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OZET

FARKLI DAUCUS TURLERINDE GENETIK FARKLILIGIN
BELIiRLENMESINDE iPBS RETROTRANSPOZON MARKORLERININ
ETKINLiGININ BELIRLENMESI

SADIK, Gokhan
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigmani : Dog. Dr. Mehtap YILDIZ
Ekim 2017, 36 sayfa

Havug [Daucus carota L. Subsp. Sativus (Hoffm.) Thell.] tiretim alan1 ve market
degeri olarak diinyadaki en degerli 10 sebze tiirli arasinda yer almaktadir. Havucun taze
ve islenmis olarak farkli degerlendirme sekillerinin bulunmasi, tiiketici tarafindan
bilingli ve saglikli beslenme aligkanliklarinin yayginlagsmasi ile tiiketim potansiyeli
giderek artmaktadir. Diisiik maliyetli ve daha az is giicii gerektiren basit tekniklere sahip
molekiiler markir tekniklerinin kullanimi genetik ve 1slah calismalarinda tercih
edilmektedir. iPBS retrotranspozonlar son zamanlarda gelistirilmis ve bitki ve hayvan
genomu c¢alismalarinda basarili bir sekilde kullanilmaktadir. iPBS retrotransposon
markir teknigi 7 farkli Daucus tiiriine ait 17 genotipte genetik farkliligi degerlendirmek
icin ilk kez test edilmistir. Yedi Daucus tiiriine ait 17 genotipte kullanilan 24 polimorfik
iPBS primeri ile toplam 201 skorlanabilir bant elde edilmistir. Primer basina ortalama
polimorfik bant sayis1 8.3 ve en yiiksek bant sayisi (12 bant) iPBS2277, en diisiik bant
sayist (5 bant) 1PBS2238, iPBS2251 ve i1PBS2388 numarali primerlerden elde
edilmistir. En diisiik PIC degeri 0.74 (iPBS2388) olarak ve en yiiksek PIC degeri 0,97
(iPBS2374) ve ortalama PIC degeri 0.89 olarak hesaplanmistir. En diisiik ve en yiiksek
genetik uzakliklar sirast ile 0.23 (D. Pusillus, Oregon/ABD ve D. Pusillus Florida,
Uruguay) ve 0.95 (D. Carota, Kahramanmaras/Tiirkiye ve D. Pusillus, California/ABD)
olarak gozlenmisti. UPGMA siniflandirma temelli gruplandirma 7 tiire ait tiim
genotipleri iki ana gruba ayrrmustir. Ik grup Daucus carota tiirlerinden olusurken ikinci
grup diger Daucus tiirlerinden olusmustur. Bu gruplandirma popiilasyon yapisi
analiziyle de agik¢a Ortiismektedir. Elde edilen sonuglar iPBS markir sisteminin Daucus
tirlerinde genetik farklilik ve taksonomik caligmalarda gilivenilir bir sekilde
kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelime: Daucus, Genetik farklilik, iPBS






ABSTRACT

iIPBS RETROTRANSPOSON MARKERS EFFICIENCY in TAXONOMIC
IDENTIFICATION of DAUCUS SPECIES

SADIK, Gokhan
M. Sc. Thesis, Agricultural Biotechnology
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Mehtap YILDIZ
October 2017, 36 pages

Carrot [Daucus carota L. Subsp. Sativus (Hoffm.) Thell.] is one of ten most
valuable plants in the world due to its consumption in manufacturing yard and
commercial value. Carrot has high consumptions in different forms such as fresh and
processed foods because of conscious consumer preferences due to its health benefits.
Molecular markers with low cost, less labor requirement and having minimum technical
complexity are always preferred by geneticists and breeders to use them in their
breeding and genetic studies. iPBS retrotransposons has been developed recently and
successfully applied in plant and animal genome. Therefore, iPBS retrotransposons
markers were first time tested to evaluate the genetic diversity and taxonomic
relationship in 17 accessions belonging to 7 different Daucus species. Totally 201
scorable bands were obtained in 7 Daucus species with 24 polymorphic iPBS primers.
The average polymorphic bands was 8.3 with highest bands (12 bands) amplified by
iPBS2277 primer and lowest (5 bands) by iPBS2238, iPBS2251, and iPBS2388
primers. The PIC changed between 0.74 (iPBS2388) and 0.97 (iPBS2374) with an
average of 0.89. The lowest and the highest genetic distances, (0.23) was observed
between D. pusillus (Oregon/ABD) and D. pusillus (Florida, Uruguay) and highest
(0.95) was seen between D. carot (Kahramanmaras/Turkey) and D. pusillus
(California/ABD). Clustering based on UPGMA classified all accession belonging to 7
species into two main groups and further subgroups according to their taxonomic
relationship with cultivated carrot separated by other wild species. This grouping was
clearly mirrored in population structure analysis based on membership of coefficient
among accessions. The results indicated that iPBS marker system can successfully used

for genetics and taxonomic studies with full trustability in Daucus species.

Keywords: Daucus, Genetic differences, iPBS
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1. GIRIS

Havug [Daucus carota L. Subsp. Sativus (Hoffm.) Thell.] gerek iiretim alan1 ve
gerekse market degeri olarak diinyada ekonomik degeri en yiiksek olan sebze tiirleri
icerisinde ilk ona girmektedir. Havucun taze ve islenmis olarak farkli degerlendirme
sekillerinin bulunmasi, tiiketici tarafindan bilingli ve saglikli beslenme aliskanliklarinin
yayginlagmasi ile tiiketim potansiyeli giderek artmaktadir. Tiim diinyada yaygin olarak
turuncu renkli havug tipi yetistirilmektedir. Avrupa’da ve Kuzey Amerika’da ekonomik
anlamda genel olarak turuncu havug yetistirilmekle birlikte son yillarda marketlerde
mor, sar1 ve kirmizi havuglarda yerlerini almislardir. Ortadogu ve bazi Asya iilkelerinde
turuncu havug gibi mor ve kirmizi havug; Asya’da buna ek olarak sar1 havug, ayrica
bazi iilkelerde hayvan yemi olarak kullanmak iizere beyaz havug yetistirilmektedir.
Havug tipik olarak serin iklim sebzesi olarak siniflandirilmakta ve tiretimin ¢ogu iliman
iklimlerde gergeklestirilmektedir. Subtropik iklimlere uygun gesitlerin gelistirilmesiyle
birlikte havug yetistiriciligi iklim araligi genislemis ve diinyanin bir¢ok yerine
yayilmistir (Simon, 2000). Bununla birlikte havug yetistiriciligi 6zellikle Asya, Avrupa
ve Amerika’da yogunluk kazanmistir. Diinya havug yetistirme alan1 2014 yil1 verilerine
gore yaklasik 1.4 milyon hektar, iiretim miktar1 ise 38 milyon ton kadardir. Diinya
tiretiminin % 61.6’s1 Asya ilkelerinde yapilmakta, bunu % 22.6 ile Avrupa, % 9.4 ile
Kuzey ve Orta Amerika, % 5.2 ile Afrika ve %1.1 ile Okyanus iilkeleri izlemektedir.
Yillik 17.4 milyon tonluk {iretimi ile Cin en biiyiik iiretici lilke konumundadir ve bunu
1.7 milyon ton iiretim ile Ozbekistan, 1.6 milyon ile Rusya Federasyonu ve 1.4 milyon
ton liretim ile Amerika Birlesik Devletleri takip etmektedir. Diger 6nemli iiretici tilkeler
ise Polonya, Japonya, Fransa, Ingiltere, Almanya, Italya, Ukrayna, Tiirkiye, Fas,
Hollanda, Kanada, iran, Endonezya ve Hindistan’dir (FAOSTAT, 2014). Ulkemizde
yaklagik olarak 26 bin hektarlik alanda 558 bin ton havug iiretimi yapilmaktadir
(FAOSTAT, 2014). Tiirkiye’de havug yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi yerler
Ankara’nin Beypazar ilgesi (%20), Konya’nin Kasinhani, Eregli ve Cumra ilgeleri
(%65) ve Hatay’in Kirikhan (%10) ilgesidir (TUIK, 2013).

Apiaceae (Umbelliferae) familyast 455 cins ve 3500 iizerinde tiirli kapsayan

tohumlu bitkiler familyasinin en genis ailelerinden biridir (Pimenov ve Leonov, 1993).



Bu kapsamli ve kompleks bitki familyasi yaban havucu, rezene, kereviz, kisnis,
maydanoz, kimyon, kok kerevizi ve birgcok sifali ot ve c¢esniyi barindirmaktadir
(Rubatzky ve ark., 1999). Bu familyadaki diger bitkiler gibi havug¢ tohumlar1 da
aromatiktir ve dolayisiyla uzun yillar ¢esni veya tibbi bitki olarak kullanilmistir. Isvigre
ve Almanya’da ilk insan yerlesim alanlarmda M.O. 2000-3000’lere ait havug tohumlari
bulunmustur (Rubatzky ve ark., 1999). Bu tohumlarin yabani havuglardan alinan ve
tibbi veya tat i¢in kullanilan tohumlar oldugu diistiniilmektedir.

Daucus cinsine giren 22 tiirden biri olan havu¢ (Daucus carota L.) Apiaceae
familyasinin kiltlirii yapilan en 6nemli tiyesidir. Daucus carota’nin tahmini olarak 13
alt tirti tanimlanmig olup (Simon ve Goldman, 2006; Simon ve ark., 2008), bu alt
tiirlerden biri kiiltiir havucudur, diger on ikisi ise kullanilabilir bir kdk yapisina sahip
olmayan yabani formlardir. Havucun atasi olan yabani Daucus carota L. iliman iklim
bolgelerinde kitalar boyunca otsu bir yapida ortaya c¢ikmaktadir. Daucus cinsinin
cesitlilik merkezi Akdeniz bolgesidir (Saenz Lain C., 1980’den Arbizu ve ark., 2016).
Bunun yaninda Daucus tiirleri, Avusturalya’da bir tiir (D. glochidiatus [Labill.] Fischer
& al.), Amerika kitasinda dort tiir (D. carota L., D. montanus Humb. & Bonpl. ex
Schutt., D. montevidensis Link ex Sprengel, D. pusillus Michx.) ile diinyanin her yerine
dagilmistir. Akdeniz iklim kusagindaki iilkemizde ise D. broteri, D. guttatus, D.
involucratus, ve D. littoralis tiirlerinin dogal yayilimi bulunmaktadir (Sekil 1.1.). D.
carota’nin yabani ve kiiltiir formlarini olusturan taksonlarin tamami 2n=18 kromozoma
sahiptir ve tiirler aras1 zayif bir bariyere sahip olduklari i¢in bu taksonlarin bazilarinin
taksonomik olarak tanimlanmasi zordur. Bu durum Apiaceae familyasinda D. carota’y:
en sorunlu tiir yapmaktadir (Heywood, 1968; Small, 1978).

