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OZET

BAZI PAMUK CESITLERININ ISSR MARKORLERI ile
KARAKTERIZASYONU

Bu c¢alismada, kiiltiirii yapilan 30 pamuk ¢esidi (Gossypium hirsutum L.)
arasindaki genetik iliskinin ISSR yontemi kullanilarak belirlenmesi hedeflenmistir. 30
pamuk ¢esidinde polimorfizmin belirlenmesi amaciyla 24 ISSR primeri 8 pamuk
genotipinde test edilmistir. Primerlerin yalnizca 9 tanesi PCR firiinii olusturmus ve
sonraki ¢aligmalar bu primerlerle slirdiiriilmiistiir. Secgilen 9 adet ISSR primeri 30 adet
pamuk genotipinde toplam 41 bant olustururken bu bantlardan ortalama 22.3 tanesinin
polimorfik oldugu saptanmis, primer bagina polimorfik bant sayis1 ortalama 2.5 olarak
gerceklesmistir. Arastirmada kullanilan tiim primerler pamukta polimorfik bant
iretirken, polimorfizm orani primerlere bagl olarak % 6 ile % 89 arasinda degisim
gostermistir. ISSR primerlerine iligkin polimorfik bilgi icerigi degerleri 0.19 ile 0.68
araliginda degisim gostermistir. Genotipler arasi ortalama Jaccard benzerlik katsayisi
0.77 olarak bulunurken, UPGMA kiimeleme analiz sonucu 30 pamuk ¢esidi genetik
yakinlik agisindan 2 ana kiimeye ayrilmistir.

2015, 44 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pamuk, Gossypium hirsutum L., genetik ¢esitlilik, ISSR.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION of SOME COTTON VARIETIES USING ISSR
MARKERS

This study was conducted to determine the genetic diversity in 30 cotton cultivars
extensively cultivated in Turkey by using ISSR DNA molecular markers. To investigate
the genetic diversity in 30 cotton varieties by ISSR molecular marker, 24 ISSR primers
were screened in 8 varieties. 9 of 24 which is produced a PCR product were selected
according their polymorphism level. These ISSR primers totally produced 41 bands, and
22.3 were polymorphic. The percentage of polymorphic bands per primer was detected
as 2.5. The rate of polymorphism depending on the primers ranged between 6% and
89%. Average polimorphism information content was 0.41, with minimum PIC 0.19
and maximum PIC 0.68. While the Jaccard similarity coefficient between the genotypes
was detected as 0.77, 30 cotton varieties were groupped within two main clusters in
respect to genetic similarity according to UPGMA analyses.

2015, 44 pages

Keywords: Cotton, Gossypium hirsutum L., genetic diversity, ISSR.
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1. GIRIS

Pamuk, gerek iilkemizde gerekse de diinyada tekstil sanayinin en Onemli
hammaddelerindendir. Pamuk, lifi yaninda gida ve yem iriinlerinin {iretimi i¢in
yetistirilen onemli bir bitkidir. Lifleri yanisira, tohumlarindan elde edilen yag: ile de
onemli bir bitkidir. Pamuk yagi, yerel olarak, kizartma ve yemeklerde kullanildig1 gibi
endiistriyel olarak margarin, mayonez, salata ve yemeklik yag, sabun, kozmetik,
yaglayic1 madde, siilfolanmis yag ve koruyucu kilif bir dizi {riiniin islenmesinde de
kullanilir (Mert, 2009).

Ulkemizde 2008-2012 yillar1 arasinda ortalama 485 bin ha alandan; 4 milyon ton
pamuk (cigit+kiitlii+lif) iiretimi gerceklesmistir. Ulkemiz toplam pamuk {iretiminin
%57°si Giineydogu Anadolu Bélgesinde gergeklesmektedir (TUIK, 2014b). Ulkemiz,
diinya pamuk iiretimi siralamasinda Cin, Hindistan, ABD, Pakistan, Brezilya ve
Ozbekistan’in arkasindan 7. sirada yer almaktadir (FAO, 2014).

Diger tiirlerde oldugu sekilde pamuk yetistiriciliginde, birim alandan yiiksek
verim ve daha kaliteli iirlin elde etmek ve {iretim masraflarin1 da azaltmak onemlidir.
Birim alandan alinacak {iriintin miktarin1 ve kalitesini, yetistiriciligi yapilan cesidin
genetik potansiyeli, yetistirildigi ¢evre kosullar1 ve uygulanan tarim teknikleri ile bunlar
arasindaki etkilesim belirlemektedir.

Biitlin 1slah yontemlerinin ve projelerinin en 6nemli amaglarindan biri, farkli
kosullara genel uyum saglayan cesitleri gelistirmektir. Bu amaca ulagsmak i¢in ¢esitler
birden fazla y1l veya lokasyonda yetistirilmektedir. Ancak, ortaya ¢ikan genotip x ¢evre
interaksiyonu c¢esit performansinin belirlenmesini zorlastirmaktadir. Genotip x cevre
interaksiyonu, farkli ¢evrelerde cesit siralanmalarinin farkli oldugunu gdstermektedir.
Bu nedenle, c¢esit performansini belirlemek igin birgok istatistiki modeller
gelistirilmistir (Mert, 2009).

Pamuk 1slahinda, lif verimi ve kalitesinin 6n planda tutulmasi, tohum kalitesine
ilginin azalmasma neden olmaktadir. Yag igerigi, glandsizlik veya diisiik gossypol
icerigi, dnemli tohum kalite 6zellikleridir. Glandsizlik, genellikle lif verimi ve kalitesini
etkilememekte, ancak bazi zararlilara karsi pamuk bitkilerinin hassaslagsmasina neden

olmaktadir. Glandsizlik, pamuk yagiin yemeklik degerini yiikseltir. Bu nedenle, tohum



kalitesi de 1slah programlarinda gbéz Oniinde bulundurulmas: gereken seleksiyon
Olciitleri arasinda yer almalidir (Mert, 2009).

Bitki 1slahgilari, verim potansiyelinin smirli oldugu yerlerde, erkenciligi
artirmak ve bitki gelisimini sinirlamak isterler. Erkencilik, ¢ok yillik pamuk bitkisinin
verimini, tek yillik ekim sistemleri i¢cinde maksimize etmek i¢in gerekli bir 6zelliktir.
Ayrica, erkencilik tiretim girdilerini azaltmak, iklim kosullarinin olumsuz etkilerinden
sakinmak ve ikinci iirlin sistemlerini kolaylastirmak i¢in arzu edilen bir Ozelliktir
(Kohel, 1989).

Elektroforetik analizler genetik kaynaklara ulasilmasinda, genotipler arasi
farklarin gosterilmesinde olduk¢a giiglii ve ucuza mal olan tekniklerdir ve ozellikle
gelismekte olan iilkelerde direkt DNA veya RNA seviyelerindeki ¢alismalardan ziyade
bu yontemin tercih edilmesi daha avantajlidir. Ayrica bu yontemler bize; sayist gittikce
artan gesitlerin safligimi gostermek, c¢esitler arasi tanimlama yapmak, biyosistematik
analizlere yardimci olmak, tiirlerin filogenetik iliskilerini ortaya c¢ikarmak, genetik
cesitlilik hakkindaki bilgileri arttirarak evrime destek saglamak konularinda da yardime1
olur (Peirce ve Brewbaker, 1973; Gorman ve Kiang, 1977; Cardy ve Beversdorf, 1984;
Hamrick ve ark. 1991; Sammour, 1991).

Morfolojik ve biyokimyasal markirlarin (isaretleyicilerin) yerine son zamanlarda
cesitlerin karakterizasyonunda DNA isaretleyicileri kullanilmaya baslanmistir. Bitkiler
arasindaki genetik iligkileri ortaya ¢ikarmak igin ilk olarak RFLP yontemi kullanilmistir
(Tanksley ve ark., 1989). Fakat bu yontem kisa siirede ¢ok Ornegin incelenmesine
olanak saglamadigindan ve maliyetinin ¢ok yiiksek olmasindan dolayi, PCR'a dayali
molekiiler isaretleyicilerin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Bunlardan bazilari, AFLP
(Amplified Fragment Length Polimorphisms), RAPD (Random Amplified Polimorphic
DNAs), SSR (Simple Sequense Repeats) ve ISSR (Intersimple Sequense Repeats)’dir.
RAPD, AFLP, SSR ve ISSR teknikleri, kiiltiir bitkilerinde genetik c¢esitliligin
saptanmasinda yogun olarak kullanilmaktadir. Yapilan aragtirmalar sonucunda, maliyet
bakimindan RAPD ve ISSR teknikleri, polimorfizm oran1 bakimimdan AFLP ve SSR
isaretleyicileri, tekrarlanabilirlik bakimindan AFLP, SSR, ISSR ve RFLP
isaretleyicilerinin avantajli olduklari belirlenmistir. Bunlara ek olarak ¢alisilacak
laboratuvar olanaklart goz Onlinde bulunduruldugunda; RAPD, SSR ve ISSR

tekniklerinin radyoaktif madde kullanimmin olmadigi ve arastirma kosullarin sinirh



oldugu laboratuvarlarda rahatlikla kullanilabilecek yontemler oldugu bildirilmistir
(Belaj ve ark., 2003; Mignouna ve ark., 2003; Rana ve Bhat, 2004; Kwon ve ark.,
2004).

Pamuk tiir ve cesitlerini DNA diizeyinde belirlemek i¢in birgok molekiiler
yontem kullanilmistir (Pillay ve Myers, 1999; Chaudhary ve ark. 2010; Hussein ve ark.
2006). Tiir ve cesit ayrimlarinda, Onceleri izoenzim analizleri kullanilmis, fakat bu
yontem mutasyon ile olusan farkliliklar1 belirlemede yetersiz kalmistir (Roose, 1988;
Herrero ve ark., 1996). RFLP, pamukta tiir ve ¢esit ayriminda genom haritalamalarinda
uzun yilar oldukga etkili bir yontem olarak uygulanmigtir (Reinisch ve ark. 1994).
Ancak RFLP’de DNA’larin enzim ile kesilme gerekliligi, radyoaktif esasli olmasi,
uygulamadaki zorlugu ve pahaliligi alternatif bir metot olan PCR esasli RAPD
molekiiler tekniginin gelistirilmesine neden olmustur (Williams ve ark., 1990). RAPD
pamukta tiir ve c¢esit ayrimlarinda RFLP’ye gore daha kisa siirede etkili sonuglar
verebilmektedir (Zhang ve ark., 2008). DNA markorleri arasinda RAPD yontemi
oldukga basit, daha diisiik maliyetli, glivenilir ve en yaygin kullanilan yontemlerden biri
olup farkli pamuk cesitleri arasinda genetik benzerligin veya farkliligin ortaya
konmasinda olduk¢a uygundur (Preetha ve Raveendran, 2008; Sheidai ve ark., 2007,
Rana ve Bhat, 2005; Ghany ve Zaki, 2003; Lu ve Myers, 2002).

