyla öncelikle her bir primer koleksiyon içerisinden rastgele seçilmiş 

bulk DNA’lar ile test edilmiştir. Tez kapsamında uygulanmış olan PCR tekniği 

(protokollü) çalışmada optimize edilerek en iyi sonucu veren solüsyon miktar ve 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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oranları belirlenmiştir. PCR uygulamaları için MyGenie-96 Gradient Thermal Cycler 

marka cihaz kullanılmıştır. Kullanılan PCR programı Çizelge 3.2’de ve PCR bileşenleri 

Çizelge 3.3’de verilmiştir. 

Çizelge 3.2. Tez kapsamında markerlerin testlenmesinde kullanılan PCR programı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Çizelge 3.3. Tez kapsamında markerlerin testlenmesinde kullanılan PCR bileşenleri 

Bileşenler Miktar  (1X) 

Dna ( 20 ng/μl ) 1 µl  

Taq buffer (10X) 1 µl  

MgCl2 (25 mM) 1 µl  

dNTP (10 mM) 0,3 µl  

Primer (10 µM) 0,3µl  

Taq polimeraz (5 u/µl) 0.2 µl 

ddH2O 16 µl 

 

Yukarıdaki çizelgelerde belirtildiği gibi döngüler tamamlanmış ve PCR analizleri 

yapılmıştır. PCR’dan sonra PCR ürünleri elektroforez işlemine kadar -20°C’de 

muhafaza edilmiştir.  

PCR programı 

95℃ 2 dakika 30 saniye 

95℃ 45 saniye 

50℃ 20 saniye 

60℃ 50 saniye 

92℃ 20 saniye 

50℃ 20 saniye 

60℃ 50 saniye 

60℃ 5 dakika 

4 döngü 

30 döngü 

döngü 
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3.2.5. Elektrolit çözeltisi  

Elektroforezde tampon çözeltisi olarak Tris/Borate/EDTA (TBE) kullanılmıştır. 

Bu çözelti pH 8.3 olacak şekilde 10x yoğunluğunda hazırlanmış ve 1 lt suda 

çözdürülmüştür. Bu stok çözeltiden alınan 100 ml saf su ile 1 lt’ye tamamlanmış olup 

elektroforez için 1x’lik TBE tamponu hazırlanmıştır. Bu çözeltinin hazırlanmasında 

kullanılan kimyasallar ve miktarları aşağıdaki gibidir;  

- 54 g Tris base  

- 27.5 g borik asit  

- 40 ml EDTA (0.5 M, pH: 8.3) 

3.2.6. Jelin hazırlanması 

 PCR’da elde edilen ürünlerin birbirinden ayırt edilebilmesi ve görsel olarak 

incelenebilmesi için agaroz jel elektroforezi kullanılmıştır. %2’lik olarak hazırlanan 

agaroz jel, TBE tampon çözeltisi ile bir erlen mayerde homojen bir karışım olması 

amacıyla ara sıra karıştırılarak mikrodalgada çözdürülmüştür. Bu işlem sırasında 

agarozun yanmaması için jelin kaynamasına izin verilmeden şeffaf bir görünüme 

ulaşıncaya kadar (2-3 dk) ısıtılmış ve soğutulan 100 ml jel içine bantların UV ışık 

altında görülebilmesini sağlayan 5.0 μl Ethidium Bromide (10 mg/ml) eklenmiş ve jel 

kalıbına hava kabarcıklarının oluşmamasına özen göstererek dökülmüştür. Jel kalıbına 

DNA örneklerinin yüklenebilmesi için taraklar yerleştirilerek kuyucuklar 

oluşturulmuştur. Jel tamamen donduktan sonra taraklar yavaşça çıkarılıp elektroforez 

tankının içine alınmış ve üzerine jelin üst kısmını kapatacak kadar elektrolit çözeltisi 

(1x TBE) dökülmüştür.  

3.2.7. PCR ürünlerinin jele yüklenmesi ve elektroforez işlemi 

 Seçilmiş olan markerlerin validasyonu adına her bir primer için PCR sonucu elde 

edilen ürünlerden 10 μl alınmış ve 3 μl yükleme boyası eklenerek (bromophenylblue) 

toplamda 13 μl’lik PCR ürün+yükleme boyası karışımı %2'lik agaroz jele yüklenmiştir. 

Yaklaşık 40 dakika boyunca 70 voltta ürünler koşturulmuştur. Elde edilen bantların 

büyüklüklerini saptamak için ladder olarak Bioron 50 bp ve Bioron 100 bp 

kullanılmıştır. Oluşan bantlar UV ışık altında DNR-Minilumi cihazıyla 

görüntülenmiştir. 

3.2.8. Fragment analyzer™ ile PCR sonrası analizlerin yapılması 

 32 genotipten oluşan susam koleksiyonu seçilmiş olan 16 marker ile analiz 

edilerek markerlerin genetik çeşitlilik bakımından performanslarının belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Yapılan PCR’lar sonrası her bir marker için elde edilen PCR ürünleri 

agaroz jelde kontrol edildikten sonra Fragment Analyzer™ cihazına yüklenmiş ve 

skorlama işlemi yapılmıştır. Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies 

GmbH, Heidelberg, Germany) Advanced Analytical firması tarafından geliştirilmiş olan 

otomatik kapiller elektroforez sistemidir. Cihaz sayesinde PCR ürünleri yüksek 

hassasiyet ve çözünürlükte sanal jel ortamında ve kromatogramlarla 

değerlendirilebilmektedir. Fragment Analyzer™ cihazında yapılacak analizler için 3 μl 
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PCR ürünü kullanılmıştır. Örnekler cihaza 96’lık PCR plakalarında yerleştirilmiştir.  

Cihazda ise analizlerin yapılabilmesi için DNF-900-K0500 kodlu kit içerisinde yer alan 

ve yetkili firma tarafından üretilen kimyasallar kullanılmıştır. Analiz sonrası ortaya 

çıkan sonuçlar üretici firma tarafından geliştirilen PROSize 2.0 (Version 1.2.1.1) 

(Advanced Analytical Technologies, AMES, IA, USA) yazılımı ile görüntülenmiş ve 

değerlendirilmiştir. 

Fragment Analyzer™ cihazında analiz öncesi bazı hazırlıklar yapılmaktadır. Bu hazırlık 

sürecinde DNF-900-K0500 kit içerisinde yer alan kimyasallar ve PCR örnekleri cihazda 

kendilerine ayrılan bölgelere yerleştirilmektedir. Yapılan bu hazırlık işlemleri ise 

aşağıda sıralanmıştır. 