Daucus cinsine ait diger iiyelerin aksine Vavilov (1951), kiiltiir havuglarinin
orijin merkezinin Orta Asya oldugunu rapor etmistir. Diinya genelinden toplanan kiiltiir
cesitleri ve yabani havuglarda yapilan molekiiler farklilik analizleri de Orta Asya yabani
havuglarmin kiiltir havuglarina daha benzer oldugunu goéstermistir (lorizzo ve ark.,
2013).
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Sekil 1.1. Daucus tiirlerinin Tiirkiye’deki dagilim alanlar1 (Tubives, 2017).
a) D. broteri, b) D. guttatus, c) D. littoralis, d) D. involucratus.

Cesitlilik merkezi olan Afganistan’da koki tiiketilen bir iiriin olarak havucun
kullanimi1 yaklasik olarak 1100 y1l dncesine dayanmaktadir. Kiiltiir havuglarinin batiya
dogru yayilimi rapor edilmistir. Kayitlara gore; 900°1i yillarda Iran, 1000’lerde Orta
Asya ve Kuzey Afrika, 1100’lerde Ispanya ve 1300’lerde Kuzey Avrupa’ya yayilmistir
(Banga, 1963). Kiiltiir havuglarinin doguya yayilimi ¢ok iyi bilinmemesine kargin tarihi
kayitlar 1300’lerde Cin’de, 1700’lerde Japonya’da kullanilmaya baslandigim
gostermektedir. Kiiltiir havuglar1 Dogu/Asya ve Bati olmak lizere iki farkli gruba
ayrilmaktadir. Dogu/Asya havuclari antosiyanin igeren kirmizimtirak mor veya sar1 kok
renkli, tiiylii yaprakli ve erken ciceklenmeye egilimlidirler. Bati havuglari ise turuncu,
sar1, kirmizi veya beyaz kok renklerine sahip; yapraklar az tiiylii ve uzun siireli diisiik
sicakliga maruz  birakilmadiklar1  takdirde c¢igeklenmeye daha az egilim
gostermektedirler (Rubatzky ve ark., 1999). Banga (1963)’nin bildirdigine gore
Mackevic (1929), Afganistan’in 6zellikle Himalaya ve Hindi-kus daglarinin bulundugu
alanlarin Dogu/Asya havuclarinin birincil genetik ¢esitlilik ve diinyaya yayilma merkezi
oldugunu; Bati1 havuclarinin da kdkeni olan ikincil genetik ¢esitlilik merkezi ve yayilim
merkezinin Anadolu ve Akdeniz Bolgesi olabilecegini rapor etmistir.

Havug A vitamini Onciilerinin baslica kaynagi olmasi nedeniyle 6zellikle insan
beslenmesinde dnemli bir yere sahiptir. Havuglarda ki turuncu karotenoidler'den a- ve
- karotenler A vitamininin Onciileridir ve bu havucu A vitamininin en énemli kaynagi
yapmaktadir (Simon ve ark., 2009). Havucun ekonomik 6nemi, 1slah caligmalarinin

tetiklenmesini saglamistir. Yabani Daucus tiirlerinin, bocek ve zararlilara tolerans veya



dayaniklilik, verim artisi, iklim degisikligine adaptasyon, erkek kisirlik, nutrasétik ve
tiketim gibi birgok o6zellikten sorumlu genlerin kaynagi olabilecegi diisiincesi islah
calismalarindaki 6nemini artirmistir (Arbizu ve ark., 2017).

Bitki 1slah ¢alismalarimin basarili bir sekilde yiiriitiilebilmesi icin gen
kaynaklarma ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kaynaklar kiiltiir c¢esitlerinde iireticiler
tarafindan karsilasilan veya gelecekte ortaya ¢ikabilecek problemlere karsi islahgilarin
veya genetikg¢ilerin miicadele etmesinde kullanilabilecek genetik rezervlere ulasmayi
saglamaktadir. Havu¢ ve diger Daucus tiirlerinin gen kaynaklar1 Vavilov enstitiisii
(Rusya), Uluslararas1 Bahge Bitkileri Arastirma Gen Kaynaklar1 Birimi (ingiltere) ve
Amerika Tarim Bakanligi Kuzey Merkez Bolgesi Bitki Giris Istasyonu (Iowa, US)
birimlerinde toplanmistir (Rubatzky ve ark., 1999). En o6nemli yabani Daucus
koleksiyonlar1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunmaktadir. Avrupa
koleksiyonlar1 10 farkli iilkede farkli gen bankalarinda olacak sekilde dagitilmistir.
Avrupa’da ki koleksiyonlar 46 {ilke orijinlidir. Bu koleksiyonlar EURISCO veri

tabaninda (http:// eurisco.ecpgr.org) tanimlanmakta boylece ilgili genotiplere ulasim
kolaylastirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Daucus genetik kaynaklari, Tarim
Bakanligi Tarimsal Arastirma Servisi (Agricultural Research Service of the USDA)
blinyesinde toplanmis ve internet veri tabaninda (http:// www.ars.grin.gov/ npa/
index.html) kayit altina alinmistir (Grzebelus ve ark., 2011).

Yerel cesitler ve yabani formlar kiiltiir ¢esitlerine gére daha yliksek diizeyde
genetik cesitlilige sahiptir. Yabani tiirler genis genetik tabani ile gelecekte ¢ikabilecek
sorunlar i¢in 1slah ¢aligmalarinda énemli gen kaynaklari olarak goriinmektedir (Arbizu
ve ark., 2017). Islah ¢alismalarinin temel amaci; bitki genetik yapilarinda var olan veya
melezleme, mutasyon gibi teknikler kullanilarak ortaya ¢ikacak varyasyonlarn
seleksiyon yolu ile se¢ilmesi adaptasyon yetenegi yiiksek, hastalik ve zararlilara
dayanikli, yiiksek verim ve kalite 6zelliklerine sahip yeni ¢esitlerin miimkiin oldugunca
kisa stirede elde edilmesidir. Bitki 1slahinda varyasyon yaygin olarak melezlemeler
yoluyla arttirilmakta ve seleksiyon araciligiyla yeni g¢esitler gelistirilmeye
calisilmaktadir. Bunun yaninda genetik kaynaklar tagidiklar1 genis genetik tabandan
dolayi 1slah ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Gen kaynaklarinin 6nemli 6zelliklerinden yararlanabilmek ig¢in cesitliliginin

arastirtlmas1 gerekmekte ve bu baglamda karakterizasyonlar morfolojik, agronomik ve
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genetik olarak yapilmaktadir. Morfolojik ¢aligmalar bitki tlirline de bagli olarak uzun
zaman, yogun is giici ve yiiksek maliyet gerektirmekte aym1 zamanda cevresel
faktorlerden etkilenmektedir (Ozgen ve ark., 2000).

Bitki genotipleri arasindaki genetik benzerlikler/farkliliklar gilintimiizde en
yaygin olarak molekiiler teknikler ile belirlenmektedir. Molekiiler tekniklerin ¢evresel
faktorlerden etkilenmemesi, analizlerin zaman ile sinirlanmamasi ve bir¢ok tiirde
onemli agronomik Ozellikler ile ilgili genlerin veya gen bolgelerinin belirlenmesi 1slah
calismalarinda hedefe ulasmay1 daha etkin hale getirmistir. Molekiiler markirlar, genetik
cesitliligin arastirilmasi, ¢esit tanimlama, genetik haritalama, tohumlularda ismine
dogruluk ve safligin belirlenmesi, markira dayali seleksiyon, sistematik c¢aligmalari,
genotipler arasindaki yakinliklarin belirlenmesi gibi bircok sekilde kullanilmaktadir
(Kumar, 1999). Molekiiler markirlar g6zlenebilir karakterlere dayanan morfolojik
markirlara ve protein markirlarina gore oldukga giivenilirdir. DNA markirlart bir tiir
icerisinde farkli bireylerde bulunan dizi polimorfizmini gésteren DNA bdlgeleridir ve
farkliliklarin belirlenmesinde giiniimiizde siklikla kullanilmaktadir.

Karry Mullis tarafindan 1985 yilinda genomun 6zgiin bolgelerinin in vitro
kosullarda ¢ogaltilabilmesinin (Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PZR) bulunmasi ile PZR
temelli markirlar kullanilmaya baslanmis ve bu teknolojinin hizla gelismesiyle ¢ok
sayida markir teknigi ortaya ¢ikmistir. DNA markirlar1 (RAPD, EST, STS, AFLP, STR,
SNP, SSR vb.) diger tiirlerde oldugu gibi havuglarda da cesitliligin arastirilmasinda
kullanilmaktadir (Shim ve Jorgewnsen, 2000; Braden ve ark., 2002; Cavagnaro ve ark.,
2011; lorizzo ve ark., 2011; Baranski ve ark., 2012; lorizzo ve ark., 2013; Grzebelus ve
ark., 2014; Arbizu ve ark., 2017).

Tiirler aras1 veya tiir i¢i DNA diziliglerinde farkliliklarin olmas1 sebebiyle ayni1
primerlerin kullanilmast durumunda farkli DNA fdrilinleri elde edilmektedir. Bu
farkliliklar markir olarak kullanilmakta ve bu sekilde degisik genetik markir tipleri
gelistirilmektedir. PZR kullanimina dayali RAPD (rastgele g¢ogaltilmis polimorfik
DNA), AFLP (¢ogaltilan fragmentlerin uzunluk polimorfizmi), SSR (mikrosatellit veya
basit dizin tekrarlar1), ISSR (basit tekrarli diziler arasi polimorfizm), SRAP (sekansa
bagli ¢ogaltilmis polimorfizm), STS (dizisi etiketlenmis sekanslar), SNP (tek niikleotid
polimorfizmi) gibi DNA markirlari basariyla kullanilmaktadir.