Zietkiewicz ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen dintikleotid, tetraniikleotid ve
pentaniikleotid tekrar dizilerine dayanan bazlara sahip primerlerin kullanildigi,
uygulama maliyetinin diger yontemlere nazaran diisiik oldugu, genotipleri birbirinden
ayirma giicliniin ise yiiksek olmasi 6zelligiyle bilinen ISSR (Basit Diziler Aras1 Tekrar)
teknigi; pamuk (Liu ve Wendel, 2001), ¢eltik (Qian ve ark., 2001), arpa (Sanchez ve
ark., 1996; Fernandez ve ark., 2002), misir (Kantety ve ark., 1995), bugday (Nagaoka ve
Ogihara, 1997) ve birgok kiiltiir bitkisinde tiir i¢i ve tiirler aras1 genetik ¢esitliligin tespit
edilmesinde basariyla kullanilmstir.

Bu ¢alisma; Tiirkiye’de gelistirilen 30 pamuk ¢esidini ISSR yontemi kullanarak
genetik benzerlik ve farkliliklar1 ortaya koymak ve cesit gelistirmede 1slah

programlarinin planlanmasina yonelik kaynak saglamak amaciyla gerceklestirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Multani ve Lyon (1995) tarafindan yapilan calismada, 12 gesit ve 1 ¢esit aday1
Gossypium hirsutum L. ile Gossypium barbadense L.’ye ait 1 pamuk ¢esidinde genetik
cesitlilik belirlenmeye c¢alisilmistir. 30 RAPD primeri kullanilarak yapilan RAPD
analizi sonucunda 14 gesitte toplam 453 DNA band: elde edilmistir. Elde edilen toplam
DNA bantlariin 69’u (%15.2) yalnizca Gossypium barbadense L.’ye, 128’inin (%33.3)
ise Gossypium hirsutum L. gesitlerine 6zgii oldugu tespit edilmistir.

Tatieni vd. (1996) yaptiklar1 ¢alismada, 19 pamuk (Gossypium hirsutum L. ve
Gossypium barbadense L.) genotipinde 80 primer kullanarak genetik g¢esitliligi
belirlemeye caligmislardir. Genotiplerde 53 primerden toplam 135 polimorfik bant elde
edilirken, 27 primer monomorfik bant vermistir. Genotipler arasindaki uzaklik 0.25-
2.05 arasinda degismistir. Genotipler, Gossypium hirsutum L. ve Gossypium
barbadense L. olmak iizere iki ana gruba ayrilmustir.

Igbal vd. (1997) tarafindan yapilan ¢alismada, 22 upland pamuk g¢esidi
(Gossypium hirsutum L.) ve 1 tane Gossypium arboreum L. ¢esidi olmak iizere toplam
23 ¢esit materyal olarak kullanilmistir. Analiz edilen 50 primerin, 49’unda polimorfik,
1’inde ise monomorfik bant vermistir. %89.1°1 polimorfik olan toplam 349 DNA band:
elde edilmistir. 17 pamuk (G. hirsutum L.) ¢esidi arasindaki benzerlik %81.51 ile
%93.41 arasinda degismektedir. Diploid Gossypium arboreum var. Ravi ise %55.7
benzerlik orani ile tetraploid olan G. hirsutum L. gesitlerinden kesin olarak ayrilmistir.
Aragtirmacilar, tiirler aras1 oldugu kadar tiirler iginde de polimorfizmi tespit etmeye
calismiglardir. Bu dogrultuda, Gossypium hirsutum L.’ye ait S12 ve Krishma
genotiplerinde tiir igi genetik ¢esitliligi de incelemislerdir. Krishma genotipine ait 15
bitki 9 primer ile taranmis ve 2 primerde polimorfizm goriilmiistiir. S12 genotipine ait
20 bitki ise 13 primer ile taranmig ve biitiin bitkilerde ayni bant modellerine
rastlanmistir. Bu durumu, S12 genotipindeki bireylerde yiiksek oranda benzerlik olmasi
bireylerin homozigot oldugunun kaniti olarak; Krishma genotipine ait bireylerde ise
baz1 karakterlerde acilma oldugu seklinde yorumlamislardir. Buna ek olarak, yapilan
tarla denemelerinde Krishma genotipinde morfolojik farkliliklarin goriilmesinin

popiilasyondaki heterojenligi dogruladigini belirtmislerdir.



Khan vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada, 31 tiir, 3 alt tiir ve 1 tiirler arasi
melez olmak iizere toplam 35 Gossypium tiiriinde 45 RAPD primeri kullanilmistir.
Gozlemlenen toplam 579 DNA bandinda primer basina ortalama 12.9 bant diismiistiir.
Toplam 579 bant igerisinde yalnizca 1 bandin monomorfik (< 0.5 kb), 578 bandin ise
polimorfik oldugu bulunmustur. Tiirler icerisinde 289 bant ile en fazla DNA bandi
Gossypium herbaceum’da, en az DNA bandi ise 119 bant ile Gossypium lobatum’da
gorilmistlir. Diger tiirlerde bant sayis1 151 ile 283 arasinda degismektedir. Yapilan
analiz sonucunda tiirler 6 ana gruba ayrilmistir. Bu galisma ile molekiiler markor
teknikleri ile yiiksek oranda benzerlik gosteren pamuk genotiplerini ayirmanin miimkiin
oldugu goriilmiistiir.

Lu ve Myers (2002) tarafindan yapilan arastirmada, 10 pamuk cesidi arasindaki
genetik iliskinin belirlenmesi amaciyla 86 primer kullanilmig, 63 primerden sonug
alimirken, 23 primerden sonug¢ alimamamistir. Sonu¢ alinan primerlerden toplam 312
DNA band: elde etmis ve bu bantlardan sadece 42 bandin polimorfik (polimorfizm
orant %13.5) oldugu tespit edilmistir. RAPD analiz sonuglarina gére 10 pamuk ¢esidi
arasindaki genetik benzerligin %92.7 ile %97.6 arasinda degistigi goriilmiistiir.

Rahman vd. (2002) tarafindan yapilan ¢aligmada amag, Pakistan’da pamuk
yetistiriciliginde sorunlara yol a¢an yaprak kivrilma viriisii hastaligina (CLCD = cotton
leaf curl virus disease) karsi yeni stratejiler gelistirmektir. Calisma igin CLCD’ye ¢ok
dayanikli ve dayanikli 20 pamuk genotipi segilmistir. Toplam 50 primer kullanilarak
yapilan RAPD analizi sonucunda, 49 primer sonug¢ vermis ve toplam 482 DNA bandi
gozlenmistir. Bu bantlarin %66.18’nin polimorfik oldugu saptanmistir. Elit genotipler
arasinda genetik benzerlik, CLCD’ye ¢ok dayanikli cesitlerin gelistirilmesinden 6nce
%81.5 ile %93.41 arasinda degisirken; yeni gelistirilen cesitlerle birlikte genetik
benzerlik %81.45 ile %90.59 arasinda degismistir. Ortalama genetik benzerligin ise
calisilan biitliin genotiplerde %89.55 oldugu saptanmistir.

Ghany ve Zaki (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Gossypium barbadense
L. tiiriine ait kiiltiirli yapilan dort ¢esit arasindaki genetik farklilik gelistirilen RAPD-
PCR teknigi kullanilarak analiz edilmistir. Bu teknik 20-mer rastgele primer ve yiiksek
baglanma sicakligini igermektedir. Kullanilan her 2 RAPD primeri ile de 5 DNA bandi

gozlenmistir. Bunlardan polimorfik olmayan 2 DNA bandmin niikleotid sekanslari



arasindaki homoloji oraninin (%98.5), Rieseberg (1996) tarafindan aygigeginde yapilan
calismadaki homoloji oranindan (%91) daha yiiksek oldugu belirtilmistir.

Dongre vd. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada, 25 pamuk (Gossypium hirsutum L.)
genotipini 45 ISSR ve 40 RAPD primeriyle analiz etmislerdir. Bunlardan 19 ISSR ve 21
RAPD primerinden sonug¢ alinmis ve sirastyla 90 ve 150 bant goriilmiistiir. Polimorfik
olan 12 ISSR primeri 49 bant ve 15 RAPD primeri ise 76 bant olusturmustur. UPGMA
kiime analizi sonucunda; ISSR dendrograminda 3 ana kiime olusurken, RAPD
dendrograminda 4 ana kiime olusmustur.

Mehetre vd. (2004) yaptiklar1 bir ¢alismada, sitoplazmik erkek kisir Gossypium
hirsutum L. 761H ile ¢ok yillik G. barbadense ‘Kidney Cotton’, G. hirsutum L. ‘Vensil’,
‘Moco’, ‘Exotic-3’ ve diploid yabani Gossypium sturtianum, G. anomalum ve G.
raimondii tiirleri ile tiirler aras1 melezleme sonucu erkek kisir melezler elde etmislerdir.
Calismada kullanilan 45 primerden en iyi sonucu veren 26 primer seg¢ilmistir. Segilen
primerlerden toplam 179 DNA bandi elde edilmistir. 179 banttan 137 bandin
polimorfik, 42 bantin ise monomorfik oldugu tespit edilmistir. Melezlerin %64 oraninda
anaya (G. hirsutum 76IH) ve %65 oraninda babaya (G. raimondii) benzerlik
gosterdigini ortaya koymuslardir. Arastirmacilar, RAPD teknigi ile dogal melezlerin
icerisinden dogru melezlerin tespit edilebilecegini belirtmislerdir.