1. Cihaz çalıştığı süre boyunca kapiller sistem üzerinde tampon görevi görecek olan 

Inlet Buffer (930 dsDNA Inlet Buffer) 1X olarak hazırlanmış (kod: DNF-355-0125) ve 

Fisherbrand® marka 96’lık plakaya her kuyucuğa 1000 μl olacak şekilde konulmuştur. 

Ardından plaka cihazda kendine ait olan en üst bölmeye yerleştirilmiştir.  

2. Analiz öncesi ikinci bölmede bulunan analiz atıklarının biriktirildiği kutu 

temizlenmiştir.  

3. Cihazın üçüncü bölmesine S-SMK900-0003 kodlu 35-500 bp marker plakaya 

konulmuştur. Tüm analizlerde bu marker kullanılmıştır.  

4. Cihazın ön bölgesinde en son yapılan işlem ise PCR ürünlerinin eklenmesidir. -20 

°C’de 96’lık plakalarda yer alan PCR ürünlerine 25 μl dilution buffer (kod: DNF-495-

0060) eklenmiş ve santrifüj yapıldıktan sonra dördüncü bölmeye yerleştirilmiştir.  

5. Cihazın yan bölmesinde yer alan ve bağlantı bölgesinde “COND” yazan büyük tüpe 

200 ml 1X Capillary Conditioning Solution (kod: DNF-475-0050) eklenmiştir.  

6. Hacmi 50 ml olan küçük tüpe ise içerisinde 5 μl Intercalating Dye (kod: DNF-600-

U030) bulunan 50 ml jel (kod: DNF-800-0240) konulmuştur. Bu jel sanal ortamda jel 

görüntüsünün oluşmasına imkân vermektedir. 

7. Bu işlemlerin ardından analizin başlatılabilmesi için bilgisayarda bulunan yazılım 

açılmıştır. 

 Cihazın analize hazırlanmasının hemen ardından cihaz ile bilgisayar arasında 

bağlantıyı sağlayan Fragment Analyzer (Active)™ yazılımı açılmıştır. Cihazda analizin 

başlatılabilmesi için cihazda yer alan kimyasalların seviyeleri girilmiştir. Tüm tez 

aşamasında solüsyon değerlerimiz sabit tutulmuş, Gel 2 yazan kutucuğa 50 ml, Condition 

solution kutucuğuna ise 200 ml’lik değerler girilmiştir. Bu değerlerin ise cihaza konulan 

değerlerle aynı olması gerekmektedir. Waste yazan kutucuğa ise atık şişesi boşaltıldıktan 

sonra 0 yazılmıştır. Tüm bu işlemler ile yazılıma analiz bilgileri girilmiştir. Son safhada ise 

alt kısımda bulunan ok işareti tıklanmış ve Fragment Analyzer™ cihazı ile PCR 

ürünlerimizin analiz süreci başlatılmıtır. 
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 3.2.9. Moleküler analizler 

InDel primerlerinden elde edilen lokusların her birinde gözlenen allel 

büyüklükleri manuel olarak ko-dominant şekilde skorlanmıştır. Elde edilen ko-dominant 

veri seti GenAlEx 6.2 (Peakall ve Smouse 2006) yazılım programı kullanılarak allel 

sayısı (Na), etkili allel sayısı (Ne), gözlenen heterozigotluk (Ho), beklenen 

heterozigotluk (He), polimorfik lokus oranı (PPL) ve polimorfik bilgi içeriği (PIC) 

değerleri hesaplanmıştır. 

  Allel frekansları; Genetik çeşitliliğin ifade edilmesindeki temel basamak allel 

frekanslarının hesaplanmasıdır. Çalışılan lokuslarda allelik varyasyonun bulunması 

genetik çeşitliliğin göstergesidir.  

Gözlenen allel sayısı (Na); Gözlenen allel sayısı ne kadar yüksek ise 

populasyondaki genetik varyasyon da o kadar yüksektir.  

Etkili allel sayısı (Ne); Etkili allel sayısı, bir lokusta tespit edilen allellerin ne 

kadarının o lokustaki genetik varyasyona katkı sağladığını gösteren bir parametredir. 

Kimura ve Crow (1964) tarafından geliştirilen bu istatistik allel frekansları üzerinden 

tahmin edilmektedir.  

Gözlenen heterozigotluk (Ho); Populasyonlarda genetik varyasyonun 

ölçülmesinde heterozigotluk kullanışlı bir ölçüdür. Üzerinde durulan lokuslar 

bakımından heterozigot genotiplerin toplam genotiplere oranı gözlenen heterozigotluk 

değerini verir.   

Beklenen heterozigotluk (He); Beklenen heterozigotluk oranının tahmininde, 

Nei’nin (1987) yansız (unbiased) heterozigotluk değeri, gen frekansları kullanılarak 

tahmin edilmiştir. Birden fazla lokus olması durumunda ise beklenen ve gözlenen 

heterozigotluk değerlerinin ortalaması alınır.  

Polimorfizm bilgi içeriği (PIC); Polimorfizm bilgi içeriği populasyondaki 

toplam allel sayısından ve allel frekanslarından hesaplanan bir değerdir. Bir genetik 

markerin ne kadar polimorfik olduğu ve çalışılan lokustaki varyasyonun ne ölçüde 

olduğu hakkında bilgi verir. 

 Çalışılan populasyonlarda genetik varyasyonu görmek için çok degiskenli 

istatistik analizlerinden Temel Koordinat Analizi (PCoA) allel frekans verileri temel 

alınarak GenAlEx 6.2 (Peakall and Smouse 2006) paket programından yararlanılarak 

hesaplanmıştır. 
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4.BULGULAR VE TARTIŞMA 

4.1. Indel Markerlerin Geliştirilmesi ve Testlenmesi  

 95 susam genotipinin yeni nesil dizileme teknolojisi kullanılarak genom 

seviyesinde dizilemesi sonrası her bir genotipe ait okumalar öncelikle barkod ve 

adaptörlerinden temizlenmiş, referans genom ile eşleme işlemi yapılmış ve daha sonra 

tüm varyantlar belirlenmiştir. İçinde SNP, insersiyon ve delesyon bölgelerini içeren bu 

varyant dosyaları önce birleştirilmiş ardından sadece insersiyon ve delesyon bölgeleri 

filtrelenmiştir. Yapılan çalışmada referans genoma kıyasla 2 ve üzeri bp büyüklüğünde 

785 InDel bölgesi bulunurken, bunun 438 tanesini delesyon bölgesi 347 tanesini ise 

insersiyon bölgesi oluşturmuştur (Çizelge 4.1). En fazla InDel kromozom 3’de 

gözlenirken en az ise kromozom 13’de yer almaktadır. Ayrıca en yüksek delesyon ve 

insersiyonda kromozom 13’de gözlenmiştir. Referans olarak kullandığımız referans 

genom “Zhongzhi13 V2.0” (Wang vd. 2016)’da kromozom 3 büyüklük bakımından 

üçüncü sırada yer alırken kromozom 13 ise sondan üçüncü sırada yer almaktadır. 