Molekiiler markir tekniklerinden biri de iPBS retrotranspozon (Primer Baglanma
Konumlar1 Arasi ¢gogaltma) yontemidir. Retrotranspozonlar tekrar eden ve hareket eden
DNA pargalaridir ve hem bitki hem de hayvan genomunda yer alan iki biyiik
transpozon grubundan (simif I ve smif II) birisidir. Bir hiicrenin genomunda, bir
konumdan farkl: bir konuma tasinarak hareket edebilen DNA dizileri olan transpozonlar
mutasyonlara ve genomdaki DNA miktarinin degisimine neden olurlar.
Retrotranspozonlar (veya smnif I transpozonlar) bir RNA ara iirlinii araciligiyla
kendilerini kopyalayarak hareket ederler ve genomun bagka bir konumuna yerlesirler.
DNA transpozonlart (Siif II transpozonlar) ise bir RNA ara iiriinii kullanmazlar ve
bulunduklar1 konumdan kesilip taginarak genomun baska bir konumuna yerlesirler
(Todorovska, 2007; Startek ve ark., 2017). Retrotranspozonlar bu 6zellikleri ile genom
icerisindeki kopya sayilarini artirirlar fakat hiicre icerisinde ¢esitli kontrol basamaklari
ile denetim altina alinmaktadir (Todorovska, 2007). Retrotraspozonlarin taginma
mekanizmasi stres etmenleri (Grandbastien ve ark., 2005) nedeniyle aktif hale gelmekte
ve bitkilerin genomunda mutasyonlara ve genom biiyiikliigiinde artislara, dolayisiyla
genetik ¢esitlilige sebep olmaktadir.

Genel uygulanabilirlikleri, uygulanmalarinin  basit olmast ve genotip
¢ozinirlikleri nedeniyle degisik retrotranspozon markir sistemleri, ¢ok sayidaki
evrimsel ve genetik gesitlilik ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmigtir (Feschotte ve
ark., 2002; Kalendar ve Schulman, 2006; Schulman ve ark., 2004). Bununla birlikte
onceki yillarda kullanilan retrotraspozon markir sistemleri tiire 6zgiiydi ve bir tiirde iyi
calisan retrotranspozon bagka bir tirde kullanishh olamamaktaydi. Bir tiirde
retrotranspozon markir sistemi gelistirebilmek igin o tiiriin en azindan retrotranspozon
bolgelerine komsu bolgelerinin dizi bilgisi gerekmekteydi. Bu kisitlayic1 faktorleri
ortadan kaldirmak i¢in Kalendar ve ark. (2010), bitki ve hayvanlarda basarili bir sekilde
kullanilabilecek iPBS ¢ogaltma (Inter Primer Binding Site Amplification) yontemi adi
verilen yeni bir evrensel retrotraspozon markir sistemi gelistirmislerdir. iPBS metodu
PZR ile ¢ogaltilabilecek mesafede birbirine yakin olan LTR retrotranspozonlarin, ters
transkriptaz primer baglanma bolgeleri arasindaki DNA pargasinin ¢ogaltilmasina
dayalidir. Genomun her yerine dagilmalari, genomda yiiksek kopya sayilarinin olmasi

ve kromozomlarin igerisinde genis alana yayilim gOstermeleri nedeniyle



retrotranspozonlarin molekiiler markir kaynagi olarak miikemmel potansiyele sahip
olduklar bildirilmektedir (Kalendar ve ark., 2010).

Okaryot canlilarin biiyiik ¢ogunlugunda genomun biiyiik bir ¢ogunlugunu
retrotranspozonlar olusturmaktadir. Retrotranspozonlarin kopyala yapistir 6zelligi
genetik ¢esitliligin olugsmasina ve bdylece dnemli bir molekiiler markir kaynagi olmasini
saglamaktadir. Havu¢ 9 kromozom ¢ifti ile diploid bir yapiya sahiptir. Havug
genomunun yaklasik %46’s1 tekrarlanan sekanslari icermekte ve bunun da %981
hareketli (transpozon) elementlerden olusmaktadir (lorizzo ve ark., 2016). Yiiksek
miktarda tekrarli bolgelerden olusan Daucus’larda iPBS retrotranspozonlarin evrimsel
stirecte etkili olmasi kaginilmazdir.

Bu tez calismasinda Daucus tiir ve genotiplerinde molekiiler karakterizasyon ve
genetik mesafeyi belirlemede ilk olarak iPBS markir sistemi kullanilmis ve bu markir

sisteminin Daucus tiir ve genotiplerinde kullanilabilirligi arastirilmistir.



2. KAYNAK BILDIRIiSLERI

Nakajima ve ark. (1998), bes Daucus tiirii ve Daucus carota L. alt tiiriinii igeren
26 genotipin genetik gesitliligini belirlemek i¢in RAPD ve AFLP markir tekniklerini
kullanmiglardir. Hem RAPD hem de AFLP temelde benzer sonuglar verirken, AFLP
RAPD ile karsilastirildiginda reaksiyon basia 4 kat fazla ayirt edici bant iiretmistir.
Hem RAPD hem de AFLP ile olusturulan dendrogramlar D. carota’nin biitiin
genotiplerinde, morfolojik 6zellikleriyle olan siniflandirmayla uyumluluk iginde, diger
Daucus tiirlerinden ayrilmaksizin 6nemli bir kiimelenmeyle gruplandirilabilecegini
gostermistir. D. carota tiiriindeki varyasyon nispeten genis olmasina karsin, kiiltiir
havuclarinin  biitiin  genotipleri ayn1 grupta toplanmistir. Ayni genotipler icin
mitokondriyal genomdaki cesitlilikte RAPD ile belirlenmistir. Mitokondrial DNA
dendrogrami niiklear ¢ekirdek DNA’dan farkli ¢ikmistir. Sonug olarak c¢ekirdek ve
mitokondrial DNA’nin farkli evrimsel siireglere sahip oldugunu belirlenmistir.

Vivek ve ark. (1998), RFLP markir sistemini kullanarak, kiiltiir havucu dahil
olmak {tizere 8 Daucus tiirii iizerinde filojeni ve genetik benzerlik calismasi
yapmiglardir. Niiklear genoma ait RFLP verilerinden elde edilen filogenetik baglantiy1
daha 6nceden yapilan morfolojik siniflama desteklemistir.

Vivek ve ark. (1999), prob olarak 14 petunya cpDNA’s1 ve 10 restriksiyon
enzimi kullanarak, 9 havug genotipi ve 9 Daucus tiirlinde RFLP ¢alismas1 yapmislardir.
Kladistik analizler genellikle son zamanlarda yapilan morfolojik siniflandirma ile
uyumlu bir filogeni vermistir. Kiiltiir havuglarinda bir nokta mutasyonu bulunmustur
(probe P10-Bgl Il digest).

Shim ve ark. (2000), bes yabani ve 5 kiiltiir g¢esidinden olusan havug
popiilasyonlar: arasindaki ve igindeki genetik varyasyonu AFLP yontemi kullanilarak
aragtirmigtir. On AFLP primer kombinasyonu 116 polimorfik bant iretmistir. Yapilan
istatistiksel analizlerde, ¢alisilan popiilasyon yabani popiilasyonlar, eski ¢esitler ve yeni
1slah edilen cesitler olmak iizere 3 gruba ayrildigr gézlenmistir. Yabani popiilasyonlar
arasindaki genetik mesafe toplam alelleri arasindaki fiziksel mesafeye yansimistir.
Genetik cesitlilik analizleri 1974-1976 arasinda piyasaya siiriilen eski varyetelerin yeni

gelistirilmis Fy hibrit varyetelerden daha heterojen oldugunu gostermistir. Molekiiler



varyasyon analizi (AMOVA) bitki materyalindeki genetik varyasyonun onemli bir
parcasinin popiilasyon/cesit icinde yer aldigin1 gostermistir.

Braden ve ark. (2002), kiiltiir havucu (Daucus carota L.) ve kiiltiir havucuna
akraba yabani formlardan olusan 124 genotipte farkli markir sistemleri kullanarak
calisma yapmiglardir. AFLP ve ISSR markirlart havug bitkisinde genis bir ¢esitliligin
bulundugunu ortaya koymustur. Kiiltiir havucu ile yabani Daucus carota alt tiirleri
birbirlerini tozlamalarma karsin, ayr1 gruplarda dagilim gostermislerdir. Bunun
nedeninin kiiltiir havuglarinda yapilan seleksiyon oldugunu ve her iki grup arasindaki
gen gecisinin engellenmesi oldugu bildirilmistir.

Cavagnaro ve ark. (2011), vyaptiklar1 ¢alismada hibridizasyon tabanli
kiitiiphanelerden ve BAC uglu sekanslar ile EST sekanslarindan 300 SSR markir
gelistirmisglerdir. SSR cesitliligi 65 Daucus carota g¢esidinde secilmis bu bdlgelerde
lokus basina ortalama 19 allel ve tahmini 0,84 heterozigotluk ile yiiksek polimorfizm
gostermesiyle belirlenmistir. Bu calismada gelistirilen SSR primerlerinin havug ve diger
Apiaceae tiirlerinde genetik ¢esitlilik, 1slah ve diger genetik c¢aligsmalar i¢in degerli bir
kaynak olacag bildirilmistir.

Martinez-Flores ve ark. (2012), Kuzey Morocco da endemik tiir olan D. mauritii
tirtinde ¢alismiglardir. Yapilan ITS (Internal Transcribed Spacer) analizleri D. mauritii
ve D.auresle tiirlerinin genetik olarak yakinlik gosterdigini ortaya koymustur.

Baranski ve ark. (2012), 88 havug (Daucus carota L. subsp. Sativus Hoffm.)
genotipinden olusan bir koleksiyonda SSR markirlar1 ile genetik cesitlilik ¢alismasi
yapmislardir. Calismada kullanilan popiilasyon baglica Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika’nin yerel ¢esitlerinden olusmaktadir. Otuz SSR lokusu, allel frekanslari,
toplam allel, etkili allel, gdzlemlenen ve beklenen heterozigotluk ve sabitleme
indekslerinden elde edilen parametreler kullanilarak tamamen karakterize edilmistir.
Analizler sonucu 17 ve 61 genotiplerden olusan ve sirasit ile Asya ve Bati tipi
genotiplere ait iki grup olusmustur. Asya gen havuzuna ait genetik gesitlilik Bat1 gen
havuzundaki cesitlilikten daha fazla bulunmustur. SSR analiz sonuglari morfolojik
karaktarizasyon ile desteklenmistir ve havug 1slahina ait tarihsel bilgiler ile uyum
gosterdigi bildirilmistir.

lorizzo ve ark. (2013), cografik olarak genis bir yayilim gdsteren yabani ve

kiiltiir havuglarin iceren 84 genotipte KASP analizi yapmislardir. Arastirmacilar havug



10

transkriptomu sekans verilerinden 4000 SNP gelistirmislerdir. SNP verilerinden allelik
farklilik analizleri kiiltiir havuglarina karsi yabani genotiplerde genetik farklilikta
azalma olmadig1 agiga ¢ikmistir. Yapisal ve filogenetik analizler yabani ve kiiltiir
genotipleri kadar dogu ve bati kiiltiir havuglar1 arasinda da agik bir ayirim ortaya
cikarmistir. Orta Asya orijinli yabani havuglar kiiltiir genotiplerine genetik olarak daha
benzer bulunmustur. Ayrica Kuzey Amerika yabani havuglarinin Avrupa yabani
genotiplerine daha yakin iliskili oldugu rapor edilmistir. Arastirmacilar elde ettikleri
sonuglarin  kiiltir havuglarinin orijininin Orta Asya oldugunu destekledigini
bildirmislerdir.