Punitha ve Raveendran (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli bolgelerden
toplanan 4 beyaz ve 11 renkli pamuk (Gossypium hirsutum) genotipi arasindaki genetik
benzerligin RAPD yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir. 15 genotipin analizinde, 32
farklt 10-mer’lik RAPD primerleri kullanilmistir. Gozlenen toplam 287 DNA bandinin
219’u polimorfik olup polimorfizm orant %76.31 olarak bulunmustur. UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) kiime analizi ile olusturulan
dendrogramda, ii¢ ana grup gozlenmis ve renkli ve beyaz pamuklar iki ayr1 kiimeye
ayrilmistir. Renkli pamuk genotipleri arasindan Parbhani American ve Lousiana Brown
ayni grupta yer alirken, kalan renkli pamuk genotipleri de diger grupta yer almistir.
Aragtiricilar, RAPD yonteminin renkli ve beyaz pamuklar arasindaki genetik
varyasyonun gozlenmesinde etkili bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Rana ve Bhat (2004) yaptiklari bir ¢alismada, Gossypium herbaceum L.’ye ait 7
pamuk genotipi, Gossypium arboreum L.’ye ait 8 pamuk genotipi ile G. herbaceum L. x

G. arboreum L. melezi olan 1 pamuk genotipi kullanmislardir. 16 pamuk genotipi



arasindaki genetik benzerligin tanimlanmasinda RAPD ve AFLP ydntemleri
kullanilmigtir. AFLP yonteminde 9 primer ¢ifti kullanilmis olup 736 polimorfik bant
elde edilmistir ve polimorfizm oran1 %65.8 olarak bulunmustur. RAPD ydnteminde ise,
20 RAPD primeri kullanilmis olup toplam 224 DNA bandi elde edilmistir. Bu
bantlardan 127 bandin polimorfik oldugu belirlenmistir ve polimorfizm orant %56.7
olarak bulunmustur. RAPD yonteminde primer basma 11.3 bant goriilirken, AFLP
yonteminde bu sayr 124°tir. UPGMA kiime analizi sonucu olusturulan her iki
dendrogramda da genotipler 2 ana gruba ayrilmistir. Bir grupta G. arboreum L.
genotipleri bulunurken, diger grupta ise G. herbaceum L. genotipleri yer almistir.
RAPD ve AFLP yontemlerinin pamuk genotipleri arasindaki polimorfizmi belirlemede
etkili yontemler oldugu goriilmiistiir. Ancak, AFLP yonteminin RAPD y6ntemine gore
gerek yiiksek oranda polimorfizm olusturmasi gerekse de daha fazla sayida bant
vermesi, AFLP’nin RAPD’e gore daha etkili oldugunu gostermistir.

Sun vd. (2004) tarafindan yapilan calismada, Gossypium hirsutum L. ve
Gossypium klotzschianum L.’nin protoplast fiizyonu ile elde edilen somatik melezleri
materyal olarak kullanilmistir. Yapilan flow sitometri analizi ile somatik melezlerde
DNA igeriginin, ebeveynlerin toplam DNA igerigine ¢ok yakin oldugu goriilmiistiir.
Somatik hibritler ve ebeveynleri arasindaki polimorfizmi belirlemek amaciyla, 18
bitkide 10 RAPD primeri kullanilmistir. Bunlardan 7 primer monomorfik bant
vermistir. 16 bitkinin her birinin, iki ebeveyne de ait en az bir bant igerdigi tespit
edilmistir.

Vafaie-Tabar vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada amag, GosSypium
hirsutum L.’ye ait 15 genotip ve Gossypium arboreum L.’ye ait 7 genotipin 50 RAPD
primeri ile analiz edilerek genetik iliskinin belirlenmesidir. 50 RAPD primerinden bant
veren 26 primer se¢ilmistir ve segilen bu primelerden toplam 371 DNA band: elde
edilmistir. Toplam bandin %88’1 (325 bant) polimorfik bulunmustur ve primer basina
ortalama 14.3 bandin distigi gorilmistir. 7 diploid ve 15 tetraploid pamuklar
arasindaki ortalama benzerlik indeksi 0.25 ile 0.95 arasinda degismektedir. Tetraploid
pamuk genotipleri arasindaki benzerlik oraninin (%65-95), diploid genotiplerden (%54-
88) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. UPGMA kiime analizine gore yapilan
dendrogramda diploid ve tetraploid genotipler ayri ayr1 2 gruba ayrilmiglardir. Bu



calisma, diploid ve tetraploid genotipler arasindaki DNA polimorfizminin tespit
edilmesinde RAPD tekniginin etkili oldugunu gostermektedir.

Dongre ve Parkhi (2005) yaptiklari bir galismada, melez pamuk ¢esidi (H’6’) ve
ebeveyn G.Cot.10 (erkek) ile G.Cot.100 (disi) genotiplerinin tanimlanmasinda PCR’a
dayali molekiiler teknikleri (RAPD, ISSR, Microsatellite) kullanmislardir. 20 RAPD
primeri, 19 ISSR primeri ve 25 microsatellite primeri ile analizler gergeklestirilmistir.
Arastirmacilar, RAPD, ISSR ve SSR tekniklerinin ebeveynler ve melezlerin
tanimlanmasinda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Erkiling ve Karaca (2005) yaptiklar1 calismada, 36 Tiirk pamuk cesidinde 25 ¢ift
SSR primeri kullanarak gesitler arasindaki genetik farkliligi belirlemeye ¢alismiglardir.
DNA ekstraksiyonu i¢in yaprak ornekleri almadan 6nce ve sonra 36 pamuk c¢esidinin
cesitli 6zelliklerini (koza sayisi, bitki sekli, genette ¢igit sayisi, ¢igeklenme giin sayisi
vb.) gozlemlemislerdir. SSR analizi sonucunda toplam 32 bant olusmus ve 25 primer
ciftinden sadece 4 primer ¢ifti polimorfik bant vermistir. Olusturulan dendrogramda 36
¢esit 3 ana gruba ayrilmistir. Aragtirmacilar, ¢alisma sonunda Tiirk pamuk ¢esitlerinde
genetik cesitliligin ¢ok diisiik oldugunu ve yeni cesitlerin gelistirilmesi ig¢in yeni
germplazmlarin bulunmasinin gerektigini vurgulamiglardir.

Jana vd. (2005), ozellikle soya (Glycine max) ve pamukta (Gossypium sp.)
onemli bir patojen olan kokbogazi ¢iiriikliginii (Macrophomina phaseolina) SSR
yontemiyle karakterize etmistir. Hindistan ve ABD’de yetistirilen soya ve pamuktan
izole edilen 40 M. phaseolina kiiltiiri 3 SSR primeriyle (16-mer, 20-mer, 15-mer) analiz
edilmistirr. UPGMA kiime analizi sonucunda 3 ana kiime olusmus, Ornekler
yetistirildikleri bolgelerle paralel olarak kiimelere ayrilmistir. Ilk ana kiimede %80
benzerlik oraniyla soya kokiinden izole edilen 27 kiiltiir yer alirken, ikinci ana kiimede
%52 benzerlik oraniyla yine soya kokiinden izole edilen 3 kiiltiir yer almistir. Ugiincii
ana kiimede ise %97’den fazla bir benzerlik oraniyla pamuk kokiinden izole edilen
kilttirler yer almistir. SSR primerleri kullanilarak yapilan bu ilk ¢alisma sonucunda,
SSR yonteminin M. phaseolina patojeninin tanimlanmasinda ve teshisinde
kullanilabilecegi goriilmiistiir.

Rana ve Bhat (2005) yaptiklar1 ¢alismada, kiiltiirii yapilan 4 pamuk tiiriine
(Gossypium hirsutum L., Gossypium barbadense L., Gossypium herbaceum L.,

Gossypium arboreum L.) ait 59 genotipte genetik ¢esitliligi belirlemeye ¢alismiglardir.



Segilen 18 RAPD primerinden 251 bant elde etmislerdir. Bu bantlardan 244 bandin
polimorfik oldugunu goézleyerek polimorfizm oranini1 %97.21 olarak tespit etmislerdir.
Kullandiklar1 biitiin primerlerin polimorfik bantlar verdigini ve her primerin
polimorfizm oraninin %85.71 ile %100 arasinda degistigini belirtmislerdir. UPGMA
kiime analizine gore olusturulan dendrogramda 4 ana grup gdzlenmistir. Iki genotip
disinda kalan biitiin diploid genotiplerden G. herbaceum L.’ye ait olanlar birinci grupta,
G. arboreum L.’ye ait olanlar ikinci grupta yer almistir. Tetraploid genotiplerden G.
barbadense L.’ye ait olanlar ii¢iincii ve G. hirsutum L.’ye ait olanlar ise dordiincii
gruptadir. Genetik c¢esitliligin belirlenmesinde ve genetik polimorfizimin yiliksek
diizeyde a¢iga c¢ikarilmasinda RAPD markdrlerinin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Sun vd. (2005) tarafindan yapilan calismada, tetraploid pamuk genotipi
(Gossypium hirsutum Coker 201) ile 2 yabani diploid pamuk tiiriiniin (Gossypium
stockii ve Gossypium bickii) protoplast flizyonu ile somatik melezler kullanilmustir.
Coker 201 + G. bickii ve Coker 201 + G. stockii melezlerinde, morfolojik, flow
sitometri analizi, kromozom sayimi ve RAPD analizleri yapilmistir. Gossypium
hirsutum Coker 201 ve Gossypium bickii melezleri 2 primer (s471 ve s476), Gossypium
hirsutum Coker 201 ve Gossypium stockii melezleri de 2 primer (S1358 ve S1360) ile
taranmugtir. Sonucunda, biitiin melezlerin ebeveynlere ait en az bir bant tagidiklari tespit
edilmistir.

Abdurakhmonov vd. (2006) yaptiklari bir ¢alismada, sectikleri 1000 pamuk
(Gossypium hirsutum L.) genotipinden fenotipik analiz sonucunda lif kalitesi ile ilgili en
az 14 morfolojik 6zelligi belirlemislerdir. 288 pamuk genotipi 100 SSR markdrii primer
cifti ile 384 genotip ise 9 kromozoma &6zgii 80 SSR primer ¢ifti ile taranmistir. Tarama
sonucunda genotiplerde genis bir genetik ¢esitlilik oldugu belirtilmistir. SSR
yonteminin MAS programlarinda pamugun Onemli agronomik ozelliklerinin
belirlenmesi bakimmdan 6nemli oldugunu belirtmislerdir.