Dolayısıyla elde edilen sonuçlar kromozom büyüklüğü ile elde edilen InDel sayısı 

arasında pozitif bir ilişki olabileceğini göstermektedir.      

Çizelge 4.1. Genomda 2 bp ve üzeri InDellerin dağılımı 

 
Kromozom 

Toplam InDel 

sayısı 

Delesyon 

sayısı 

Insersiyon 

sayısı 

Chr1 75 41 34 

Chr2 54 32 22 

Chr3 106 61 45 

Chr4 52 29 23 

Chr5 40 23 17 

Chr6 63 32 31 

Chr7 54 30 24 

Chr8 81 51 30 

Chr9 72 40 32 

Chr10 52 27 25 

Chr11 39 20 19 

Chr12 61 31 30 

Chr13 36 21 15 

Toplam 785 438 347 

 

Wu vd (2014) RAD metodu ile oluşturulmuş iki farklı susam genomu üzerinde 

ele aldıkları çalışmada 79 InDel elde ederken 36 InDelin iki genotip arasında polimorfik 

olduğunu ifade etmişlerdir. Ele aldığımız çalışmamızda ise 8 bp üzeri 86 InDel bölgesi 

belirlenmiş olup toplam sayı ise 2 bp üzeri için 785 olarak hesaplanmıştır. Dizileme 

adına kütüphane oluşturmada tez çalışmamızda bu araştırmadan farklı olarak double-

digest RAD-Seq metodu kullanılmıştır. İki enzim ile daha fazla bölgenin elde edilmiş 
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olması aradaki bu InDel farkının bir sebebi olarak görülebilir. Ayrıca yürüttüğümüz 

çalışmada 95 farklı genotipin ele alınması bu farkın oluşmasında diğer bir farklılık 

olarak değerlendirilebilir. Diğer yandan araştırmacılar 55 bp büyüklüğünde InDel 

bölgesi yakalamakla birlikte çalışmamızda en büyük InDel uzunluğu 14 bp olarak 

kaydedilmiştir. Susamda ele alınan diğer bir çalışmada Wei vd (2016) iki susam 

genotipinde tüm genom dizilemesi (Whole genome resequencing-wgrs) yapmış ve 

çalışmada yaklaşık 203 bin adet InDel bölgesi elde etmişlerdir. Özellikle bu tez 

çalışmasında kullanılan ddrad-seq metoduna kıyasla tüm genomun ele alınması 

genomda çok sayıda yapısal değişikliğin ortaya çıkarılmasına imkan sağlamıştır. Bu 

durum tüm genom dizilemenin avantajını ortaya çıkarmaktadır. Ancak ddrad-seq ve 

wgrs arasında maliyet olarak oldukça büyük bir fark bulunmaktadır. Araştırmacılar en 

fazla InDel'i LG5’de en az ise LG12'de elde etmiştir. Ele aldığımız çalışmada ise en çok 

ve en az İnDel sırasıyla kromozom 3 ve 13’de elde edilmiştir. 

 Geliştirilen markerlerin tüm dünyada kullanabilmesi bakımından önemli 

kriterlerden biride agaroz jelde ayırt edilebilir olmasıdır. Bu nedenle bu tez çalışmasında 

agaroz jelde ayırt edilebilir olan 8 bp ve üzeri insersiyon/delesyon bölgeleri 

kullanılmıştır. Toplam tez kapsamında 785 InDel bölgesi elde edilmiş olmasına rağmen 

8 bp üzeri InDel sayısı 86 olarak bulunmuştur (Çizelge 4.2). 53 delesyon ve 33 

insersiyon bölgesi tanımlanırken en fazla delesyon kromozom 11’de en fazla insersiyon 

ise kromozom 6'da gözlenmiştir. Kromozom 10’da hiç delesyona rastlanmazken 

kromozom 5’de insersiyon belirlenememiştir. 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip 

insersyon ve delesyonlar Çizelge 4.3 ve Çizelge 4.4’de verilmiştir. 

Çizelge 4.2. 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip InDel 

sayıları ve genomdaki dağılımları 

Kromozom Delesyon sayısı İnsersiyon sayısı 

Chr1 5 5 

Chr2 4 1 

Chr3 2 6 

Chr4 3 2 

Chr5 3 0 

Chr6 2 1 

Chr7 3 2 

Chr8 8 2 

Chr9 4 5 

Chr10 0 2 

Chr11 9 1 

Chr12 5 3 

Chr13 5 3 

Toplam 53 33 
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Çizelge 4.3. Genom boyunca belirlenmiş 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip insersiyon 

(ekleme) bölgeleri 

Kromozom 
Fiziksel 

pozisyon 
InDel dizisi InDel tipi 

InDel uzunluğu 

(bp) 