Maksylewicz ve Baranski (2013), kodominant mikrosatellit (SSR) markirlari
kullanarak, kiiltiirii yapilan farkli orijinlere sahip 18 havug popiilasyonunda popiilasyon
i¢i varyasyonu belirlemislerdir. Kullanilan 27 genomik ve EST tabanli markir ile markir
basina ortalama 9.4 allel olmak iizere toplamda 253 allel tanimlanmistir. Allel
olusumundaki farkliliklar popiilasyondaki 18 genotipten 16 tanesinin yiiksek ihtimalle
Bat1 ya da Asya gen havuzuna dahil oldugunu gostermistir. Asya ve Avrupa orijinli
genotipler Japonya ve Amerika orijinlilere gore daha fazla allelik varyasyon ve cesitlilik
gostermistir. Ayrica yerel ¢esitlerdeki allelik zenginlik ve varyasyon F1 hibrit cesit ve
acik tozlananlara gore daha yiliksek goriilmiistiir.

Arbizu ve ark. (2014), Daucus’un 13 tiirii ve iki alt tiiriine ait 92 genotip ve 15
yakin cinsten genotip olmak {izere toplam 107 genotipte Yeni Nesil Sekanslama
Teknolojisi ile elde edilen 94 niikleer ortolog kullanarak taksonomik analiz
yapmuglardir. D. syrticus dahil Daucus tiirlerini ayirt edebilmislerdir. Calismada D.
guttatus complex’in {i¢ gruba ayrildig: belirtilmistir.

Grzebelus ve ark. (2014), yabani ve kiiltiirii yapilan havuglarda genetik gesitlilik
ve genetik baglanti haritalar1 olusturmak igin DarT (Diversity Arrays Technology)
platformu gelistirme calismasi yapilmistir. Yapilan ¢alismada 94 kiiltiir gesidi ve 65
yabani genotipten olusan popiilasyonda 900 DarT markirindan olusan bir set analiz
edilmistir. Genotipler, yabani genotipler, dogu ve bati kiiltiir genotipleri olarak 3 farkli
grupta toplanmustir.

Lee ve Park. (2014), Daucus tiirleri ve yakin oldugu tahmin edilen taksonlar
arasindaki genetik iliskileri incelemek icin, niiklear ribozomal DNA ITS sekanslarindan

elde edilen karakterlerin filogenetik analizlerini yapmislardir. Daucus i¢inde aym
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kokenden gelen iki ana soy oldugu belirlenmistir, ancak bunlar daha 6nceden morfolojik
olarak tanimlanmamaistir. Filogeni de yeni tanimlanan Daucus tiirlerine (D. arcanus ve
D. conchitae) taksonomik statii saglamaktadir.

Thakur ve Jamwal (2015), 20 Avrupa havug genotipine ait farkli karakterlerin
genetik parametreleri ve kalittmi iizerine g¢alismiglardir. Genotipler calisilan tiim
Ozellikler icin genig bir varyasyon gostermistir. Fenotipik varyasyon katsayisi ve
genotipik varyasyon katsayisi sirasi ile 3.42-29.60 ve 2.11-28.12 arasinda degisim
gostermistir.

Ipek ve ark. (2016), Eregli bolgesinde yetisen mor havug popiilasyonundaki
genetik varyasyonu SSR markirlar1 kullanarak belirlemislerdir. Toplamda kullanilan 20
SSR markirindan 18 tanesi polimorfik 6zellik gostermis olup toplamda 106 SSR alleli
cogaltilmistir. SSR basma polimorfik allel sayisi 1 ile 14 arasinda degisirken,
polimorfizm bilgi icerigi 0.29 ile 0.85 ve tahmini heterozigotluk 0.32 ile 0.87 deger
araliklarinda bulunmustur. STRUCTURE analizleri Eregli bolgesinde iiretimi yapilan
mor havug genotiplerinin belirgin iki farkli popiilasyondan olustugunu gdstermistir.

lIorizzo ve ark. (2016), 35 yabani ve kiiltiir havucunda re-sequence analizi
yapmus ve 1.3x10° SNP tanimlamuslar, bunlardan 49.365 SNP filogenetik ve kiimeleme
analizi i¢in kullanmiglardir. Calismada Orta Asya ve Orta Dogu’nun kiiltiir havuglarinin
birincil merkezi olabilecegi bulunmustur. Dogu kiiltiir havuglariin (Asya havuglari)
allelik yapisinin Orta Asya yabani havuglarina benzedigi rapor edilmistir. Cogunlukla
acik tozlanan kiiltiir havuglarindaki genetik farkliligin yabani havuglardan az oranda
diisiik oldugu bildirilmistir.

Arbizu ve ark. (2016), 10 niikleer ortolog kullanarak D. guttatus complex ve
iligkili tiirlerin filogenetik analizini yapmuglardir. Molekiiler agacin D. guttatus
complex’ine ait genotiplerini bir¢ok grup i¢in yiiksek ¢oziiniirliigii olan dort gruba
ayrildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar bu dort grubu D. bicolor, D. conchitae, D.
guttatus ve D. setulosus olarak tanimlamiglardir.

Andeden ve ark. (2013), yaptig1 calismada orjini Tiirkiye’nin giineydogusu olan
ve 5 yabani ve 1 kiiltiir tiiriinii (Cicer arietinum) kapsayan 71 nohut aksesyonunun
genetik cesitliligi ve akrabalik iligkileri iPBS-retrotranspozon ve ISSR markirlar
kullanmiglardir. On ISSR primeri kullanilarak toplam 6 tiire ait 71 nohut genotipinde
136 skorlanabilir bant elde edilmis ve bunlardan 135 (% 99.3)’inin polimorfik oldugu,
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buna karsilik on iIPBS markirinda 130 (% 100 polimorfizmli) bant tespit edilmis ve
primer basina ortalama 13.0 bant ile en fazla gesitlilik C. echinospermum ve C.
pinnatifidum tiirleri arasinda gorildigi, C. arietinum daha diisiik polimorfizm
gosterdigi belirtilmistir. Her iki markir sistemi igin ortalama polimorfizm bilgi icerigi
(PIC) degeri 0.91 olarak bulunmustur. iPBS ve ISSR NeighborNet (NNet) planar
grafikleri  karsilastirildiginda  aksesyonlarin  ve  tiirlerin  gruplar  arasindaki
kiimelenmesinin neredeyse benzer oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma iPBS markirlarin
yabani nohut tiirlerinde ve kiiltiir tliriinde ¢esitlilik caligmalar1 i¢in faydasini ve roliinii
ortaya koymustur.

Guo ve ark. (2014), 35 farkli asma c¢esidinde yaptiklart molekiiler g¢esitlilik
calismasinda %86.3 oraninda polimorfizm gdsteren toplam 99 polimorfik bant elde
etmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alisma sonucunda iPBS markirlarinin asmada genetik
cesitliligi belirlemek icin basit, bilgi verici ve uygun bir metot oldugu sonucuna
varmiglardir.

Yildiz ve ark. (2015), 66 bamya genotipindeki genetik ¢esitliligi iPBS
retrotranspozon markirlar1  kullanarak analiz etmislerdir. iPBS retrotranspozon
primerlerinden, primer basina ortalama 6.8 band olmak iizere % 40.2 polimorfizm ile
toplam 88 band elde edilmistir. iPBS retropozonlar igin genetik ¢esitlilik ve Shannon
bilgi indeksi sirasiyla 0.01 ile 0.13 ve 0.02 ile 0.21, SSR markirlar1 i¢in yine sirasiyla
0.06 ile 0.46 ve 0.14 ile 0.65 araliginda olmustur. Polimorfizm bilgi icerigi degeri,
retrotranspozonlar i¢in 0.12 ile 0.99 arasinda degisirken SSR markir1 i¢in 0.52 ile 0.81
arasinda degismistir. Retrotranspozon ve SSR temelli Neighbor Joining analizleri tiim
genotipleri 4 gruba ayirmustir. Fakat SSR markirlar1 yerel gesitleri orijine gore ayirma
acisindan daha etkin bulunmustur. Popiilasyon yapisini tanimlamak icin STRUCTURE
paket programi kullanilmis ve yerel ¢esitleri arasinda iki popiilasyon (alt popiilasyon
varsayim sayisi, K=2) tamimlanmistir. Bu calismada, bamyada iPBS markirlarin
kullanilabilirligi rapor edilmistir.

Nemli ve ark. (2015), 47 iPBS primeri kullanarak 67 fasulye genotipinde genetik
cesitlilik ve popiilasyon yapisini incelemislerdir. Yapilan molekiiler ¢aligmalarda
toplamda 180, primer basina ise 4 polimorfik bant elde edilmistir. Polimorfizm bilgi

igerigi 0.73 olarak tespit edilmis, genetik yakinlik ise 0.09 ile 0.99 arasinda degisim
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gostermistir. Bu ¢aligmanin sonuglar1 degerlendirildiginde iPBS primerlerinin fasulyede
genetik ¢esitliligi tespit etmekte basarili oldugu sonucuna varilmistir.

Duan ve ark. (2015), sakayik bitkisine ait 10 yabanc1 tiir ve 55 gesitten olusan
popiilasyonda iPBS markirlar1 kullanarak genetik c¢esitlilik ¢alismasi yapmislardir.
Kullanilan 36 primerden polimorfizm gosteren 16 primer seg¢ilmistir. Primer basina
ortalama 12.88 bant olmak iizere her bir primerin iirettigi bant sayist 9 ile 19 arasinda
degisim gostermistir. Kullanilan 16 adet primer toplamda 206 bant iiretmis olup
polimorfik bant sayis1 ise % 83.98 ile 173 olarak tespit edilmistir. Primer basina diisen
ortalama polimorfik bant sayis1 ise 10.81 olarak bildirilmistir.

Baloch ve ark. (2015a), tarafindan 104 bezelye yerel ¢esidi ve 34 bezelye 1slah
hattinin molekiiler karakterizasyonu iPBS-retrotranspozon markirlari kullanilarak
yapilmistir. Kullanilan 12 iPBS-retrotranspozon primerinden toplam 106 skorlanabilir
bant elde edilmis, bunlarin 81’1 (%76.4) polimorfik bulunmus ve primer bagina ortalama
6.75 polimorfik bant elde edilmistir. Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.33 ile 0.84
arasinda degisirken ortalama 0.61 olarak bulunmustur. Benzer cografik bélgeden gelen
yerel bezelye gesitleri NJ analizinde farkli gruplarda yer almis ve genetik parametre
temelli gruplamanin cografik orijin ile yakin iliski i¢inde olmadigin1 gostermistir.
Popiilasyon yapist STRUCTURE paket programi kullanilarak tanimlanmis ve yerel
cesitler arasinda K=5’te 5 popiilasyon, K=3’te 3 popiilasyon tanimlanmistir. iPBS
retrotranspozonlarin  bezelye genetik kaynaklarinin  molekiiler karakterizasyon
analizlerinde kullanilabilecegini gostermistir.