Adawy vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, 21 pamuk (Gossypium hirsutum
L. ve G. barbadense L.) genotipi 16 AFLP primeriyle analiz edilmis ve toplam 940 bant
elde edilmistir. Bu bantlardan 474 tanesinin polimorfik (%50.4) oldugu goriilmiistiir. 15
AFLP primerinin 8 pamuk genotipine 6zgii oldugu saptanmistir. RAPD, ISSR ve SSR
teknikleriyle olusturulan dendrogramlarda oldugu gibi; UPGMA kiime analizi



sonucunda da G. hirsutum L. ve G. barbadense L. genotipleri iki ayri ana kiimeyi
olusturmustur.

Bertini vd. (2006) yaptiklar1 bir ¢alismada, 53 pamuk genotipi (Gossypium
hirsutum L.) arasindaki genetik farkliligi ve genotipler arasindaki iliskiyi SSR
yontemiyle belirlemeye ¢alismislardir. Bu amagla kullandiklar1 31 ¢ift SSR primerinden
toplam 66 DNA bandi elde etmislerdir ve primer basina ortalama 2.13 bant
gozlemlemislerdir. SSR analizi sonucunda genetik farklilik katsayist 0.18 ile 0.62
arasinda degisirken, benzerlik katsayis1 0.00 ile 0.41 arasinda degismistir. UPGMA
kiime analizi sonucunda 7 ayri grup olusmustur. SSR markoérleri yardimiyla pamuk
genotiplerindeki genetik ¢esitlilik ¢alismalarinin, 1slah1 yapilan genotiplerin gen
havuzuna yeni allelleri kazandirabilecegini belirtmislerdir.

Guo vd. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada, 25 pamuk genotipi (Gossypium
sp.) 207 EST-SSR primeriyle analiz edilmistir. Bunlardan 124 EST-SSR primerinin 25
pamuk genotipinde de, kalan 83 EST-SSR primerinin ise yalnizca belirli bir genotip
setinde iirlin verdigi goriilmistiir. 207 EST-SSR primerinden 1352 allel olustugu ve 2
EST-SSR primeri disindaki biitiin primerlerin polimorfik oldugu saptanmistir.
Polimorfizm oran1 %99 bulunurken, primer basina ortalama 6.53 allel diigmiistiir.

Murtaza (2006) yaptigi c¢alismada, Pakistan ve A.B.D. orijinli 20 pamuk
(Gossypium hirsutum L. ve Gossypium arboreum L.) genotipi kullanmistir. Caligmanin
amaci, 20 pamuk genotipi arasindaki genetik ¢esitliligin AFLP yontemiyle tespit
edilmesidir. 4 AFLP primer ¢ifti ve kombinasyonlarinin kullanildigi ¢alismada,
skorlanabilen ortalama 40-80 arasinda bant elde etmistir. UPGMA kiime analizine gore
yapilan dendrogramda 5 ana grup tespit etmistir. Bu gruplardan sadece 1 tanesi
Gossypium arboreum L.’ye, 4 tanesi ise Gossypium hirsutum L.’ye ait genotiplerden
olusmustur.

Saravanan vd. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 10 pamuk melezi
(Gossypium hirsutum race palmeri, Gossypium barbadense var Sujatha, Gossypium
thurberi Tod., Gossypium anomalum, Gossypium raimondii) kullanilmistir. Taranan 20
RAPD primerinden toplam 284 bant elde edilmistir. Bu bantlardan 197’si polimorfik
olup polimorfizm oran1 %69.37°dir. UPGMA kiime analizi sonucunda c¢esitler
arasindaki genetik uzaklik %71.2 ile %88 arasinda degismistir. Olusturulan

dendrogramda genotipler iki ana kiimeye ayrilmislardir. Bir kiimede Gossypium
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hirsutum race palmeri tiirevleri bulunurken diger kiime 3 alt kiimeye ayrilmistir. Birinci
alt kiimeyi Gossypium thurberi tiirevleri olustururken, ikinci alt kiimeyi Gossypium
hirsutum x Gossypium anomalum melezlemesinin tiirevleri ve tliglincii alt kiimeyi ise
Gossypium hirsutum x Gossypium raimondii melezlemesinin tiirevleri olusturmustur.

Dongre vd. (2007), diploid ve tetraploid 19 pamuk genotipini (Gossypium
hirsutum L. ve Gossypium arboreum L.) 19 ISSR ve 25 SSR primeriyle analiz
etmiglerdir. 17 SSR primeri 56 tane polimorfik bant olustururken, 4 SSR primeri
monomorfik bant olusturmustur. Kalan 4 SSR primeri ise bant vermemistir. Kiime
analizi sonucunda G. hirsutum L.’ye ait genotipler bir kiimede, G. arboreum L.’ye ait
genotipler ise diger kiimede yer alirken tiirler arasi benzerlik katsayist 0.59
bulunmustur. 15 ISSR primeri 72 tane polimorfik bant olustururken, 1 ISSR primeri ise
monomorfik bant olusturmustur. Diger 3 ISSR primerinde ise bant goriilmemistir. SSR
ile olusturulan kiime analizinde oldugu gibi ISSR’da da iki tiir ayr1 kiimelerde yer
almigtir. Yine SSR’da oldugu gibi benzerlik katsayis1 0.59 bulunmustur.

Hussein vd. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada, Gossypium hirsutum L.’ye ait
3 pamuk genotipi ile Gossypium barbadense L.’ye ait 8 pamuk genotipi materyal olarak
kullanilmistir. 11 pamuk genotipi arasindaki genetik cesitlilik ve akrabalik iligkisi 15
RAPD, 28 SSR, 17 EST ve 11 AFLP primeri veya primer kombinasyonlar1 kullanilarak
analiz edilmistir. Analiz sonucunda RAPD 177, SSR 117, EST 47 ve AFLP 926 DNA
bandi vermistir. Polimorfik bant sayisi sirasiyla 112, 65, 33 ve 355 olarak tespit
edilmistir. Bu dogrultuda, polimorfizm oram1 ise RAPD yonteminde %63.2, SSR
yonteminde %55.6, EST yonteminde %70.2 ve AFLP yonteminde %38.3 olarak
bulunmustur. Genotipler arasindaki genetik benzerlik ise RAPD %63.8 ile %95.9, SSR
%13.8 ile %98.1, EST %70.4 ile %98.5, AFLP %13.7 ile %99.3 ve kombine edilen
verilerde %78.2 ile %98 arasinda degismistir. UPGMA kiime analizine gére yapilan
tiim dendrogramlarda 11 pamuk genotipi 2 ana gruba ayrilmistir ve bu gruplarmn biri G.
barbadense L. tiirline ait genotipleri igerirken, diger grup G. hirsutum L. tiiriine ait
genotipleri icermektedir. Pamuk genotipleri arasindaki polimorfizmin tespitinde PCR’a
dayali farkli DNA markérlerinin (RAPD, SSR, EST ve AFLP) basarili sonug verdigi
goriilmistiir. 24 RAPD, 25 SSR, 7 EST ve 184 AFLP markorii Gossypium hirsutum L.
tiirtine 6zgii oldugu tespit edilmis ve genotipler arasindaki koza agirligi ve bazi pamuk

karakterlerinin bu markorlerle alakali olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Sheidai vd. (2007) tarafindan yapilan bir calismada, 10 tetraploid pamuk
(Gossypium hirsutum L.) ¢esidinde sitogenetik ¢alismalar yapilmis ve RAPD markérleri
ile analiz edilmistir. Kullanilan 30 RAPD primerinden 27 sinden basarili sonug
alinmistir. Gozlemlenen 362 DNA bandinin 69’u polimorfik (%19) ve geriye kalan 293
bandin ise monomorfik (%81) oldugu tespit edilmistir. UPGMA kiime analizine goére
yapilan dendrogramda 2 ana grup olusmustur. Mantel testi, sitogenetik inceleme ve
RAPD yontemi arasinda kismen benzerlik géstermistir. RAPD markorlerinin genomda
tekrar eden kisimlar1 ¢ogaltmasi ve sitogenetik analizlerin yalnizca kiazma frekansi ile
kromozom iligkileri goz Oniine alinarak yapilmasi; bu iki markoriin de genomun farkl
boliimlerini agiga ¢ikarmasi olarak yorumlamiglardir.

Abdurakhmonov vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, 287 egzotik
Gossypium hirsutum L. genotipi 95 SSR primeriyle taranmistir. Analiz sonucunda 373
polimorfik SSR alleli olusurken, primer basma ortalama allel sayis1 4 olarak
bulunmustur. Bunlardan 10 SSR allelinin %0.5’ine, 182 SSR allelinin ise yalnizca
%S5’ine Ozgii oldugu gorilmiistiir. Geriye kalan 181 SSR allelinin (%48) ise
polimorfizm oranmi yiiksek bulunmustur. SSR primerlerinin PIC degerleri 0.007-0.380
arasinda degismis ve ortalama PIC degeri 0.122 bulunmustur. Genotipler arasindaki
genetik uzaklik degerleri 0.01 ile 0.50 arasinda degismis ve ortalama genetik uzaklik
degeri 0.13 bulunmustur. MAS programlarinda SSR tekniginin etkili sekilde
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Jiang vd. (2008), 48 pamuk genotipindeki genetik cesitliligi tespit etmek
amaciyla ISSR yontemini kullanmiglardir. 60 ISSR primerinden 11 tanesinden basarili
sonu¢ alinmistir. Elde edilen toplam 92 banttan 77’sinin (%83.70) polimorfik oldugu
goriilmiistiir. UPGMA kiime analizi sonucunda genotipler arasindaki genetik benzerlik
katsayist 0.27 ile 0.93 arasinda degismis ve genotipler 4 ana kiimeye ayrilmistir. Bu
calisma ile ISSR molekiiler markdér yonteminin genotipler arasindaki iliskiyi tespit
etmede etkili bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Li-Wang vd. (2008), 35 pamuk genotipini 50 RAPD, 22 ISSR ve 30 SRAP
primeri ile taramislardir. Bunlardan 35 RAPD, 22 ISSR ve 17 SRAP primeri iiriin
vermistir. 35 RAPD primerinden 352 tanesi polimorfik (%85.44) olmak {izere 412 bant;
22 ISSR primerinden 213 tanesi polimorfik (%85.2) olmak iizere 250 bant ve 17 SRAP
primerinden 199 tanesi polimorfik (%85.41) olmak tizere 233 bant elde edilmistir.
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Primer basina diisen bant sayisi sirasiyla 11.77, 7.14 ve 13.71 bulunmustur. Genetik
benzerlik katsayilar1 ise 0.781, 0.787 ve 0.764 olarak bulunmustur. UPGMA kiime
analizi sonucunda genotipler 3 ana kiimeye ayrilmistir.