Chr1 1924302 AAAAAACAGA Insersiyon 10 

Chr1 8602437 TAGTTGAGTAA Insersiyon 11 

Chr1 10171409 CTTTTGTTTGC Insersiyon 11 

Chr1 15365977 ATAACCCT Insersiyon 8 

Chr1 15931209 AAGCATCTGC Insersiyon 10 

Chr2 8434594 TCACTTGCTC Insersiyon 10 

Chr3 3933997 AAAGATCAT Insersiyon 9 

Chr3 5681885 ATAACTTT Insersiyon 8 

Chr3 5758231 AATTGTCTG Insersiyon 9 

Chr3 13078175 TGGATTGAT Insersiyon 9 

Chr3 24847064 CTATCTTGTCTG Insersiyon 12 

Chr3 25255054 GTCAGGCG Insersiyon 8 

Chr4 3501848 AACAGCAAG Insersiyon 9 

Chr4 12047194 TCATAACAATAA Insersiyon 12 

Chr6 25170199 TTAGGATATA Insersiyon 10 

Chr7 2567633 CGAGTTTAG Insersiyon 9 

Chr7 11218635 CGCGCCATGG Insersiyon 10 

Chr8 17465130 GTAGGTAATGGC Insersiyon 12 

Chr8 22375397 ATGCAGGTATT Insersiyon 11 

Chr9 83648 TCCATTCTG Insersiyon 9 

Chr9 2878824 TCCCAATTTCG Insersiyon 11 

Chr9 4042652 GATCCAGACCTGA Insersiyon 13 

Chr9 7344455 AACCTAACTTA Insersiyon 11 

Chr9 17977272 ATCTGATTACGT Insersiyon 12 

Chr10 1129764 ATTGTTTTACTA Insersiyon 12 

Chr10 16879947 CAATTGACA Insersiyon 9 

Chr11 12599287 GTTATTACGTGT Insersiyon 12 

Chr12 7851788 AAATCCATG Insersiyon 9 

Chr12 12737569 AAATCTGT Insersiyon 8 

Chr12 14130703 TCTGGGAC Insersiyon 8 

Chr13 14413322 TTATTTTCTC Insersiyon 10 

Chr13 14462216 TGACTAGA Insersiyon 8 

Chr13 14465088 CCTGCTTCT Insersiyon 9 
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Çizelge 4.4. Genom boyunca belirlenmiş 8 bp ve üzeri büyüklüğüne sahip delesyon 

(silinme) bölgeleri 

Kromozom 
Fiziksel 

pozisyon 
InDel dizisi InDel tipi 

InDel 

uzunluk (bp) 

Chr1 12141886 ATACATAAATATAT Delesyon 14 

Chr1 10684379 GCGGTCATA Delesyon 9 

Chr1 12499067 TCATATGG Delesyon 8 

Chr1 18076193 TTCAACGCA Delesyon 9 

Chr1 19878537 ATTTTTTATG Delesyon 10 

Chr2 11956920 CACTTAAAT Delesyon 9 

Chr2 16991276 ATCCACGTG Delesyon 9 

Chr2 18254320 GAGTGAGGTTG Delesyon 11 

Chr2 13530605 CTATTCTAGA Delesyon 10 

Chr3 3159274 TTCTTCAGC Delesyon 9 

Chr3 16817209 CCGGTTTTGG Delesyon 10 

Chr4 805760 TTTTCGGCCC Delesyon 10 

Chr4 10090797 CACGAAAGTGAA Delesyon 12 

Chr4 16553051 GTCACCTTTACTG Delesyon 13 

Chr5 4151098 GAAGATGCAT Delesyon 10 

Chr5 12064933 TATATGTCCAAGAA Delesyon 14 

Chr5 15770216 AACCTGAA Delesyon 8 

Chr6 3765637 ACTTGAGT Delesyon 8 

Chr6 15493394 GTTCTTGGGTT Delesyon 11 

Chr7 9663535 TACAGTGA Delesyon 8 

Chr7 13849040 AGGAGGAAT Delesyon 9 

Chr7 14376520 ATTCAGGGC Delesyon 9 

Chr8 204960 AATTATTCTGA Delesyon 11 

Chr8 2232178 GTATGATTAGG Delesyon 11 

Chr8 12091726 CAATGGCTA Delesyon 9 

Chr8 12863799 AATAACACATAA Delesyon 12 

Chr8 17895254 ACCCAAACT Delesyon 9 

Chr8 23088746 CGTATGTAAA Delesyon 10 

Chr8 24437543 CAAAAGCTG Delesyon 9 

Chr8 25510231 ATATTGCC Delesyon 8 

Chr9 1286207 AGGCTTAAC Delesyon 9 

Chr9 17162035 GATGGGTGAG Delesyon 10 

Chr9 22192324 AATCCACAT Delesyon 9 

Chr9 22693423 CCGATTCCGTCA Delesyon 12 

Chr11 1650384 TGCATCCCA Delesyon 9 

Chr11 2176613 GTGATAAGTG Delesyon 10 

Chr11 8335212 CAGGTTCG Delesyon 8 
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Çizelge 4.4. devamı 

Kromozom 
Fiziksel 

pozisyon 
InDel dizisi InDel tipi 

InDel 

uzunluk (bp) 

Chr11 9853924 AATCATACGATGAG Delesyon 14 

Chr11 11435807 GTGCAGAGTA Delesyon 10 

Chr11 11733409 ACCACGATTCAGAC Delesyon 14 

Chr11 13066884 GACCCTGA Delesyon 8 

Chr11 13584022 TTATCAAAT Delesyon 9 

Chr11 13826811 TAAATTTCA Delesyon 9 

Chr12 7621962 TGCACTAAAT Delesyon 10 

Chr12 11308275 AAGAAATTT Delesyon 9 

Chr12 12221515 GCACGACT Delesyon 8 

Chr12 12487265 AGACTAAC Delesyon 8 

Chr12 12936814 AATAACTTAG Delesyon 10 

Chr13 8231260 ACGTCTTGTAGG Delesyon 12 

Chr13 10333430 AATTATTGATC Delesyon 11 

Chr13 10529779 TAACAAGCAGTAA Delesyon 13 

Chr13 12075963 CACCATCAC Delesyon 9 

Chr13 13896532 TGTATCATAA Delesyon 10 

 

 8 bp üzeri delesyon ve insersiyon bölgeleri incelendiğinde en büyük delesyon 14 

baz uzunluğunda olup kromozom 11, 5 ve 1 görüntülenmiştir. En fazla delesyon ise 

kromozom 8 ve kromozomda 11’de gözlenmiştir. En büyük insersiyon ise 13 bp 

uzunluğunda belirlenmiş ve kromozom 13’de yer almıştır. En fazla insersiyon ise 

kromozom 3’de kaydedilmiştir. Çok sayıda marker olmasıdan dolayı tez kapsamında 38 

InDel marker (24 delesyon, 14 insersiyon) validasyon için seçilmiş ve seçilen her bir 

InDel bögesi için primer dizaynı öncesi referans genom üzerinde InDel bölgeleri IGB 

Genome Browser programında görüntülenmiştir. Daha sonra referans genomdaki dizi 

dikkate alınarak her InDel bölgesi için Primer 3 programında primer dizaynı yapılmıştır.  