Baloch ve ark. (2015b), ¢ogunlugu Tirkiye orijinli 6 yabani ve 1 kiiltiir
mercimek tiiriine ait 50 aksesyonun molekiiler karakterizasyonunu iPBS retrotranspozon
markirlar1 ve ISSR markirlart kullanilarak gergeklestirmislerdir. On iPBS primeri, 151
bant iiretirken bunlarin 150’sinin (% 99.3) polimorfik oldugu ve primer basina 15.0
polimorfik fragment olustugu saptanmistir. On ISSR primeri, primer basina ortalama
13.5 bant ile % 100 polimorfizm gosterirken, 138 skorlanabilir bant saptanmigtir. ISSR
markirlart igin ortalama polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degeri (0.97) iPBS
markirlarindan (0.90) daha yiiksek olmustur. Lens orientalis genetik cesitliligi en
yiiksek olan tiir olarak saptanmis olup, bu durum Lens culinaris tiirii ile Lens orientalis
tirtiniin ¢aprazlanma ihtimalini arttirmistir. Kiiltiir gesitleri ayrica sirasiyla ISSR ve

IPBS markirlar1 ile % 82.92 ve% 51.92 oraninda yiiksek polimorfizm seviyesi
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gostermislerdir. Lens lamottei ve Lens tomentosus, her iki markir sisteminde de en az
polimorfik tiir olarak bulunmustur. iPBS ve ISSR grafikleri karsilastirildiginda,
aksesyonlar ve tiirlerin kiimeler igindeki gruplandirilmasi neredeyse benzer olarak
bulunmustur. Ayrica, iPBS-retrotranspozonlarmin yabani ve kiiltiir Lens tiirlerinde
molekiiler karakterizasyon yapmak i¢in evrensel bir isaretleyici olarak énemli bir rolii
oldugunu rapor etmislerdir.

Comertpay ve ark. (2016), yedi iilkeden 81 ticari ¢esit arasindaki genomik
iligkileri tahmin etmek igin, dokuz primer i¢i baglanma bolgesi (iPBS) retrotranspozon
ve 17 basit tekrar dizileri (SSR) markirlar1 kullanmiglardir. SSR markirlari i¢in lokus
basina 3.47 ortalamayla toplam 59 allel ve iPBS retrotranspozon markirlari igin lokus
basina 10.6 ortalamayla 96 bant saptamislardir. Cesitlerin her biri, SSR ve iPBS-
retrotranspozon profilleri ile kesin olarak tanimlanabilmistir. iPBS retrotranspozon ve
SSR’a dayali kiimeleme benzerlik gostermistir ve aralarinda yiliksek bir korelasyon
saptanmustir (r = 0.73). SSR ve iPBS retrotranspozon kombine verilerine dayanan bir
komsu baglant1 kiimelemesi, ¢eltik ¢esitlerini {i¢ kiimeye bolmiistiir. Popiilasyon yapisi
STRUCTURE yazilimiyla belirlenmis ve incelenen cesitler arasinda Tiirk c¢eltik
cesitlerinin bardirdig ¢esitliligin diisiik oldugunu gosteren ti¢ popiilasyon (K=3) tespit
edilmistir. Sonuglar, iPBS retrotranspozon belirteglerinin, celtik ¢esitlerinin genetik

cesitliligini  belirlemek icin ¢ok giiclii bir teknik oldugunu ortaya koymustur.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Bu tez calismasinda kullanilan Daucus2, Daucus3, Daucus5, Daucus8,
Daucusll, Daucusl2, Daucus33, Daucus34, Daucus39, Daucus40 etiket numaral
Daucus tiirleri Amerika Bitki Gen Kaynaklarindan temin edilmistir. Daucus4l,
Daucus42, Daucus43 ve Daucus44 etiket numarali genotipler Wisconsin
Universitesi'nden almmustir. Daucus45 numarali genotip Zen Garden Tohumculuktan,
Daucus45H ve Daucus46M TAGEM projesinin materyallerinde temin edilmistir.

Materyallere ait detayli bilgi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan 7 Daucus tiiriine ait 17 genotipin etiket
numarasi, Gen Bankas1 kodu, tiirii ve orijini

Etiket Gen bankas1 materyal Turi* Orijin

numarast kodu

Daucus2 Pl 478858 D. aureus Fransa

Daucus3 Pl 652329 D.setulosus (broteri) Peloponnes/Yunanistan
Daucus5 Pl 652385 D.conchitae Greuter (broteri) Antalya/Tirkiye
Daucus8 Ames 25729 D.guttatus (broteri) Suriye

Daucus1l Pl 279763 D.guttatus (maricatus) Kudiis/Israil

Daucus12 Pl 652327 D.setulosus (guttatus) Yunanistan

Daucus33 Ames 31615 D. muricatus Fas

Daucus34 Pl 287113 D. pusillus Florida, Uruguay
Daucus39 Pl 661242 D. pusillus Oregon/ABD
Daucus40 Ames 29891 D. pusillus California/ABD
Daucus41 1255020 D. carota Suriye

Daucus42 1255038 (PingDing)  D. carota Cin

Daucus43 349-1 (7262) D. carota ABD

Daucus44 913-1 (Eregli) D. carota Eregli/Tiirkiye
Daucus45 D. carota Chantenay

Daucus46H D. carota Hatay/Tiirkiye
Daucus46M D. carota Kahramanmarag/Tiirkiye

*Tir isimleri yeniden tanimlanan isimler ve parantez igerisinde materyallerin ilk toplandiginda kayit altina alinan isimleri olarak
verilmistir.
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Calismada Fransa orijinli bir adet D. aureus, Yunanistan orijinli iki adet D.
setulosus, Tiirkiye orijinli bir adet D. conchitae, Suriye ve Israil orijinli iki adet D.
guttatus, Fas orijinli bir adet D. muricatus, Amerika Kitas1 orijinli 3 adet D. pusillus
tiri ve Suriye, Cin, ABD, Tiirkiye orijinli 7 adet D. carota kullanilmigtir. Daucus44 ve
Daucus46H numarali genotipler tamamen mor renkli, Daucus43 numarali genotip dis1
mor i¢i turuncu bir 1slah hatti, Daucus41 ve Daucus42 numarali genotipler ince mor
kabuklu i¢i turuncu/sari, Daucus46M numarali genotip ise turuncu renkli kok yapisina

sahiptir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki yetistirilmesi

DNA izolasyonu i¢in her tiir/genotip icin 5’er tohum 2:1 oraninda torf:perlit
karisimi igeren saksilara ekilmis ve yeterli gergek yaprak elde edilinceye kadar gerekli

bakim iglemleri yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Daucus tiirlerinin saksida goriiniimleri.
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3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Her bir tiir/genotipe ait bes bitkinin geng yapraklari karistirilarak alinmis ve bir

giin siireyle -85’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Derin dondurucuda 24 saat
muhafaza edilen 6rnekler 2 giin siire ile liyoflizatérde (CHRIST-ALPHA 2-4 LD plus)
kurutulmus ve Tissue Lyser’da (QIAGEN-Tissue Lyserll) ogitiilmistir. DNA

izolasyonu Murray ve Thompson (1980)’in DNA ekstraksiyon protokolii modifiye

edilerek yapilmustir.

3.2.3. DNA izolasyon protokolii

10.
11.
12.

13.
14.
15.

Yaklasik 200 mg 6giitiilmiis doku 2 ml’lik PCR tiipiine yerlestirilmistir.
Su banyosu 65°C’ye ayarlanmustir.
1 ml ekstraksiyon tamponu [50 mM Tris-HCI, pH8.0, 700 mM NacCl, 10 mM
EDTA, %1 (w/v) CTAB (cetyltriethylammoniumbromide), %1 (v/v) beta-
mercaptoethanol] ve 1 ul RNAse eklenerek vortex ile iyice karistirilmistir.
Dokular 30 dakika su banyosunda bekletilmis ve ardindan bir sonraki agsama igin
sogumaya birakilmistir.
Sogumus doku {izerine 1000 ul chloroform: isoamyl (24:1 hacim) ¢6zeltisi ilave
edilmis ve ters-diiz edilerek iyice karigmasi saglanmstir.

14000 rpm’de 5 dk. santriflij yapilmistir.
Ust faz pipetle cekilerek temiz bir 2 m1’lik tiipe aktarilmistir.
Uzerine 100 ul CTAB (%10 w/v) eklenmis ve iyice karistirmak igin ters-diiz
edilmistir.
Iyice karistirilmus tiiplere 1000 pl chloroform: isoamyl (24:1 hacim) eklenmis ve
ters-diiz edilerek iyice karigmasi saglanmastir.

14000 rpm’de 5 dk. santrifiij yapilmistir.

Ust faz pipetle gekilerek temiz bir 2 m1’lik tiipe aktarilmustir.

Cozelti tizerine 1000 ul PB (presipitasyon tamponu) tamponu [50 mM Tris-
HCI, pH8.0, 10 mM EDTA, %1 (w/v) CTAB (cetyltriethylammoniumbromide)]
eklenerek hafifce ters-diiz edilmistir.

Cozelti 30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

1400 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek sivi kisim uzaklastirilmistir.

Pelet tizerine 400 ul 1 M NaCl ilave edilmistir.
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16. 60 °C su banyosunda 20 dk bekletilmistir.

17. Su banyosundan ¢ikarilan pelet tizerine 1000 ul %95 soguk etil alkol (ETOH)
eklenmis ve iyice karistirilmistir.

18. Cozelti -20°C’de gece boyunca bekletilmistir.

19. 1400 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek siv1 kisim uzaklagtirilmistir.

20. Cokelti iizerine 500 pl %70’lik ETOH eklenmistir.

21. 1400 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek sivi kisim uzaklastirilmistir.

22. Cokelti 37°C’de 30 dk tiiplerin kapaklar1 agik bir sekilde inkiibe edilerek
kurumasi saglanmaistir.

23. Kurumus DNA pelet iizerine 100 pl steril distile H,O ilave edilmistir.

3.2.4. DNA miktari ve safhig1

PZR reaksiyonlarinda kullanilacak DNA’nin miktar1 ve safligi son derece
onemlidir. Izolasyon sonrasi oncelikle DNA %1’lik agaroz jelde kosturulmus daha
sonra DNA konsantrasyonu NanoDrop (Thermo Scientific-Nanodrop2000) ile 6lgtilmiis

(Cizelge 3.2.) ve PZR reaksiyonlar1 i¢in 25 ng/ul’ye seyreltilmistir.