Zhang vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, Gossypium barbadense L.’ye ait
56 pamuk genotipi ile Gossypium hirsutum L.’ye ait 4 pamuk genotipi materyal olarak
kullanilmistir. Analiz sonucunda, kullanilan 86 ISSR primerin 16 tanesinden (%18.6)
sonu¢ alinamazken, 43 tanesinin (%50.0) ise polimorfizmi tespit edemedigi
goriilmiistiir. G. barbadense L. ile G. hirsutum L. pamuk genotipleri arasindaki genetik
farklilig1 tespit etmede 27 ISSR primerinin sonug verdigini belirtmislerdir.

Zhu vd. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada, 2 A geni igeren, 13 D geni igeren
ve 8 AD geni igeren olmak lizere toplam 23 pamuk (Gossypium sp.) genotipi materyal
olarak kullanilmistir. 14 EST-SSR primeriyle yapilan analiz sonucunda 438 polimorfik
PCR iirlinii elde edilmistir. D geni igeren 13 tiiriin Fryxell’in alt boliim taksonomisi ile
uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Salunkhe ve Deshmukh (2010), 12 pamuk genotipini tanimlamak ve genetik
cesitliligi analiz etmek amaciyla 55 ISSR primeri kullanmistir. Bu primerlerden
yalnizca 15 tanesi bagarili sonug vermis ve 83 bandi polimorfik olmak tizere toplam 101
bant olusturmustur. En fazla polimorfik bandi IS-08 isimli ISSR primeri lretmistir.
Analiz sonucunda elde edilen dendrogram 2 ana kiimeye ayrilmigtir. Farkli tiirlere ait
genotiplerin birbirinden farkli kiimelerde yer aldigi goriilmiistiir. ISSR ydnteminin
pamukta DNA polimorfizmini belirlemede ve genetik cesitliligi analiz etmede etkili
oldugunu belirtmislerdir.

Noormohammadi vd. (2011) tarafindan yapilan c¢alismada, 12 pamuk
(Gossypium hirsutum L.) genotipi 30 RAPD ve 10 ISSR primeriyle analiz edilmistir. 21
RAPD primerinden 220 bant olusmus ve primer basina 10.47 bant goriilmiistiir.
Polimorfizm orani ise %80.12 bulunmustur. 9 ISSR primerinden 113 bant olusmus ve
primer bagina 12.55 bant goriilmiistiir. Polimorfizm orani ise %54.35 bulunmustur.

Abdi vd. (2012), tuza dayanikli ve hassas olan pamuk genotiplerini tespit etmek
amaciyla 28 pamuk genotipiyle ¢aligmislardir. Kullanilan 34 ISSR primerinden 14
tanesinden toplam 85 bant elde etmislerdir. Bu bantlardan 65 tanesi polimorfiktir.
Primer basma diisen bant sayisi 3 ile 8 arasinda degismistir. Kiime analizi sonucunda

genotipler 3 ana kiimeye ayrilmistir.
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Bardak ve Bolek (2012), Diinyanin farkli bolgelerinde yetistiriciligi yapilan
diploid ve tetraploid 25 pamuk genotipi (Gossypium spp.) arasindaki genetik iligkiyi
belirlemek i¢in 5 ISSR ve 39 SSR primeri kullanmistir. Elde edilen 173 allelden 155
tanesi (%89.60) polimorfiktir. Primer basina 3.93 allel diismiistiir. Polimorfik bilgi
icerigi (PIC) degeri 0.0040 ile 0.9993 arasinda degisirken, ortalama PIC degeri 0.4396
bulunmugtur. Biitiin genotipler arasindaki genetik g¢esitlilik oran1 0.04 ile 0.58
arasindadir. Bu oran, G. hirsutum L. genotipleri arasinda 0.04-0.23, G. barbadense L.
genotipleri arasinda 0.07-0.26 ve diger tiirler arasinda 0.23-0.57 arasinda degismistir.
Gen havuzundaki cesitliligi artirmak i¢in yabani pamuk tiirlerinin kullanimi 6nerilmis
ve arzu edilen 6zelliklerin se¢iminde faydasi olacagi belirtilmistir.

Sheidai vd. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, materyal olarak Mehr, Sindose
ve bunlarin melezi Mehr X Sindose pamuk genotipleri (Gossypium hirsutum L.)
kullanilmigtir. 9 ISSR primeriyle taranan genotiplerden; Mehr ¢esidinde, 65 tanesi
polimorfik olmak tizere toplam 83 bant; Sindose ¢esidinde, 50 tanesi polimorfik olmak
izere toplam 71 bant; Mehr X Sindose melezinde ise 79 tanesi polimorfik olmak iizere
toplam 87 bant gozlenmistir. SSR primerleriyle taranan genotiplerden; Mehr ¢esidinde
10 tekrarlanabilir SSR alleli, Sindose ¢esidinde ve Mehr X Sindose melezinde ise 8
tekrarlanabilir SSR alleli gozlenmistir. Allellerin uzunluklar1 217 bg ile 235 bg arasinda
degismistir.

Surgun vd. (2012), Tiirkiye’de gelistirilen 9 pamuk ¢esidinin 42 RAPD morkorii
ile genetik farkliliklarini belirlemek amaci ile yirtittiikleri c¢alismada genetik
polimorfizmin %18.1 diizeyinde oldugunu her hangi 2 ¢esit arasinda genetik benzerligin
%90.2 ile %96.5 arasinda oldugunu kaydetmislerdir.

Ahmed vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, Cin’in 3 bolgesinde yetistirilen
38 upland ve 55 melez pamuk genotipi 324 SSR primeriyle taranmistir. Sonug veren 66
SSR primerinden 162 lokus olustugu ve primer basina 2.45 lokus diistiigii saptanmustir.
Ortalama PIC degeri 0.80 bulunurken, en diisiik PIC degeri 0.34 ve en yiiksek PIC
degeri ise 0.86 olarak bulunmustur. UPGMA kiime analizi sonucunda genotipler 3 ana
kiimeye ayrilmistir.

Noormohammadi vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, 11 pamuk
(Gossypium hirsutum L.) genotipi 26 RAPD, 20 ISSR ve 4 SSR primeriyle taranmustir.
Basarilt sonug alinan 17 RAPD primerinden 261 bant ve 10 ISSR primerinden 206 bant
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elde edilmistir. Polimorfizm oranlar sirasiyla %22 ve %49.4 bulunmustur. 4 SSR
primerinden ise 181-236 bg arasinda degisen 12 allel elde edilmis ve polimorfizm orani
%354 bulunmustur.

Sofalian vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, 20 pamuk (Gossypium
hirsutum L.) genotipi materyal olarak kullanilmistir. Kullanilan 34 ISSR primerinden
yalnizca 12 tanesinden 69 bant elde edilmistir. Bu bantlardan 48 tanesi (%69.57)
polimorfiktir. Primer basina ortalama 4 bant diismiistiir. Genetik c¢esitlilik indeksi 0.125
ile 0.353 arasinda degismistir. UPGMA kiime analizi sonucunda genotipler 4 ana
kiimeye ayrilmistir.

Jia vd. (2014) tarafindan yapilan calismada, kurak ve tuzlu alanlarda
degerlendirilen 323 Gossypium hirsutum L. gen kaynagi 106 SSR primeri ile analiz
edilmis; 278 lokus ve 333 SSR alleli saptanmigtir. Markor basina ortalama 3.1 allel
diigmiistiir. 45 SSR allelinin toplam gen kaynaklarinin sadece %5’ine 6zgii oldugu
goriilmustiir. SSR markorlerinin ortalama PIC degeri 0.53 olup 0.17 ile 0.79 arasinda
degismistir. Gen kaynaklar1 arasindaki genetik uzaklik degeri ise 0.04 ile 0.57 arasinda

bulunmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu c¢alisma 2013-2015 yillar1 arasinda, Mustafa Kemal ve Cukurova
Universiteleri Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimleri Biyoteknoloji ve Molekiiler

Genetik Laboratuvarlarinda yiritiilmiistiir.

3.1. Materyal

Arastirmada materyal olarak, iilkemiz farkli Universiteleri ile Tarimsal
Arastirma Enstitiilerince gelistirilip tescil ettirilmis, tamami tetraploid Gossypium
hirsitum L. (2n=4x=52, AADD) tiiriine ait, farkli ekolojilerde yaygmn olarak
yetistiriciligi yapilmis ve halen yapilmakta olan 30 ticari pamuk cesidi/genotipi
kullanilmistir. Cogunlugu melezleme, bazilari ise seleksiyon 1slahi ile gelistirilmis olan

genotipler ile koken bilgileri Cizelge 3.1.’de verilmistir.

3.2. Yontem

Arastirmada kullanilan genotiplere ait tohumlar, Mustafa Kemal Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Arastirma Uygulama Alaninda 2013 yili Mayis
ayinda ekilmistir. Tarla kosullarinda olusabilecek olumsuzluklar diisiiniilerek, ayni
genotipler MKU Tarla Bitkileri Boliimii net kaplamali, kontrolsiiz sera kosullarinda,
saks1 ortaminda da yetistirilmistir (Sekil 3.1). Normal sulama ve bakim islemleri
gergeklestirilen 4-5 yaprakli geng fideler dondr materyal olarak kullanilmistir. Her bir
genotipe ait 2-3 bitkiden steril bir makas ile kesilen yapraklar, aliminyum folyo ile
sarilarak etiketlenmis ve buz igerisinde laboratuvara taginmastir.