Geliştirilen primerler, InDel bölgesi, InDel dizisi ve yaklaşık ürün büyüklüğü Çizelge 

4.5’de verilmiştir. Primerler daha sonra koleksiyon içerisinden rastgele seçilen bulk 

DNA’lar ile testlenmiştir. Üç bulk DNA kullanılarak yapılan PCR’lar sonrası ürünler 

agaroz jelde görüntülenmiştir (Şekil 4.1). Tüm primerler beklenen bölgelerde bant 

üretilmesini sağlamıştır.  
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 Çizelge 4.5. Tez kapsamında seçilen 8 bp ve üzeri InDel bölgesine sahip InDel markerler 

Marker adı Kromozom 
Fiziksel 

pozisyonu 
InDel dizisi InDel tipi 

InDel 
uzunluğu 

(bp) 
Forward Primer Reverse Primer 

Ürün  
büyüklüğü 

(bp) 

S-D-1-106 chr1 10684379 GCGGTCATA delesyon (silme) 9 GATGAATTTAATTGAGTCCAACAA ATTTTTCTGACTTAGGTGTTTATGC 180 

S-D-1-121 chr1 12141886 ATACATAAATATAT delesyon (silme) 14 TTCCAGGTGGAGATCCTGAC GGAGCGGAATTCTGGACATA 202 

S-D-1-124 chr1 12499067 TCATATGG delesyon (silme) 8 TTGACGAATAATTTTTGTTTTCCA CCTGGTGGAAATGGAGTCAA 183 

S-D-1-198           chr1 19878537 ATTTTTTATG delesyon (silme) 10 TGTGCATCTTTGATACATATGAATTTT TCACACTGCGTTATTGATTTAATTT 182 

S-D-2-135 chr2 13530605 CTATTCTAGA delesyon (silme) 10 CAAATTCACATAACCAGCATTGA GTCCGGGACGTGAAATTGAT 244 

S-D-4-805 chr4 805760 TTTTCGGCCC delesyon (silme) 10 AGGCAGACCAGGGTTTTACA GGTTTTAGCTCTAGAGGAAAGAAAACT 169 

S-D-4-100     chr4 10090797 CACGAAAGTGAA delesyon (silme) 12 GAGCAGCAGCACCCATTAAC GCAGTGGCTCAATTCTGGTT 231 

S-D-4-165 chr4 16553051 GTCACCTTTACTG delesyon (silme) 13 GGGGAAATGATGGAGGGTTA CAAGTTCAACGTCACCAATTT 249 

S-D-5-157            chr5 15770216 AACCTGAA delesyon (silme) 8 GCGAAACACAGCCTAAAAGG TGTTTGGAGCTTCCTCATTTG 155 

S-D-6-154 chr6 15493394 GTTCTTGGGTT delesyon (silme) 11 GTGTGGCCGGAAATCAAT TGAAAGCAAACCTCAAGAGTG 234 

S-D-7-138       chr7 13849040 AGGAGGAAT delesyon (silme) 9 TTTTACCTGGGGATTTGAAGG CTAACGAGGTGGTGGGCAAT 150 

S-D-7-143             chr7 14376520 ATTCAGGGC delesyon (silme) 9 GGATTTAATCGGGGAAGCAT TCCGATGTTTTCCTTTCGAG 217 

S-D-8-223    chr8 2232178 GTATGATTAGG delesyon (silme) 11 TCCTACGGTTGGATGTTGATG ACGGGTGCGCTAACAACC 150 

S-D-8-120 chr8 12091726 CAATGGCTA delesyon (silme) 9 CAGGCACCTCAAAGGAAGAG GGGAGGAGTCGTCTGTCGT 810 

S-D-8-178            chr8 17895254 ACCCAAACT delesyon (silme) 9 GTGTGCCCCTAGTTTCGAGT GTGAGCTGGCGGTGATTATT 198 

S-D-8-230    chr8 23088746 CGTATGTAAA delesyon (silme) 10 AATTGTATTCGAATCAGGTTTGG CAGCCATATAGTTGGGTGGA 150 

S-D-8-244 chr8 24437543 CAAAAGCTG delesyon (silme) 9 TGATTTTGGGATCTTGAACGA TTGCCTGCTTTATGTGATGC 153 

S-D-8-255             chr8 25510231 ATATTGCC delesyon (silme) 8 TCAAGCCTTAATCGGAGACC TTCTGCTCTCACGCGTATTC 431 

S-D-9-128     chr9 1286207 AGGCTTAAC delesyon (silme) 9 TGCATAGCAACATAAATGAGGAA CTCTTATGCATGGCCACCAC 103 

S-D-9-171         chr9 17162035 GATGGGTGAG delesyon (silme) 10 CGGAACTTCTCAGTGATAAAGAGC TCCACCTGTTCCATCCTCTC 353 

S-D-12-113      chr12 11308275 AAGAAATTT delesyon (silme) 9 AATTAGCCGCCTTTTTGGTT TTGTTTTGAAATTGACGGTACG 374 
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 Çizelge 4.5. devamı 

Marker adı Kromozom 
Fiziksel 

pozisyonu 
InDel dizisi InDel tipi 

InDel 

uzunluu 

(bp) 

Forward Primer Reverse Primer 

Ürün  

büyüklüğü 

(bp) 

S-D-12-124         chr12 12487265 AGACTAAC delesyon (silme) 8 TGCATGCATCTAAACCTTGAA AATTTCGGCACATTTCAAAAA 162 

S-D-13-823        chr13 8231260 ACGTCTTGTAGG delesyon (silme) 12 GCTTCTTATTCACTTAAATGGTGCT TCGTCACTTTTTCTAAGAGAGCTT 233 

S-D-13-103       chr13 10333430 ATACATAAATATAT delesyon (silme) 11 TCTCCGGACTGTCTGAAAGG TGTCTTTGATCCGTTGGTCA 626 

S-I-1-101               chr1 10171409 CTTTTGTTTGC insersiyon (ekleme) 11 GGGGAGGTAATTATTCCGTGA TATACACGTCCGCAAGAGCA 152 

S-I-1-192             chr1 1924302 AAAAAACAGA insersiyon (ekleme) 10 TCTTCATCTGTCACCCCAAA CTGTTAAGCGCCACTGTTGA 173 

S-I-3-248             chr3 24847064 CTATCTTGTCTG insersiyon (ekleme) 12 TTTTCACCTGTTTCGAGACCT CTTTGAGCTGGAACGTGGAT 174 

S-I-3-130              chr3 13078175 TGGATTGAT insersiyon (ekleme) 9 TGGCATGGATGAAACTGTTC TTAATTAATACACCAATGGCCTGT 151 

S-I-4-120              chr4 12047194 TCATAACAATAA insersiyon (ekleme) 12 TTGTTGGAAGGACTAAAATTGAAA GGGCAATGTGCACCTTTTA 304 

S-I-6-251           chr6 25170199 TTAGGATATA insersiyon (ekleme) 10 ATTGCATTTGGGCTGGATTA CCCCCTCGAAACAACTAATG 228 