Cizelge 3.2. Daucus tiir/genotiplerinden izole edilen genomik DNA 6rneklerinin
Nanodropta dl¢iilen konsantrasyonlari

Etiket numarasi DNA miktar1 (ng) Kalitesi (260/280)
Daucus2 701 2.01
Daucus3 1377 2.04
Daucus5 503 191
Daucus8 672 2.07
Daucus1l 5227 1.95
Daucus12 1272 2.05
Daucus33 2040 2.06
Daucus34 926 2.02
Daucus39 2716 2.05
Daucus40 1911 2.05
Daucus41 2207 2.10
Daucus42 2418 2.10
Daucus43 2230 2.04
Daucus44 467 2.03
Daucus45 806 1.95
Daucus45H 3395 2.08

Daucus46M 3061 2.06




3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR/PCR)

Bu c¢alismada,

Kalendar

19

ve ark.,

(2010)

tarafindan  gelistirilen

iPBS

retrotranspozon markirlar1 kullanilmistir. Calismada kullanilan primerlere ait detayli

bilgi Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Tez calismasinda kullanilan iPBS retrotranspozon primerleri ve baz
dizilimleri
iPBS Yapisma - jopg Yapisma
Markar S sicaklig Markir T sicakhgs
Baz dizilimi (°C) Baz dizilimi (°C)
2074  GCTCTGATACCA 50 2217 ACTTGGATGTCGATACCA 52
2075 CTCATGATGCCA 50 2218 CTCCAGCTCCGATTACCA 51
2076 GCTCCGATGCCA 60 2219 GAACTTATGCCGATACCA 53
2077 CTCACGATGCCA 55 2220 ACCTGGCTCATGATGCCA 57
2078 GCGGAGTCGCCA 63 2221 ACCTAGCTCACGATGCCA 57
2079 AGGTGGGCGCCA 65 2222 ACTTGGATGCCGATACCA 53
2080 CAGACGGCGCCA 63 2224 ATCCTGGCAATGGAACCA 55
2081  GCAACGGCGCCA 65 2225 AGCATAGCTTTGATACCA 55
2083  CTTCTAGCGCCA 55 2226 CGGTGACCTTTGATACCA 53
2085  ATGCCGATACCA 53 2228 CATTGGCTCTTGATACCA 53
2087  GCAATGGAACCA 52 2229 CGACCTGTTCTGATACCA 52
2095 GCTCGGATACCA 53 2230 TCTAGGCGTCTGATACCA 53
2374  CCCAGCAAACCA 53 2231 ACTTGGATGCTGATACCA 52
2375 ~ TCGCATCAACCA 50 2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 55
2376 TAGATGGCACCA 52 2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA 55
2377 ACGAAGGGACCA 53 2238 ACCTAGCTCATGATGCCA 55
2378 GGTCCTCATCCA 53 2239 ACCTAGGCTCGGATGCCA 55
2379  TCCAGAGATCCA 50 2240 AACCTGGCTCAGATGCCA 55
2380 CAACCTGATCCA 52 2241 ACCTAGCTCATCATGCCA 55
2381  GTCCATCTTCCA 50 2242 GCCCCATGGTGGGCGCCA 57
2382  TGTTGGCTTCCA 52 2243 AGTCAGGCTCTGTTACCA 55
2383  GCATGGCCTCCA 53 2244 GGAAGGCTCTGATTACCA 50
2384  GTAATGGGTCCA 50 2245 GAGGTGGCTCTTATACCA 50
2385 CCATTGGGTCCA 50 2246 ACTAGGCTCTGTATACCA 50
2386  CTGATCAACCCA 52 2249 AACCGACCTCTGATACCA 51
2387 GCGCAATACCCA 52 2251 GAACAGGCGATGATACCA 53
2388  TTGGAAGACCCA 50 2252 TCATGGCTCATGATACCA 52
2389  ACATCCTTCCCA 52 2253 TCGAGGCTCTAGATACCA 51
2390 GCAACAACCCCA 55 2255 GCGTGTGCTCTCATACCA 52
2391  ATCTGTCAGCCA 52 2256 GACCTAGCTCTAATACCA 51
2392  TAGATGGTGCCA 50 2257 CTCTCAATGAAAGCACCA 52
2393  TACGGTACGCCA 50 2295 AGAACGGCTCTGATACCA 60
2394  GAGCCTAGGCCA 55 2298 AGAAGAGCTCTGATACCA 60
2270  ACCTGGCGTGCCA 65 2373 GAACTTGCTCCGATGCCA 51
2271 GGCTCGGATGCCA 60 2395 TCCCCAGCGGAGTCGCCA 53
2272 GGCTCAGATGCCA 55 2398 GAACCCTTGCCGATACCA 51
2273 GCTCATCATGCCA 55 2399 AAACTGGCAACGGCGCCA 52
2274 ATGGTGGGCGCCA 65 2400 CCCCTCCTTCTAGCGCCA 51
2276  ACCTCTGATACCA 50 2401 AGTTAAGCTTTGATACCA 53
2277  GGCGATGATACCA 50 2402 TCTAAGCTCTTGATACCA 52
2278  GCTCATGATACCA 50 2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA 60
2279  AATGAAAGCACCA 50
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Cizelge 3.3°de verilen 83 primerde Daucus tiir/genotiplerinde PZR iiriinii ve
polimorfizm verenlerin tespiti i¢in rastgele segilen 4 adet tiir/genotipte PZR yapilmistir.
Polimorfizm gdsteren 24 primer tiim Daucus tiir/genotiplerinde her biri iki tekrarh
olacak sekilde molekiiler karakterizasyon yapmak ic¢in kullanilmistir. Reaksiyonlar
Thermal cycler cihazinda (Applied Biosystems-Veriti) gerceklestirilmistir. PZR
reaksiyonlart her tiip i¢in 25 pl olacak sekilde ayarlanmistir (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. iPBS retrotranspozon markirinda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu

bileseni

PZR Bileseni Kullanilan miktar (ul)

dH,0 1153 (12-13 niikleotid primerleri i¢in) 13.53 (18
niikleotid primerleri i¢in)

Primer (5mM) S5ul primer (12-13 niikleotid primerleri i¢in) veya 3ul (18
niikleotid primerleri i¢in)

Taq Buffer 2

MgCl, (25mM) 2.45

dNTP (2.5mM) 2

TagPolimeraz (5UFermentas) 0.2

gDNA (25 ng/ pul) 2

Toplam reaksiyon hacmi 25

Biitin PZR bes basamakta gergeklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyon
basamaklar1 ve detaylar1 Cizelge 3.5. 'de verilmistir.

Cizelge 3.5. 1iPBS retrotranspozon i¢in PZR dongiisii

Basamaklar Sicaklik/Siire/Dongii

On Denatiirasyon 95°C/ 4 dk / 1 dongii

Denatiirasyon 95°C/ 15 sn /30 dongii

Yapisma 50-65°C/ 1 dk / 30 dongii (primere bagli olarak
degismek iizere)

Uzama 68°C/ 1 dk / 30 dongii

Son Uzama 72°C/ 5 dk /1 dongii

Bekleme +4 °C

3.2.6. Agaroz jel elektroforezi

iPBS analizleri i¢in elde edilen PZR fiiriinleri 1xTAE tampon ¢ozeltisi
kullanilarak %2’lik agaroz jelde 120 V / 4 saat kosularak ylriitiilmiistiir. Ayrisan
bantlarin buyiikligi 200-20000 baz ¢ifti araliginda DNA markir1 (ThermoFisher,
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ZipRuler Express DNA Ladder) kullanilarak belirlenmistir. Jel goriintiileri 0.5 pg/ml
konsantrasyonda ethidium bromit ile boyanmis ve UV altinda fotograflari ¢ekilerek elde

edilmistir.
3.2.7. Verilerin degerlendirilmesi

Her bir iPBS retrotranspozonlar i¢in ¢ogaltilan PZR iriinlerinin jel goriintiileri
incelenerek parlak ve digerlerinden net sekilde ayrilmis bantlar skorlanmis, zayif bantlar
yapay bantlarin skorlanmasini 6nlemek i¢in dikkate alinmamustir. Bantlar ikili skorlama
sistemine gore bant varliginda 1 yoklugunda 0 olarak siniflandirilmis ve Jaccard (1987)
genetik mesafe katsayisi kullanilarak UPGMA metoduna gore soyagaci c¢izilmistir.
Cogaltilan her bir iPBS retrotranspozon markir1 i¢in toplam bant sayisi, polimorfik bant
sayist hesaplanmistir. Polimorfizm bilgi igerikleri (PIC, Polymorphism Information
Content) Laborda ve ark. (2005)'na gore yapilmustir. Ikili genetik uzaklik (GDj) matriksi
R istatistiksel bilgisayar programinda Jaccard katsayist (Jaccard, 1987) kullanilarak
hesaplanmistir.  Genotipler arasindaki uzaklik Jaccards benzerlik katsayisi alinarak
hesaplandiktan sonra UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)

ile dendrogram olusturulmustur.

3.2.8. Popiilasyon yapis1 analizi

Popiilasyon yapisit analizleri STRUCTURE v.2.3.4 (Pritchard ve ark. 2000)
yazilimi ile admixture modeline gore elde edilmisti. STRUCTURE programina
poplilasyon numaralari1 (K), her biri her lokustaki bir allel setinin frekansi karakterize
edilerek girilmistir. Popiilasyon numaralar1 (K) karigtirillmis ve iliskilendirilmis allel
frekanslarinin karakterize edilmesi modeline gore 1-10 arasinda secilmistir. Her bir
deger i¢in bagimsiz 10 tekrarlama [50,000 Burn-in periods ve 150,000 MCMC (Monte
Carlo Markov Chain) (Evano ve ark., (2005)] ile farkli K degerleri (1°’den 10’a kadar)
test edilmistir. Ardistk K degerleri arasindaki verilerin logaritmik olasiliklarindaki
degisim, dogru alt popiilasyon numarasini tespit etmek i¢in kullanilan STRUCTURE
programinin ¢iktilarindan elde edilmistir. Structure Harvester kullanilarak Delta K (AK)

yontemine gore en uygun K degeri (alt popiilasyon sayisi) belirlenmistir.