Hasat edilen yaprak ornekleri;

- liyofilizatorde 72 saat siire ile kurutma islemine tabi tutulmustur (Sekil 3.2).
Kurutma sonrasi 6rnekler dgiitiilmiis ve DNA izolasyonuna kadar +4 °C’de buzdolabi
kosullarinda muhafaza edilmislerdir.

- aliiminyum folyo icerisinde DNA izolasyonuna kadar -80 °C’de muhafaza
edilmislerdir.

DNA izolasyonu ve ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) yonteminin
uygulanmasi ve ylriitiilen islemler asagidaki sira ile yiirtitiilmiistiir.

1. DNA lzolasyonu ve Olgiimleri
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2. Arastirmada Kullanilan Primerler

3. PCR Reaksiyonlari ve Elektroforez

4. Verilerin Degerlendirilmesi

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan pamuk (G. hirsitum L.) genotipleri ve kokenleri
(TTSM, 2014a)

NO GENOTIP ADI TESCIiL ETTIREN ISLAHCI KURULUS

102 ADN P01 Dogu Akdeniz Tarimsal Ars. Enst. Miid.

105 Aydmn-110 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

106 Ayhan 107 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

113 Barut 2005 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

125 Coskun-1 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

129 Dicle 2002 GAP Uluslararas1 Tarimsal Arastirma ve Egitim Mer. Miid.
156 GAPEYAM-1 GAP Tarimsal Arastirma Enstitiisii Midiirligi
202 Gossypolsiiz 86 Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi

161 Giirelbey Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

171 Menderes 2005 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

172 Nazilli 143 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

179 Nazilli 84 S Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

184 Nazilli M-342 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

194 Sayar 314

134 Sahin-2000
124 Cukurova 1518
101 Adana 98

Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miid.
Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii

Dogu Akdeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Miid.
Dogu Akdeniz Tarimsal Aragtirma Enstitiisii Miid.

190 Ozbek 142 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
185 Nazilli M39 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
183 Nazilli 663 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
182 Nazilli 66-100 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
181 Nazilli 342 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
169 Maras-92 Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tarimsal Aras. Istasyonu Miid.
149 Ersan-92 Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tarimsal Aras. Istasyonu Miid.
180 Nazilli 954 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
147 Eksi 911 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
175 Nazilli 87 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
146 Ege 69 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
187 Nazilli M 503 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
173 Nazilli 303 Pamuk Arastirma Istasyonu Miidiirliigii
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Sekil 3.1 Saks1 ortaminda yetistiriciligi yapilan pamuk genotipi aZiIIi 342 pamuk
cesidi)

Sekil 3.2 Liyofilizator (FreeZone Freeze Dry Systems)

3.2.1 DNA izolasyonu ve Olciimleri

Analizler, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii’ne ait
Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir.

Hem liyofilizatorde kurutulan ve hem de -80 °C’de stoklanan o6rneklerden DNA
eldesi, Doyle ve Doyle (1987) tarafindan bildirilmis olan CTAB mini izolasyon yontemi
uygulanarak gerceklestirilmistir.

Liyofilizatorde kurutulan érneklerden DNA izolasyonu: Ornekler 2 ml’lik
eppendorf tliplere konularak iizerine 0.9 ml CTAB DNA izolasyon ¢ozeltisi eklenmistir.
Her 15 dakikada bir elle nazikge calkalamak kosuluyla, 65 °C’de 1 saat 10 dakika siire

ile su banyosunda bekletilmistir (Sekil 3.3). Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler bir siire

18



sogumaya birakilmigs ve daha sonra 0.9 ml Kloroform:isoamilalkol (1:24) karigimi
eklenerek yine elle bir siire (1-2 dakika), daha sonra galkalayici lizerinde, diisiik hizda
yavase¢a 15 dakika galkalanmigtir (Sekil 3.4). Daha sonra tiipler 15 dakika siire ile 13000
rpm’de santrifiij edilmislerdir (Sekil 3.5). Santrifiij edilen tiiplerin st fazlar
mikropipetle alinarak 2 ml’lik yeni eppendorf tiiplere aktarilmistir. Bu tiiplerin iizerine
600 pl isopropanol eklenmis ve elle yavasga alt list yapilip tek faz haline getirilerek
DNA’nin ¢okelmesi saglanmistir. Bu asama sonrasinda tiipler -20 %C’de 1 saat
bekletilmis ve DNA’larin tam ¢okelmeleri temin edilmistir. Derin dondurucudan
cikarilan eppendorf tiiplerinden, DNA dipte kalacak sekilde tiim sivi dokiilmis ve 0.9
ml Amonyum Asetat eklenerek yavas devirde 15 dakika calkalayicida calkalanmustir.
Daha sonra 10000 rpm’de kisa siireli santrifiij yapilmis ve icerisindeki sivi dikkatli
sekilde dokiilmiistiir. Ornekler kurumasi igin bir gece bekletilmistir (Sekil 3.6).

-80°C’de bekletilen orneklerden DNA izolasyonu: Aliiminyum folyo igerisinde
laboratuvara getirilen 6rnekler sivi azot dolu bir kaba konulmustur. Yaprak ornekleri
sirasiyla havanlara alinarak 6giitiilmiis ve 2 ml’lik eppendorf tiiplere alinmigtir. Artan
ornekler tekrar aliiminyum folyoya sarilarak -80°'ye konulmustur. Tiiplerdeki
orneklerin iizerine 0.9 ml CTAB DNA izolasyon ¢ozeltisi eklenmistir. Onceki boliimde
kuru 6rnekler igin yapilan izolasyon islemleri ayni sekil ve sira ile bu 6rnekler igin de

tekrarlanmig ve DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Sekil 3.3 CTAB ¢ozeltisi eklenip su banyosuna alinan yaprak érnekleri.
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Sekil 3.4 Su banyosu sonrasinda ¢alkalayiciya alinan 6rnekler.

Sekil 3.6 DNA’nin ¢okertildigi kurumaya birakilan eppendorf tiipleri.

Tiim bu islemler sonrasinda yapilan gézlemler kuru 6rneklerden, yas orneklere

nazaran daha temiz DNA elde edilebildigini ortaya koymustur.
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Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin miktarini tayin etmek icin % 0.8’lik
agaroz jel kullanilmigtir. 23 X 25 cm’lik tank i¢in 2.3 g agaroz ile 290 ml 0.5 X TBE
erlenmeyere konulmustur. Agarozun ¢6ziinmesi i¢in mikrodalga firinda 600 watt da
ortalama 3-4 dakika isleme tabi tutulmustur. Cozeltinin tanka konulabilmesi igin
sicakligin  yaklasik 55 °C’nin altma diismesi gerektiginden, ¢ozelti manyetik
calkalayiciya konularak karistirilmis ve sogumasi beklenmistir. Istenilen sicakliga
geldigi tahmin edilen ¢ozelti, diiz bir ylizeye konulan tanka dokiilmiis ve taraklar

yerlestirilmistir (Sekil 3.7). Agaroz jelin donmasi igin yaklasik yarim saat bekletilmistir.

Sekil 3.7 Genomik DNA miktarini tayin etmek amaciyla hazirlanan % 0.8’lik Agaroz
Jel.

I¢lerinde DNA &rnekleri bulunan kurutulmus érnek tiiplerine 50 pl ultra saf su
konulmustur. Ornekler vortekslenmeden, parmak uglariyla tiiplere vurarak DNA nin su
igerisinde ¢oziinmesi saglanmustir.

Jele yiikleme yapmak igin, 1 pul DNA’ya karsilik 9 ul mavi boya (blue dye)
eklenmistir. Ancak, 1 pl’yi pipetleyip yiiklemek zor oldugu i¢in bu oranlarin 2 kati
alinmigtir. Yani, 2 ul DNA’ya karsilik 18 pl mavi boya ve 12 pl dH,0 0.5 mI’lik tiiplere
konulmustur ve diisiik hizda kisa siireli mini santrifiij yapilmistir.

Hazirlanan % 0.8’lik agaroz jel tankina 0.5 X TBE buffer soliisyonu, jelin {izerini
kaplayacak miktarda doldurulmus ve kisa bir siire sonra taraklar dikkatli bir sekilde

cikartilmigtir. Jelin Gist kismina kuru 6rneklerden, alt kismina ise yas orneklerden elde
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edilen DNA’lar; ilk ti¢ kuyuya sirastyla 5 A, 10 A ve 20 A DNA markdrleri ve sonrasina
ise genotiplere ait DNA o6rnekleri gelecek sekilde 10’ar ul yiiklenmistir. Agaroz jele
yiiklenen DNA’lar 130 voltta 30 dakika kosturulmustur (Sekil 3.8).

2\N

SV AT : .
o GER
\ \ ~\

Sekil 3.8 Elektroforez tanklarinda agaroz jele yiiklenen DNA’larin kosturulmasi.

Islem sonrasinda jel ¢ikartilarak kiivete alinmis ve jelin iistiine ¢ikacak sekilde
etidyum bromiir konulmustur. Jelin yirtilmamasi, tahrip olmamasi igin ¢alkalayicinin

hiz1 diisiik seviyede tutulmus ve 5 dakika ¢alkalanmistir (Sekil 3.9).

Sonrasinda etidyum bromiir kendi kabina alinarak, kiivete bu sefer saf su eklenmis
ve durulanmast i¢in tekrar ayni hiz ve siirede calkalanmistir. Siire bitiminde jel

goriintiileme tinitesine alinarak fotografi ¢ekilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 Goriintiileme {initesinde jel goriintiilerinin alinmasi.

UV transilluminatér yardimiyla jel goriintiisinde go6zlemlenen DNA
yogunluklari X DNA” lar (5 ng-10 ng-20 ng) ile karsilastirilarak belirlenmis (Sekil 3.11)
ve her bir genotip 6rnegi i¢in elde edilen DNA miktar1 saptanmustir.