S-I-7-112         chr7 11218635 CGCGCCATGG insersiyon (ekleme) 10 GTCACCCTCAAGGAGATCCA AAACAGAAAGAAGAGAAAAACCCTTA 238 

S-I-8-174       chr8 17465130 GTAGGTAATGGC insersiyon (ekleme) 12 CTGCAAGCAACAAACCAAAA TCTTCAAGAGCTCATGGCTACA 167 

S-I-9-179           chr9 17977272 ATCTGATTACGT insersiyon (ekleme) 12 CATTCCCTTCAAAACCCACA TGCAACGCTTGCAAGAAAC 213 

S-I-9-404            chr9 4042652 GATCCAGACCTGA insersiyon (ekleme) 13 CAGCGGATTTGTGCTTGTTA GACTCTAACTTTACCCAATTCTTTAGG 161 

S-I-9-836         chr9 83648 TCCATTCTG insersiyon (ekleme) 9 ATGGGCCTGTACCGGTATACTA TTTTTGAGTGAATGACTATGATTACAT 223 

S-I-10-168           chr10 16879947 CAATTGACA insersiyon (ekleme) 9 TCTATTCTGACATTGACCGGATT TCACAAAAACAACCAAAGTTGC 152 

S-I-10-112           chr10 1129764 ATTGTTTTACTA insersiyon (ekleme) 12 TGATGGAGTAATTGAAAGTGTACG CAAAAGCAGAGTTGACCGTATG 155 

S-I-10-125 chr11 12599287 GTTATTACGTGT insersiyon (ekleme) 12 GGCAAAGAAATGCAGAGGAG CACTTTCACCCACCCATCAT 210 
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Şekil 4.1. Seçilmiş markerlerin bulk DNA’lar kullanılarak testlenmesine ait jel 

görüntüleri 

 

 

   

S-D-1-106 nolu marker* S-D-1-121 nolu marker* S-D-1-124 nolu marker* 

   

S-D-1-198 nolu marker* S-D-2-135 nolu marker* S-D-4-805 nolu marker* 

   

S-D-4-100 nolu marker* S-D-4-165 nolu marker* S-D-5-157 nolu marker* 

   

S-D-6-154 nolu marker* S-D-7-138 nolu marker* S-D-7-143 nolu marker* 
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Şekil 4.1’in devamı 

 

 

 

 

 

   

S-D-8-223 nolu marker* S-D-8-120 nolu marker* S-D-8-178 nolu marker* 

   

S-D-8-230 nolu marker* S-D-8-244 nolu marker* S-D-8-255 nolu marker* 

   

S-D-9-128 nolu marker** S-D-9-171 nolu marker** S-D-12-113 nolu marker** 

   

S-D-12-124 nolu marker* S-D-13-823 nolu marker* S-D-13-103 nolu marker* 



BULGULAR VE TARTIŞMA                                                                                               S.UZUNOĞLU 

 
 

 

 

 26   

  

Şekil 4.1’in devamı 

  
 

S-I-1-101 nolu marker**                S-I-1-192 nolu marker** S-I-3-248 nolu marker* 

   

S-I-3-130 nolu marker* S-I-4-120 nolu marker* S-I-6-251 nolu marker** 

   

S-I-9-179 nolu marker** S-I-7-112 nolu marker** S-I-8-174 nolu marker** 

   

S-I-9-404 nolu marker** S-I-9-836 nolu marker** S-I-10-168 nolu marker** 
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Şekil 4.1’in devamı 

  

 

S-I-10-112 nolu marker** S-I-10-125 nolu marker**  

*50 bp ladder, **100 bp ladder  

4.2. InDel Markerlerin Kullanılarak Susam Germplasmında Genetik Çeşitliliği 

Belirlenmesi  

Tez kapsamında geliştirilen InDel markerlerdan seçilmiş olan 16 marker (9 delesyon, 7 

insersiyon) dört farklı kıtadan orijin alan (Çizelge 3.1) ve 32 susam genotipinden oluşan 

koleksiyonda genetik çeşitliliği belirlemek amacıyla kullanılmıştır (Çizelge 4.6) 

Çizelge 4.6. Genetik çeşitliliği belirlenmesinde kullanılan InDel markerler ve susam 

Genotipleri 

InDel marker Susam genotipleri 

S-D-1-106, S-D-1-121, S-D-4-165, S-D-

5-157, S-D-7-143, S-D-8-223, S-D-8-

178, S-D-9-128, S-D-12-124, S-I-1-192, 

S-I-3-248, S-I-4-120, S-I-6-251, S-I-9-

179, S-I-10-168, S-I-10-112 

ACS 12, ACS 15, ACS 19, ACS 26, ACS 

36, ACS 40, ACS 68, ACS 73, ACS 86, 

ACS 87, ACS 91, ACS 109, ACS 134, 

ACS 137, ACS 141, ACS 153, ACS 194, 

ACS 195, ACS 181, ACS 186, OZBERK, 

ACS 197, ACS 220, ACS 285, ACS 51, 

ACS 193, ACS 330, ACS 353, ACS356, 

ACS358, ACS 20, ACS 46 

 

 Genetik çeşitliliği belirlemek aynı zamanda markerlerin performanslarını 

incelemek amacıyla öncelikle her bir InDel marker kullanılarak PCR’ların yapılması ve 

ardından jel görüntülerinin skorlanması gerekmektedir. Yürütülen bu tez çalışmasında 

PCR ürünleri Fragment Analyzer cihazında görüntülenmiştir. 2 bp’ye kadar farklılığı 

ortaya koyabilme yetisine sahip bu cihazda 16 farklı markere ait PCR ürünleri 

görüntülenmiş ve ardından bant büyüklüklerine göre skorlama işlemi yapılmıştır (Şekil 

4.2 – 4.17)  
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Şekil 4.2. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-1-106'ya ait 

jel görüntüsü 

 

Şekil 4.3. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-1-121 'e ait jel 

görüntüsü 
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Şekil 4.4. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-4-165 'e ait jel 

görüntüsü 

 

 

Şekil 4.5. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-5-157 'e ait jel 

görüntüsü 
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Şekil 4.6. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-7-143' e ait jel 

görüntüsü 

 

Şekil 4.7. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-8-223'e ait jel 

görüntüsü 

 

 



BULGULAR VE TARTIŞMA                                                                                               S.UZUNOĞLU 

 
 

 

 

 31   

  

 

Şekil 4.8. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-8-178’e ait jel 

görüntüsü 

 

 

Şekil 4.9. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-9-128' e ait jel 

görüntüsü 
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Şekil 4.10. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-D-12-124'e ait 

jel görüntüsü 

 

 

Şekil 4.11. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-1-192’ye ait 

jel görüntüsü 
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Şekil 4.12. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-3-248'e ait jel 

görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4.13. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-4-120'ye ait 

jel görüntüsü 
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Şekil 4.14. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-6-251'e ait jel 

görüntüsü 

 

 

Şekil 4.15. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-9-179'a ait jel 

görüntüsü 
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Şekil 4.16.  Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-10-168'e ait 

jel görüntüsü 

 

 

 

Şekil 4.17. Fragment Analyzer™ ile yapılan analiz sonrasında marker S-I-10-112'ye ait 

jel görüntüsü 
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Yapılan skorlama işleminin ardından elde edilen veriler GenAlex programına girilmiş 

ve markelere ait genetik parametreler hesaplanmıştır. 