4. BULGULAR VE TARTISMA

Diinyanin farkli bolgelerinden 7 Daucus tiiriine mensup 17 genotipe ait tohumlar
2:1 oraninda hazirlanmis torf:perlit ortamina ekilmis ve yeterli gercek yaprak elde
edilinceye kadar gerekli bakim islemleri yapilmistir. Tiirler aras1 genetik varyasyonun
belirlenmesi ve genotipler arasi genetik iliskilerin belirlenmesi amaciyla yapilan
molekiiler karakterizasyonda, Kalendar ve ark. (2010)’nin gelistirdigi ve evrensel olarak
tanimlanan iPBS retrotranpozon markirlari ilk kez Daucus tiirlerinde kullanilmistir.

Bu amacla 83 primer 4 farkli tiirde 6n taramaya tabi tutulmustur. On tarama
sonucunda 83 primerden 24 tanesi skorlanabilir PCR {iriinii vermis ve 17 genotipte
genetik karakterizasyon i¢in kullanilmistir (Cizelge 4.1). Her bir genotip icin ikiser
tekerriir yapilarak deneysel hatalar en aza indirgenmeye calisilmistir. Caligmada
kullanilan 24 iPBS retrotranspozon primerlerine ait baz1 PZR jel goriintiileri Sekil 4.1,
4.2 ve 4.3 te verilmistir.

Daucus tiirlerinde kullanilan 24 iPBS retrotranspozon primeri ile toplam 201
bant iiretilmis ve bunlardan 200 tanesinin polimorfik oldugu saptanmistir. Primer basina
ortalama toplam skorlanan bant sayis1 8.4 ve primer basina ortalama polimorfik bant
sayist 8.3 olarak hesaplanmistir. Toplam bant sayis1 bakimindan iPBS retrotranspozon
primerleri karsilagtirildiginda; en yliksek bant sayis1 12 adet ile iPBS2277
retrotranspozon primerinden, en diisikk bant sayis1 iPBS2238, iPBS2251 ve iPBS2388
retrotranspozon primerlerinden elde edilmistir (Cizelge 4.1). iPBS retrotranspozon
primerleri polimorfizm orani bakimindan incelendiginde, iPBS2388 primeri (%80)
disinda timiiniin %100 oldugu saptanmustir (Cizelge 4.1).

Polimorfizm bilgi igerigi (PIC) degerleri incelendiginde en diisiik deger 0.74 ile
iPBS2388 primerinden, en yiiksek degerler ise 0.97 ile iPBS2374, 0.96 ile iPBS2095 ve
IPBS2390, 0.95 ile iPBS2074 ve iPBS2220, 0.94 ile iPBS2272, iPBS2395 ve iPBS2228
primerlerinden elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda elde edilen en yiiksek ve en diisiik
PIC degerleri, Maksylewicz ve Baranski (2013)'nin SSR markirlar1 ile kiiltiir
havuglarinda yaptiklar genetik farklilik ¢aligmasinda GSSR ig¢in 0.53 ile 0.85 arasinda,
DCM markirlari i¢in 0.46 ile 0.83 arasinda rapor etikleri PIC degerlerinden daha yiiksek

bulunmustur. Bu calismada dominant markir olan iPBS’den elde edilen ortalama PIC
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degeri 0.89 iken, Maksylewicz ve Baranski (2013)’nin kodominant markir kullandiklar
calismada ortalama PIC degeri 0.56, Baranski ve ark. (2012) ile Clotault ve ark.
(2010)’nin ¢alismalarinda ortalama PIC degeri 0.6 olarak rapor edilmistir. Grzebelus ve
ark., (2013) tarafindan dominant bir markir teknigi olan DArT kullanilmis ve ortalama
0.34 PIC degeri elde edilmistir.

Sekil 4.2. iPBS 2230 primeri kullanilarak elde edilen PZR jel goriintiisii.



Sekil 4.3. iPBS 2373 primeri kullanilarak elde edilen PZR jel goriintiisii.
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Cizelge 4.1. Daucus genotiplerinde taranan 24 iPBS primerin sekans dizilimi, yapigsma

sicakligi, toplam skorlanan bant sayisi, polimorfik bant sayisi, %
polimorfizm ve polimorfizm bilgi igerigine ait degerler.
Markir Dizilis At(°C) Bant Sayisi P% PIC
Toplam Polimorfik
Bant Bant

iPBS2095 GCTCGGATACCA 53 9 9 100 0.96
iPBS2229 CGACCTGTTCTGATACCA 52 9 9 100 0.90
iPBS2230 TCTAGGCGTCTGATACCA 53 7 7 100 0.79
iPBS2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 55 10 10 100 0.82
iPBS2239 ACCTAGGCTCGGATGCCA 55 8 8 100 0.76
iPBS2238 ACCTAGCTCATGATGCCA 55 5 5 100 0.86
iPBS2249 AACCGACCTCTGATACCA 51 10 10 100 0.82
iPBS2251 GAACAGGCGATGATACCA 53 5 5 100 0.84
iPBS2252 TCATGGCTCATGATACCA 52 7 7 100 0.91
iPBS2253 TCGAGGCTCTAGATACCA 51 9 9 100 0.88
iPBS2256 GACCTAGCTCTAATACCA 51 7 7 100 0.89
iPBS2272 GGCTCAGATGCCA 55 10 10 100 0.94
iPBS2277 GGCGATGATACCA 50 12 12 100 0.92
iPBS2373 GAACTTGCTCCGATGCCA 51 11 11 100 0.89
iPBS2383 GCATGGCCTCCA 53 9 9 100 0.84
iPBS2388 TTGGAAGACCCA 50 5 4 80 0.74
iPBS2395 TCCCCAGCGGAGTCGCCA 53 8 8 100 0.94
iPBS2400 CCCCTCCTTCTAGCGCCA 51 8 8 100 0.93
iPBS2375 TCGCATCAACCA 50 10 10 100 0.92
iPBS2374 CCCAGCAAACCA 53 9 9 100 0.97
iPBS2390 GCAACAACCCCA 55 9 9 100 0.96
iPBS2074 GCTCTGATACCA 50 8 8 100 0.95
iPBS2220 ACCTGGCTCATGATGCCA 57 8 8 100 0.95
iPBS2228 CATTGGCTCTTGATACCA 53 8 8 100 0.94
Toplam 201 200

Ortalama 8.4 8.3 99.2 0.89

At: baglanma sicaklifi, P%: yiizdelik polimorfizm, PIC: polimorfizm bilgi icerigi
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Ipek ve ark. (2016), Eregli bolgesinde yetisen mor havug popiilasyonundaki
genetik varyasyonu belirlemek igin kullandiklart 18 SSR primerinden toplamda 106
SSR alleli ¢ogaltilmistir. SSR basina polimorfik allel sayis1 1 ile 14 arasinda degisirken,
polimorfizm bilgi igerigi 0.29 ile 0.85 arasinda hesaplanmistir. STRUCTURE analizleri
Eregli bolgesinde iiretimi yapilan mor havug genotiplerinin belirgin iki farkl
poplilasyondan olustugunu gostermistir. Yildiz ve ark., (2015) bamyada yapmis
olduklar1 bir karakterizaston ¢alismasinda, PIC degerinin retrotranspozon markirlarinda
0.12 ile 0.97, SSR markirlarinda 0.52 ile 0.81 arasinda degistigini belirlemis, ayrica
ortalama PIC degerlerinin sirastyla 0.66 ve 0.62 oldugunu tespit etmislerdir. Bu tez
calismasinda elde edilen PIC degerlerinin (0.74 ile 0.97) yiiksek ¢ikmasi farkl: tiirlerin
calismada kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu sonug¢ ayrica iPBS retrotranspozon
markirlarinin Daucus tiirlerini ayirma giiciiniin yiiksek oldugunu géstermektedir.

IPBS retrotranspozon markir tekniginden elde edilen veriler ile hesaplanan
benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA metodu ile olusturulan dendrogram Sekil
4.4’de verilmistir. Daucus tiirleri A ve B olmak {izere iki ana gruba ayrilmistir. A
grubunda D. carota genotipleri toplanmisken B grubunda diger Daucus tiirleri yer
almistir. A grubu iki alt gruba ayrilmis ve bir grupta sadece Daucus46M yer almistir.
Daucus46M genotipi diger Daucus carota genotiplerinden farkli olarak turuncu kok
yapisina sahiptir. A grubunun ikinci alt grubu yine iki alt gruba ayrilmis ve bir grubunda
sadece Daucusl2 numarali Yunanistan orijinli D. setulosus yer almaktadir. D.
setulosus’un D. carota’larla ayni grupta yer almasinin Daucus tiirleri arasinda meydana
gelen tozlanmalardan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Daucus44 numarali tamamen
mor renkli koke sahip olan Eregli orijinli genotip diger mor renkli kok yapisina sahip D.
carota genotiplerinden ayr1 bir grupta yer almistir. Daucus41 ve Daucus42 numarali ve
sirasiyla Suriye ve Cin orijinli dig1 ince mor i¢i sari/turuncu olan genotipler ayni kiiglik
alt grupta yer almistir. B grubu iki alt gruba ayrilmis ve birinci alt grupta Daucus34,
Daucus39 ve Daucus40 numarali D. pusillus’a ait genotipler toplanmistir. B grubunun
ikinci alt grubunda ise Daucus8 ve Daucusl1 numarali D. guttatus’a ait genotipler D.
maricatus ile ayni grupta fakat ayr1 kiiiik bir grupta yer almigtir. D. guttatus complex’i
karmasik bir yapiya sahiptir. D. muricatus ve D. guttatus’un aymi alt grupta yer

almasinin dzellikle Israil ve diger bazi Orta Asya’ya ait D. guttatus tohumlarinin D.
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muricatus gibi biiylik ve benzer tohum yapilarina sahip olmasindan kaynaklandigini
diistinmekteyiz.

Braden ve ark. (2002), kiiltiir havucu (Daucus carota L.) ve kiiltiir havucuna
akraba yabani formlardan olusan 124 genotipte AFLP ve ISSR markirlar1 kullanarak
yaptiklar1 c¢alismada havug bitkisinde genis bir g¢esitliligin bulundugunu ortaya
koymustur. Arastirmada kiiltiir havucu ile yabani Daucus carota alt tiirleri birbirlerini
tozlamalarma karsin, ayr1 gruplarda dagilim gostermislerdir. Bunun nedeninin kiiltiir
havuglarinda yapilan seleksiyon oldugunu ve her iki grup arasindaki gen gecisinin
engellenmesi oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde bu tez ¢alismasinda kiiltiir havuglari
ve Daucus tiirleri iPBS markir teknigi kullanilarak olusturulan dendrogramda iki farkl
ana grupta yer almistir. Kiiltiir gesitleri ile yabani havug tiirleri arasinda her ne kadar
tozlanmalar olsa bile morfolojik o6zelliklere gore yapilan seleksiyonlar kiiltiir
havuglarini yabani alt tiirlerden ayirmaktadir.