Hesaplanan DNA miktarlarina gore PCR analizi icin DNA konsantrasyonlar1 pl’de
10 ng/ug olacak sekilde ultra saf su ile seyreltilmis ve yeniden jelde kosturulmustur. Bu
sekilde, her 6rnegin DNA miktarmin 10 ng’a gelmesi saglanmistir. Jel hazirlama ve
DNA kosturma islemleri aynen tekrarlanmis ve jel goriintiilenmistir. Goriintii
sonucunda DNA’larin istenen diizeye geldigi saptanmis ve sonraki islemlerin liyofilize
edilen kuru 6rneklerden elde edilen DNA’lar ile yiiriitiilmesine karar verilmistir (Sekil
3.12).
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Sekil 3.12 Markor kiyaslamasi ile DNA miktar tahminleri, optimize edilmis protokol.

3.2.2 Arastirmada Kullanilan Primerler

Arastirmada, DNA’ya yapisma sicakligi daha once yapilmis calismalarda
belirlenmis olan 24 adet primer screening (calisacak-calismayacak primerlerin
belirlenmesi) yapmak tizere, polimorfizm bakimindan test edilmistir. Segilen primerler

ve DNA’ya yapisma sicakliklart Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Screening yapilan primerlerin niikleotid dizilimleri ve DNA yapisma

sicakliklari.
) Yapisma ) Yapisma
Primer Niikleotid Primer Niikleotid
. Sicakhiklar: L . Sicakliklar: L
Isimleri Dizileri Isimleri Dizileri
(°C) O
UBC811 52 (GA)C UBC835 54 (AG)sYC
UBC823 52 (TC)sC UBC844 54 (CT)gRC
UBC826 52 (AC)¢C UBC841 54 (GA)sYC
UBC827 52 (AC) G A105ISSR02 54 (TG)oT
UBCB836 52 (AG)sYA | Al12ISSR04 54 AG(GT)sT
B116ISSR02 52 (AC)sTAA | B116ISSR04 54 (AC) T
B108ISSR02 52 (TC)+«(AC), | B108ISSR05 54 T(CA),
UBCB809 52 (AG) G B108ISSR03 54 (TC)/(AC) A
UBC852 52 (TC)sRA | A217ISSRO1 54 A(AG)+(GT),
UBC858 52 (TG)sRT | AOO05ISSRO1 54 (TG)A
UBC855 52 (AC)gYT | AO05ISSR04 54 (TG)s(TA),
UBCB840 52 (GA)gYT | A110ISSR0O3 54 A(GT)q

Primerleri polimorfizm bakimindan test etmek amaciyla 113, 125, 146, 156, 179,

182, 183, 184 nolu genotipler se¢ilmistir.

PCR islemi i¢in amplifikasyon reaksiyonu 2 pl genomik DNA, 1 ml dNTPs, 1
ml primer, 18.3 ml ddH,O, 2.5 ml Green Buffer ve 0.18 ml DreamTaq ile

olusturulmustur. Pipetleme hatasi da g6z Oniine alinarak 8 drnek icin 10 orneklik stok

hazirlanmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Screening amagli PCR amplifikasyon reaksiyonu bilesimi.

Kullanilan Malzemeler x=1 x=10
ddH,0 18.3 ml 183 ml
dNTPs 1ml 10 ml
Green Buffer 2.5 ml 25 ml
Primer 1ml 10 ml
DreamTaq 0.18 ul 1.8 ul
Toplam 23 ml
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DNA’nin ¢ogaltimi i¢in PCR sicaklik ve dongii kosullarn 3.2.3 PCR
Reaksiyonlar1 ve Elektroforez basliginda anlatildig1 gibi programlanmaistir.

PCR dongiisiiniin tamamlanmasi sonrasinda PCR f{iriinleri protokolii daha 6nce
anlatilmis olan % 1’lik agaroz jele yiiklenmis ve 0.5 X TBE tampon ¢ozeltisinde 120
voltta 90 dakika kosturulmustur. Islem sonrasinda jel ¢ikartilarak kiivete alimus ve jelin
istiine c¢ikacak sekilde etidyum bromiir konulmustur. Jelin yirtilmamasi, tahrip
olmamasi i¢in ¢alkalayicinin hiz1 diisiik seviyede tutulmus ve 5 dakika calkalanmistir.
Sonrasinda etidyum bromiir kendi kabina alinarak, kiivete bu sefer saf su eklenerek
durulanmasi igin tekrar aymi hizda ve siirede c¢alkalanmigtir. Siire bitiminde jel
goriintiileme initesinde UV transilluminatdr yardimi ile gorintiilenerek bant veren
primerler secilmistir. Goriintiilerin islenmesinden 9 primerin polimorfizm olusturdugu

saptanmig (Sekil 3.13-3.14) ve ¢alismalarin bu primerler ile devam ettirilmesi

kararlastirilmistir.

—— ——
UBC 811 UBC 826 [V]:10%: 4 B116ISSR02

. '- H- - - "-

,,,,,

o ESNAUN | e

" ANTR

B108ISSR02 UBC 809 «x UBC852

4 "3

UBC 858

m

(2] 8y =

Sekil 3.13 Yapisma sicakligi 52°C olan ve polimorﬁzm acisindan segilen primerler.
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3.2.3 PCR Reaksiyonlar1 ve Elektroforez

PCR amplifikasyonu islemi i¢in reaksiyon her bir tiip, 2 pul genomik DNA, 1 ml
dNTPs, 1 ml primer, 18.3 ml ddH,0O, 2.5 ml Green Buffer, 0.18 ml DreamTaq olacak
sekilde hazirlanmustir.

PCR amplifikasyonunda kullanilan primerler, baz dizilis ve sayilar1 Cizelge 3.4’de

verilmistir.

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan primerler, baz dizilis ve sayilar1 ile DNA yapigsma

sicakliklari.
. Baz Yapisma
Primer Isimleri Primer Baz Dizileri 5° = 3’
Sayisi Sicakliklar: (°C)
UBC 827 ACA CAC ACA CACACACG 17 52
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 18 52
UBC 855 ACA CAC ACA CACACACYT 18 52
UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 54
UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 54
UBC844 CTCTCT CTCTCT CTCTRC 18 54
A105ISSR02 (TG);C(GT)s 19 54
B108ISSR05 T(CA), 19 54
A110ISSR03 A(GT), 19 54
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Genomik DNA’nin ¢ogaltimi i¢in PCR reaksiyonlari, thermocycler (Eppendorf
Mastercycler Gradient) cihazinda (Sekil 3.15) yiiriitilmistiir. PCR dongii ve sicaklik
kosullari; 1. Adim- 94 °C’de 2 dakika 1 dongii, 2. Adim- 94 °C’de 1 dakika, 52 °C’de
(ve 54°C’de) 1 dakika, 72 °C’de 2 dakika 40 dongii ve 3. Adim- 72 °C’de 10 dakika

olacak seklinde programlanmuistir.

Sekil 3.15 PCR islemlerinin gergeklestirildigi Thermocycler (Eppendorf Mastercycler
Gradient) cihazi.

PCR reaksiyonu sonrasinda amplifikasyon friinleri % 1.8’lik agaroz jelde
kosturulmustur. Bu amagla 23x25 cm’lik elektroforez tanki igin 5.2 g agaroz ile 290 ml
0.5 X TBE tampon ¢ozeltisi erlenmayere konulmus ve agarozun ¢oziinmesi igin
mikrodalga firinda 600 watt’ta yaklasik 6 dakika isleme tabi tutulmustur. Sonrasinda
¢Ozeltinin tanka konulabilmesi i¢in sicakligin yaklasik 55°C’nin altina diismesi
gerektiginden manyetik karigtiriciya konularak karigtiritlmis ve sogumasi beklenmistir.
Istenilen sicakhiga geldigi tahmin edilen ¢dzelti, diiz bir yiizeye konulup su terazisi ile
ayarlanan tanka dokiilmiis ve taraklar takilmigtir. Donmasi igin yaklasik yarim saat
bekletilmistir.

Taraklarin ¢ikarilmasi sonrasinda jelde olusan haznelere PCR iiriinleri yiiklenmis
ve 0.5 X TBE tampon c¢ozeltisinde 150 voltda 3 saat kosturulmustur. Bant
bliyiikliiklerinin belirlenmesinde A DNA’nin EcoRI ve HindIIl kesim enzimleri ile

hazirlanmis olan DNA standart markor olarak kullanilmistir (Sekil 3.16).
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Lambda DNA / EcoRI + Hindlll Marker
bp

21226

5148
4973
4268

3530

2027
1904

1584
1375

947
831

1.0% agarose

Sekil 3.16. “Size marker” olarak kullanilan, DNA’nin EcoRI ve HindIII kesim
enzimleri ile hazirlanmis olan DNA’s1

Elektroforez islemi sonrasinda jel tanktan cikartilarak kiivete alinmis ve jelin
tistiine ¢ikacak sekilde etidyum bromiir konulmustur. Otomatik calkalayicida 5 dakika
calkalanarak boyama islemi gergeklestirilmistir. Sonrasinda etidyum bromiir kendi
kabina alinmis, kiivete bu sefer saf su eklenerek jelin durulanmasi igin tekrar ayni hizda
ve siirede calkalanmistir. Bantlarin degerlendirilebilmesi i¢in jeller boyama isleminden

sonra UV transilluminator yardimi ile goriintiilenmis ve fotograflanmustir.

3.2.4 Verilerin Degerlendirilmesi

Genotipler arasindaki genetik benzerlik ve genetik uzaklik degerleri, ISSR
bantlariin polimorfik olup olmamasina gore varliginda 1, yoklugunda 0 olacak sekilde
simiflandirilarak hazirlanmis olan veri matrisinden yararlanarak Nei ve Li (1979)
tarafindan gelistirilen benzerlik orani formiiliine gore hesaplanmis ve genetik uzaklik
matrisi elde edilmistir. Cogaltilan her ISSR primeri i¢in polimorfizm bilgi igerigi (PIC)
PowerMarker V 3.25 paket programi yardimi ile hesaplanmistir. Genetik benzerlik
indeksi Jaccard’a gore hesaplanmis ve NTSYS-version 2.0 (Numerical Taxonomy and
Multivariate Analysis System, Rohlf, 1998) istatistik paket programimmda UPGMA
(Unweighted pair-group method arithmetic average) gruplandirmasina gore genotiplere

ait dendrogram elde edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Pamuk (G. hirsitum L.) cesitlerinde genetik cesitliligi ortaya koyabilmek
amaciyla oncelikle polimorfik olabilecek ISSR primerlerini saptamak tizere 8 pamuk
¢esidinde 24 ISSR primeri test edilmistir. Test sonucunda PCR f{iriinii meydana getiren 9
ISSR primeri belirlenmis (Sekil 3.13-3.14) ve 30 pamuk ¢esidinde molekiiler analizler
bu primerler ile devam ettirilmistir. Jel goriintiilerinin islenmesi neticesinde, tim
genotipler i¢in olusan toplam bant sayilar1 ile elde edilen polimorfik bant sayilar1 ve
polimorfizm oranmi degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Cizelgeden goriilecegi gibi
kullanilan 9 adet ISSR primerinin 30 adet pamuk genotipinde, 41 bant olusturdugu ve
bu bantlardan ortalama 22.3 tanesinin polimorfik oldugu goriilmiistiir. Primer basina
polimorfik bant sayis1 ortalama 2.5 bulunmustur.