Çizelge 4.7 Indel markerlere ait genetik parametreler 

 

Marker/Lokus Na* Ne I Ho He uHe F PIC(%) 

S-D-1-106  1.25 1.03 0.05 0.00 0.02 0.03 1.00 6.05 

S-D-1-121  1.75 1.55 0.45 0.00 0.31 0.36 1.00 32.26 

S-D-4-165 1.75 1.55 0.45 0.00 0.31 0.36 1.00 32.26 

S-D-5-157 2.00 1.90 0.66 0.03 0.47 0.56 0.95 37.47 

S-D-7-143 2.00 1.89 0.66 0.03 0.47 0.54 0.94 35.30 

S-D-8-223 2.00 1.83 0.64 0.15 0.45 0.52 0.61 36.55 

S-D-8-178 2.00 1.65 0.54 0.07 0.37 0.44 0.64 29.87 

S-D-9-128 1.75 1.58 0.47 0.05 0.32 0.36 0.84 62.22 

S-D-12-124 2.00 1.69 0.58 0.25 0.40 0.48 0.33 31.08 

S-I-1-192 2.00 1.72 0.59 0.10 0.41 0.48 0.66 35.76 

S-I-3-248 1.75 1.70 0.51 0.01 0.36 0.42 0.96 37.47 

S-I-4-120 1.25 1.12 0.13 0.01 0.08 0.08 0.82 19.48 

S-I-6-251 2.00 1.84 0.63 0.10 0.44 0.51 0.67 37.47 

S-I-9-179 1.75 1.44 0.40 0.09 0.26 0.31 0.51 24.98 

S-I-10-168 2.00 1.73 0.60 0.12 0.41 0.48 0.71 31.88 

S-I-10-112 1.75 1.55 0.46 0.01 0.31 0.34 0.96 33.03 

Genel ortalama 1.81 1.61 0.49 0.06 0.34 0.39 0.76 32.69 
*Na, Gözlenen allel sayısı; Ne, Etkili allel sayısı; I, Shannon diversity indeksi; Ho, 

Gözlenen heterozigotluk; He, beklenen heterozigotluk; uHe, Yansız beklenen 

heterozigotluk; F, Fiksasyon indeksi; PIC, Polimorfizm bilgi içeriği 

 

  

Çalışma sonucunda ortalama allel sayısı 1.81 olarak elde edilirken, ortalama 

Shannon diversity indeksi 0.49 olarak belirlenmiştir. En yüksek indeks değeri 0.66 ile 

marker S-D-5-157 ve S-D-7-143’de gözlenmiştir. Beklenen heterozigotluk değeri ise 

ortalama 0.34 olarak elde edilmiş ve en yüksek değer 0.47 ile yine aynı markerlerde 

gözlenmiştir. Benzer çalışmalar incelendiğinde Osorio vd. (2017) Lupinus Luteus L. 

bitkisinde InDel markerleri kullanarak genetik çeşitlilik hakkında birçok parametre elde 

etmişlerdir. Araştırmacılar lokus başına ortalama 2.76 allel elde ederken, gözlemlenen 

heterozigotluk değerinin (Ho) 0.06 ile 0.048 arasında değiştiğini, ortalamanın ise 0.247 

olduğunu bildirmişlerdir. Ele aldığımız çalışmada ise gözlenen heterozigotluk 0 ile 0.25 

arasında değişirken ortalama değerimiz bu çalışmaya kıyasla oldukça düşük elde 

edilmiştir. Benzer şekilde Dossa vd. (2016)’da SSR marker ile yaptığı çalışmada 

koleksiyonda gözlenen heterozigotluk değerini oldukça düşük bulmuştur. PIC değeri 

için en düşük %6.05 ile marker S-D-1-106’da gözlenirken en yüksek değer ise %62.22 

ile marker S-D-9-128’de gözlenmiştir. Ortalama olarak elde edilen değer ise 

%32.69’dur. Elde edilen bu düşük değer ise InDel bölgelerinin yer aldığı lokusların 

susam genomunda korunan bölgelerde olabileceği ihtimalini arttırmaktadır (Chen vd. 

2016).  

 



BULGULAR VE TARTIŞMA                                                                                               S.UZUNOĞLU 

 
 

 

 

 37   

  

 Popülasyonların yapısını belirlemek amacıyla 32 susam genotipi için temel 

koordinat analizi (PCoA) yapılmıştır. Bakıldığında coğrafi konumları yakın kıtalara ait 

olan genotipler şemanın benzer (birbirine yakın) bölgelerinde kümelenmiştir (Şekil 4.1). 

Ancak ülkeler ve kıtalar arasında net bir farklılık görülmemiştir. Koleksiyonun %27.66 

PC1 tarafından, %14.93’ü PC2 tarafından açıklanmıştır (Çizelge 4.8). Her kıtayı temsil 

eden genotipler farklı renklere boyanmıştır. Renk dağılımları incelendiğinde; kırmızı 

renkler Asya, yeşil renkler Avrupa, mavi renkler Amerika, siyah renkler ise Afrika 

ülkelerinden köken alan genotipleri temsil etmektedir. Dossa vd. (2016) Afrika ve 

Asya'da altı coğrafi bölgeye dağılmış 22 ülkeden köken alan toplam 96 susam 

genotipini 33 polimorfik SSR marker ile genetik çeşitlilik ve popülasyon yapısını 

belirlemek için kullandıkları çalışmada elde ettiğimiz sonuçlardan farklı olarak çoğu 

genotipin coğrafi kökenlerine göre aynı popülasyonda toplandığını belirtmişlerdir. Cui 

vd. (2017) 329’u Çin’in kuzey ve güney bölgelerinden, 37’si 11 farklı ülkeden toplanan 

toplamda 366 susam genotipinde SNP markerleri ile genetik çeşitlilik ve populasyon 

yapısı belirlemek amacıyla yürüttükleri çalışmada Çin’in kuzeyi ve güney bölgelerin ve 

diğer 11 ülke genotiplerinin coğrafi konumlarına göre kümelendiği sonucuna 

ulaştıklarını belirtmişlerdir.  Sharma vd (2009) Hindistan'ın farklı tarımsal ekolojik 

bölgelerini temsil eden yirmi susam genotipinin genetik çeşitliliğini değerlendirmek için 

fenotipik ve moleküler belirteçler (RAPD) arasında bir karşılaştırma yapmışlardır. 