Dogu ve Orta Akdeniz bolgesinde yaklasik 13 tiir oldugu kabul edilmektedir
(Saenz Lain, 1981). Bunlar igerisinde D. guttatus Sm., D. bicolor Sm., D. setulosus
Guss ex DC., ve D. broteri Ten. morfolojik olarak benzer grup olan D. guttatus
complex’inde yer almaktadir (Martinez-Flores ve ark., 2012). D. carota complex’i
Apiaceae igerisinde en degisken grup olarak kabul edilmesine ragmen D. guttatus
complex’i ¢ok karmasiktir ve simdiye kadar taksonomik olarak ger¢ek anlamda
cozillememistir (Arbizu ve ark., 2014). Tez ¢alismamizda Daucus tiirlerinin benzer
grupta yer alma nedeninin Daucus tiirleri arasinda tozlanmalarin olmasi ve genetik
olarak bir bariyerin bulunmamasindan kaynakli olabilecegini diistinmekteyiz.

St. Pierre ve ark. (1990), 32 iilkeye ait D. carota complex’ine ait 168 genotipte
isozimlerle bir ¢aligma yapmis ve birbirlerinden ayrilmadiklarini rapor etmislerdir.
Nakajima ve ark. (1998), AFLP ve RAPD molekiiler markir teknikleri kullanarak
yaptiklar1 bir ¢calismada tiim D. carota genotiplerinin bir grup i¢inde toplandiklarini
belirtmislerdir. Shim ve Jorgewnsen (2000), yabani ve kiiltiir havuglarinin AFLP
molekiiler markir teknigi ile farkli gruplara ayrildigini gostermislerdir. Lee ve Park
(2014), D. sahariens, D. syrticus ve D. gracilis’in D. carota’ya en yakin akrabalar
olabilecegini belirtmislerdir.

Daucus’un filogenetik yapisini ¢ikarmak i¢in Spooner ve ark. (2013), sekiz

niikleer ortolog geni kullanmislardir. Bu ¢alismada D. carota ve D. capillifolius'un (D.
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carota subsp. capillifolius (Gilli) Arbizu) ve D. syrticus'un yakindan iligkili oldugu
fakat alt tiirlerin ayrilmasinda etkisiz kaldigi rapor edilmistir. Arbizu ve ark. (2014),
yeni nesil sekanslama teknolojisi ile elde edilen 94 niikleer ortolog kullanmis ve D.
syrticus dahil Daucus tiirlerini ayirt edebilmislerdir. Calismada D. guttatus complex’in
tic gruba ayrildigi belirtilmistir. Arbizu ve ark. (2016), 10 niikleer ortolog kullanarak D.
guttatus complex ve iliskili tiirlerin filogenetik analizini yapmislar ve molekiiler agacin
D. guttatus complex’ine ait genotiplerini birgok grup i¢in yiiksek ¢oziiniirliigli olan dort
gruba ayirmistir. Arastirmacilar bu dort grubu D. bicolor, D. conchitae, D. guttatus ve

D. setulosus olarak tanimlamiglardir.

Ty
o
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3
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D, carota

Sekil 4.4. Jaccard katsayisi kullanilarak elde edilen matris ile olusturulan Daucus
tiirlerine ait dendogram.

iPBS DNA analizleri kullanilarak 17 Daucus tiir/genotipte Jaccard’a gore
hesaplanan genetik mesafeler incelendiginde birbirine en uzak genotipler 0.95 ile

Daucus46M ve Daucus40, 0.91 ile Daucus46M ve Daucus34 numarali genotipler
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oldugu goriilmektedir. Birbirine en yakin genotipler ise 0.23 ile Daucus39 ve Daucus34,

0.47 ile Daucus39 ve Daucus40 numarali genotipler oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. IPBS verileri kullanilarak 17 Daucus tiir/genotipte Jaccard’a gore elde edilen genetik mesafe tablosu.

Genotip {dau_ 2 dau 3 dau 5 dau 8 dau 11 dau 12 dau 33 dau 34 dau_39 dau 40 dau 41 dau_42 dau 43 dau 44 dau 45 46_M
dau_3 |0.808

dau 5 |0.739 0.813

dau_ 8 |0.794 0.828 0.756

dau_11 |0.800 0.796 0.779 0.655

dau_12 |0.774 0.810 0.730 0.869 0.844

dau_33 |0.831 0.843 0.810 0.797 0.747 0.794

dau_34 |0.816 0.802 0.786 0.800 0.773 0.785 0.798

dau_39 |0.802 0.776 0.783 0.807 0.802 0.792 0.794 0.229

dau 40 {0.896 0.759 0.815 0.831 0.835 0.819 0.817 0538 0.474

dau_41 |0.821 0.870 0.867 0.892 0.845 0.714 0800 0.846 0.810 0.850

dau_42 |0.853 0.865 0.862 0.875 0.818 0.716 0.797 0.822 0.796 0.817 0.507

dau_43 |0.845 0.844 0865 0.854 0.760 0.671 0.756 0.836 0.811 0.849 0.636 0.571

dau_44 |0.780 0.875 0.831 0.818 0.874 0.733 0.833 0.871 0.840 0.882 0.656 0.636 0.686

dau_45 |0.802 0.835 0.832 0821 0.778 0.731 0.731 0.785 0.759 0.753 0.663 0.617 0519 0.585

46 M |0.842 0.889 0.836 0.838 0.857 0.821 0800 0.910 0.890 0954 0.787 0.785 0.754 0.660 0.761

46 H 0.730 0.786 0.781 0.796 0.856 0.618 0.779 0.786 0.761 0.798 0588 0.561 0.667 0.639 0565 0.746
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Tez kapsaminda kullanilan 17 Daucus tiir/genotipinin popiilasyon yapisi
STRUCTURE analizi yapilarak belirlenmeye caligilmistir. Delta K kriteri kullanilarak
17 Daucus tiir/genotipi iki gen havuzu (iki alt popiilasyon) olusturmustur (Sekil 4.5).
Sekil 4.5’ten de anlasilacagi iizere 17 Daucus tiir/genotipi iki farkli popiilasyondan
olugmaktadir. En yliksek Delta K degeri 3.536.558 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.3.).
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Sekil 4.5. Daucus tiirlerinin genetik popiilasyonunun yapi analizinin semasi (K=2).
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Cizelge 4.3. Structure analizinde hesaplanan Delta K degerleri
K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |Ln"(K)| Delta K
1 10 -1.805.630.000 2.492.232 — — —
2 10 -2.632.100.000 1.302.379.424 -826.470.000 4.605.940.000 3.536.558
3 10 -8.064.510.000 4.580.957.503 -5.432.410.000 4.683.280.000 1.022.336
4 10 -8.813.640.000 5.358.906.509 -749.130.000 1.912.850.000 0.356948
5 10 -11.475.620.000 6.148.661.312 -2.661.980.000 2.143.100.000 0.348547
6 10 -11.994.500.000 4.085.055.014 -518.880.000 828.360.000 0.202778
7 10 -13.341.740.000 3.897.554.485 -1.347.240.000 1.776.600.000 0.455824
8 10 -12.912.380.000 3.878.373.595 429.360.000 1.766.820.000  0.455557
9 10 -10.716.200.000 5.696.094.641 2.196.180.000 2.157.630.000 0.378791
10 10 -10.677.650.000 6.187.721.696 38.550.000 — —




5. SONUC

Havug en ¢ok tiiketilen bitkiler arasinda yer almakta, c¢esitli tiiketim sekillerinin
bulunmasi ve saglik agisindan 6nemli bir besin kaynagi olmasi nedeni ile tiikketim hacmi
her gecen giin daha da artmaktadir. Her bitkide oldugu gibi havug bitkisinde de 1slah
yolu ile bitki ozellikleri gelistirilmektedir. Kiiltiirii yapilan bitkilerin 1slahi i¢in yabani
tiirler ¢ok 6nemli genetik kaynaklardir. Bu kaynaklari 1slah siirecinde kullanmak igin
genetik cesitliligin bilinmesi faydali olmaktadir. Yapilan bu tez ¢alismasinda Daucus
cinsine ait 7 tiirden toplam 17 genotipte havugta daha 6nceden kullanilmamis olan iPBS
molekiiler markir sisteminin Daucus'ta genetik ¢esitliligi tespit etmedeki etkinligi
arastirilmistir. Yedi Daucus tiiriine ait 17 genotipte kullanilan 24 polimorfik iPBS
primeri ile toplam 201 skorlanabilir bant elde edilmistir. Primer basma ortalama
polimorfik bant sayis1 8.3 ve en yliksek bant sayis1 (12 bant) iPBS2277, en diigiik bant
sayist (5 bant) iPBS2238, iPBS2251 ve iPBS2388 numarali primerlerden elde
edilmistir. En disiik PIC degeri 0.74 (iPBS2388) olarak ve en yiiksek PIC degeri 0,97
(iPBS2374) ve ortalama PIC degeri 0.89 olarak hesaplanmisgtir. En diisiik ve en yiiksek
genetik uzakliklar sirast ile 0.23 (D. Pusillus, Oregon/ABD ve D. Pusillus Florida,
Uruguay) ve 0.95 (D. Carota, Kahramanmaras/Tiirkiye ve D. Pusillus, California/ABD)
olarak gozlenmistir. iPBS retrotranspozon markir teknigi kullanilarak elde edilen veriler
ile hesaplanan Jaccard benzerlik indeksinden yararlanilarak UPGMA metodu ile
olusturulan dendrogramda iki ana grup olusmustur. Birinci grup Daucus carota
genotiplerini igerirken ikinci grup diger Daucus tiirlerinden olusmustur. Daucus carota
genotipleri icerisinde turuncu kok rengine sahip 46M numarali genotip kok bolgesinde
mor rengi iceren diger Daucus carota genotiplerden ayrilmistir. Daucus tiirlerinin
bulundugu grupta D. pusillus tiirleri kiigiik bir grupta toplanmustir. Elde edilen sonuglar,
iPBS molekiiler markir sisteminin Daucus tiirlerinde genetik ¢esitliligi belirlemede

basaril bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.
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- Alintilar harig,

- Tezden ¢ikan yayinlar harig,

- 7 kelimeden daha az drtiisme igeren metin kisimlart harig (Limit inatch size to 7 words)
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Geregini bilgilerinize arz ederim.
S5 f0- 20/

Tarih ve Tmza

Adi Soyadi: Gokhan SADIK
Ogrenci No: 159101024

Anabilim Dali: Tarimsal Biyoteknoloji

2 =111 SRR E R ELLLEE A
Statiisti; Y. Lisans O Doktora O
DANISMAN ONAYI ENSTITU ONAYI
UYGUNDUR UYGUNDUR

L}

o '
Dog. Dr. Méejtap YILDIZ (Unvan, Ad Soyad, Imza)