RAPD bazlı dendrogramdaki genotipler kendi coğrafi gruplarına toplanmıştır. Basak vd 

(2019) tarafından ele alınan çalışmada ise SNP temelli yapılan koordinat analizinde 

genotiplerin kökenlerine göre net bir şekilde ayrılmadıkları ifade edilmiştir. Susamın 

özellikle göç yoluyla taşınması bölgeler arasında keskin farklılıkların olmasına engel 

olduğu ayrıca bu çalışmada belirtilmiştir. Laurentin ve Karlovksy (2007)’de AFLP 

marker ile ele aldıkları çalışmada benzer sonuçları ifade etmişlerdir.  

 

 

Şekil 4. 2. Temel koordinat analizi (PCoA) sonucu genotiplerin birbirinden ayrılması 
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Çizelge 4.8. PC koordinatı yüzdesel değerleri 

Koordinat Yüzdesel Değer 

PC1 27.66 

PC2 14.93 
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5. SONUÇLAR 

 Bu tez çalışması ile 95 susam genotipinin yeni nesil dizileme teknolojileri 

kullanılarak genom seviyesinde dizilemesi sonrası her bir genotipe ait okumalar 

öncelikle barkod ve adaptörlerinden temizlenmiş, referans genom ile eşleme işlemi 

yapılmış ve daha sonra tüm varyantlar belirlenmiştir. İçinde SNP, insersiyon ve 

delesyon bölgelerini bu varyant dosyaları önce birleştirilmiş ardından sadece insersiyon 

ve delesyon bölgeleri filtrelenmiştir. Yapılan çalışmada referans genoma kıyasla 2 ve 

üzeri bp büyüklüğünde 785 InDel bölgesi bulunurken bunun 438 tanesini delesyon 

bölgesi 347 tanesini ise insersiyon bölgesi oluşturmuştur. En fazla InDel kromozom 

3’de gözlenirken en az ise kromozom 13’de yer almaktadır. Ayrıca en yüksek delesyon 

ve insersiyonda kormozom 13’de gözlenmiştir. Çalışmamızda en büyük InDel uzunluğu 

14 bp olarak kaydedilmiştir. Toplam tez kapsamında 8 bp üzeri InDel sayısı ise 86 

olarak bulunmuştur. 53 delesyon ve 33 insersiyon bölgesi tanımlanırken en fazla 

delesyon kromozom 11 de en fazla insersiyon ise kromozom 6 da gözlenmiştir. 38 

InDel marker (24 delesyon, 14 insersiyon) validasyon için seçilmiş ve seçilen her bir 

InDel bögesi için primer dizaynı öncesi referans genom üzerinde InDel bölgeleri IGB 

Genome Browser programında görüntülenmiştir. Daha sonra referans genomdaki dizi 

dikkate alınarak her InDel bölgesi için Primer 3 programında primer dizaynı yapılmıştır. 

Tüm markerler bulk DNA kullanılarak testlenmiş ve beklenen bölgelerde bantlar 

amplifiye olmuştur. Seçilen markerler ile genetik çeşitlilik çalışması yürütülmüş ve 16 

markerin 32 genotipin yer aldığı çalışmada ortalama allel sayısı 1.81, efektif allel sayısı 

1.61, gözlemlenen heterozigotluk 0.06, beklenen heterozigotluk 0.34 olarak elde 

edilmiştir.  Ayrıca popülasyonların yapısını belirlemek amacıyla 32 susam genotipi için 

temel koordinat analizi (PCoA) yapılmıştır. Koleksiyonun % 27.66’sı PC1 tarafından, 

%14.93’ü PC2 tarafından açıklanmıştır.  
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7. EKLER 

7.1. Ek-1  

S-D-1-106 markeri için primer dizaynı 

 

 

 
S-D-1-121 markeri için primer dizaynı 
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S-D-4-165 markeri için primer dizaynı 

 

 

 

 
S-D-5-157 markeri için primer dizaynı 
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S-D-7-143 markeri için primer dizaynı 

 

 

 

 
S-D-8-223 markeri için primer dizaynı 
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S-D-8-178 markeri için primer dizaynı 

 

 

 

 
S-D-9-128  markeri için primer dizaynı 
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S-D-12-124 markeri için primer dizaynı 

 

 

 

 
S-I-1-192 markeri için primer dizaynı 
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S-I-3-248 markeri için primer dizaynı 

 

S-I-4-120 markeri için primer dizaynı 
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S-I-6-251 markeri için primer dizaynı 

 

 

 
S-I-9-179 markeri için primer dizaynı 
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S-I-10-168 markeri için primer dizaynı 

 

 

 

 

S-I-10-112 markeri için primer dizaynı 
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S-I-9-836 markeri için primer dizaynı 

 

S-I-9-404 markeri için primer dizaynı 



EKLER                                                                                                                                   S.UZUNOĞLU 

 

55 

 

S-D-9-171 markeri için primer dizaynı 

 

S-D-8-255 markeri için primer dizaynı 
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S-D-8-244 markeri için primer dizaynı 

 

S-D-8-230 markeri için primer dizaynı 
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S-I-8-174 markeri için primer dizaynı 

 

S-D-8-120 markeri için primer dizaynı 
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S-D-7-138 markeri için primer dizaynı 

 

S-I-7-112 markeri için primer dizaynı 
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S-D-6-154 markeri için primer dizaynı 

 

S-D-4-805 markeri için primer dizaynı 
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S-D-4-100 markeri için primer dizaynı 

 

S-I-3-130 markeri için primer dizaynı 
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S-D-2-135 markeri için primer dizaynı 

 

S-D-13-823 markeri için primer dizaynı 
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S-D-13-103 markeri için primer dizaynı 
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S-D-12-113 markeri için primer dizaynı 

 

S-I-11-125 markeri için primer dizaynı 
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S-D-1-198 markeri için primer dizaynı 

 

S-D-1-124 markeri için primer dizaynı 
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S-I-1-101 markeri için primer dizaynı 
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