Polimorfizm oranlart agisindan primerler kiyaslandiginda en yiiksek
polimorfizm oranmnin 0.89 ile A110ISSR0O3 ISSR primerinden elde edildigi
goriilmektedir. En diisiik polimorfizm ise A1051SSR02 primerinde saptanmustir. Ote
taraftan diger bazi primerlerde de polimorfizm orani diisiik olmakla beraber, kullanilan
tim primerlerin pamukta polimorfik bant iiretebildikleri, polimorfik bant oraninin % 6

ile % 89 arasinda degistigi gozlenmistir.

Cizelge 4.1. ISSR Primerlerinin Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam Bant
Sayilari, Polimorfik Bant Sayilar1 ve Polimorfizm Oranlar:

Primer Ort. Polimorfik o
isimleri Toplam Bant Sayisi Bant Sayist Polimorfizm Orani
UBC 827 5 24 0.48
UBC 836 5 33 0.65
UBC 835 6 12 0.19
UBC 841 5 24 0.49
UBC 844 3 26 0.88
UBC844 3 29 0.72
A105ISSR02 4 02 0.06
A110ISSR0O3 6 53 0.89
B108ISSR0O5 4 57 0.68
Toplam 41 22.3 0.56
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Incelenen genotipler arasinda polimorfik (allel farkliliklar1) farkliliklarin
oraninin oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum secilen primerlerin daha
onceden test edilerek genotipler arasinda polimorfik bant olusturdugu tespit edilmis
olanlardan secilmesi, ¢alismada da polimorfizm oranini artirmistir.

Amplifikasyon sonucunda olusan her bir pirimer’e ait ISSR PCR firtinleri jel

goriintiileri Sekil 4.1-4.9 araliginda sunulmustur.

M 101 102105 106 113 124 125 129 134 146 147 149 156 161 169 171 172 173 175 179 180 181 182 183 184 185 187 190 194 202 M

- =
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Sekil 4.1 UBC 827 primeri ile amplifikasyonu sonucu olugan ISSR PCR iiriinleri

A
M 101 102 105 106 113 124 125 129 134 146 147 149 156 161 169 171 172 173 175 179 180 181 182 183 184 185 187 190 194 202 M
B o -

-
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Sekil 4.2 UBC 835 primeri ile amplifikasyonu sonucu olusan ISSR PCR iiriinleri

M 101102 105 106 113 124 125 129 134 146 147 149 156 161 169 171 172 173 175 179 180 181 182 183 184 185 187 190 194 202 M

Sekil 4.3 UBC 836 primeri ile amphﬁkasyonu sonucu olusan ISSR PCR urunlerl

M 101 102 105 106 113 124 125 129 134 146 147 149 156 161 169 171 172 173 175 179 180 181 182 183 184 185 187 190 194 202 M

— Sr— o v - - -

Sekil 4.4 UBC 841 primeri ile amplifikasyonu sonucu olusan ISSR PCR iiriinleri
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Sekil 4.8 A110ISSRO3 primeri ile amplifikasyonu sonucu olusan ISSR PCR firiinleri

M 101102 105106 113 124 125129 134 146 147 149 156 161 169 171 172 173 175 179 180 181 182 183 184 185 187 190 194 202 M

Sekil 4.9 B108ISSRO5 primeri ile amplifikasyonu sonucu olusan ISSR PCR iiriinleri
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Aragtirmada kullanilan primerlerin baz dizilimleri, baz sayilari ve polimorfik
bilgi icerigi degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Polimorfik bilgi igerigi (PIC)
incelendiginde; en yiiksek PIC degerinin 0.68 ile UBC 836 primerinden, en diisiik PIC
degerinin ise 0.19 ile UBC 841 primerinden elde edildigi goriilmiistiir. Ortalama PIC

degeri ise 0.49 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.2. ISSR Primerlerinin niikleotid dizilimi ve PIC (polimorfik bilgi icerigi)

‘ degerleri.

Primer Isimleri Primer Dizileri 5°-3° Baz Sayis1 | PIC Degerleri
UBC 827 ACA CAC ACA CACACACG 17 0.61
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 18 0.68
UBC 835 ACA CAC ACACACACACYT 18 0.62
UBC 841 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 0.19
UBC 844 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 0.50
UBC844 CTCTCT CTCTCT CTCTRC 18 0.40
A105ISSR02 (TG)sC(GT)s 19 0.48
A110ISSR03 T(CA)y 19 0.43
B108ISSR05 A(GT)q 19 0.48

ORTALAMA 0.49

ISSR DNA markor verileri kullanilarak G. hirsitum L. genotipleri arasinda
Jaccard (1908) yontemine gore hesaplanan Jaccard benzerlik katsayr degerleri Cizelge
4.3’de verilmistir.

Ortalama Jaccard benzerlik katsayis1 0,77 olarak bulunmustur. Jaccard benzerlik
katsayisina gore G. hirsitum L. genotipleri birbirleriyle karsilagtirnldiginda, genetik
bazda en yakin Nazilli 303 genotipinin 0.20 benzerlik katsayisi ile Ersan-92 ve
Gapeyam-1 genotipleri ile, Nazilli 66-100 genotipinin yine 0.20 benzerlik katsayisi ile
Gapeyam-1 genotipi ile genetik yakinlik gosterdigi saptanmistir. Genetik bazda en uzak

genotipler i¢in benzerlik katsayisi ise 1.41 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Genotipler arasindaki genetik mesafe (Genetic Distance) matrix ¢izelgesi

& adasss P Aydin | Ayhan | Barut |Coskun| Cukuro | Dice e 63 Fsa11 Fsan g2 P12 60590 Gurel | Mares | Mende | Nazilli | Nazill | Nazilli | Nazilli | Nezilli | Nazilli | Nazlli | Nezili | Nazilli Nazilh | Nzilli| Ozbek | Sahin | Sayar
POL | 110 | 2005 | 2005 | 1 |vai518| 2002 md | luz86 bey | 92 | res | 143 | 303 | 342 |6600| 663 | 845 | 87 | 954 |M342 M39(M503| 142 | 2000 | 314
Adana 98 0,0000
ADN P01 14142 0,0000
Aydin 110 07071 1,4142| 0,0000
Ayhan2005 | 09428 07071| 05303 0,0000
Barut2005 | 09428 14142| 03536] 0,883 0,0000
Coskun 1 0,8485| 1,414| 0,2020| 0,061 0,6051/0,0000
Cukurova1518 | 07071 1,4142| 04714| 0,4714| 0471407071 0,0000
Dide2002 | 07071 14142| 02828( 05657 0565702828 0,485 0,0000
Fae 69 1,1785 14142| 04041 1,0102| 0,6061 04714 0,485 05657 0,0000
Bl 011 09428| 1.4142| 0,7071| 0,8839| 0,3536| 0,6061| 0,4714| 0,8485|0,3081 0,0000
Ersan 92 09428| 1,4147| 0,6061| 1,0102 0,8081/0,7071| 1,1314| 02828 0,2020 1,0102| 0,0000
Gapeyam-1 | 11785 14142| 0,6061| 1.2122| 0,6061/07071 0,485  0,8485/0,2020 08081 04041 0,0000
Gossipolsuz86 | 1,1314) 14142| 14142( 12122] 1212212122 11785 11314/0,9428 08081 07071 09428 0,0000
Gurelbey 14142 14142| 05657 0,8485| 05657 05657 07071 0,7071|0,2828 05657 05657 05657 1,1314/0,0000
Maras 52 09428| 1,4142| 0,7071] 09428 0,7071/0,8485| 1,0507| 0353604714 07071| 0,2357| 0,7071| 0,8485|0,28280,0000
Menderes 2005 14142| 1,0607| 0,7071| 07071/ 0,7071/0,2081 0,7071| 0,8485 0,5061 08839 02081 08081/ 1,2122(0,0000 04714 0,0000
Nazili 143 05657| 1,0607| 1,1785| 1,1785| 1,1785)14142| 11314| 14142(1,1314) 11785| 11314] 1,1314] 1,4147| 14142 11314] 14142 0,0000
Nazil 303 09428| 14147 0,8081] 1,2122| 0,8081|0,9428| 1,1314| 05657 0,4041 1,0102| 0,2020| 0,2020| 0,7071(0,8485/0,4714| 10102 11314 0,0000
Nazilh 342 14142 09428) 14142 10607| 1414214142 14142 14142 14142 14142 14142| 14142 14142|14142|1,4142| 14142| 10607 1,4142| 0,0000
Nazil 66100 | 0,9478| 14142 0,4041] 10102 0,6051|04714| 0,8485| 0,8485 04041 0081 0,6061| 0,2020| 1,17850,5657/0,7071| 08081 11314 0,4041| 14142 0,0000
Nazili 663 09428| 1.4142| 1,0102| 1,0102| 1,0102| 1,1785| 0,8485| 0,8485|0,5061 0,8081| 04041/ 0,4041| 0,4714| 0848504714 10102 11314 0,2020| 1,4142| 0,6061 0,0000
Nali 84§ | 1,1785| 1,0507 08839 10607 0,7071/1,0102] 07071 1,1314/06061 05303 08081/ 0,6061 1,0102)0,2828/0,4714| 07071 09428 (0,8081| 14142 0,6061|0,6061/0,0000
Nazili 87 09428| 1.4142| 05303/ 0,7071| 0,2839|0,4041| 0,7071| 0,8485/0,4041 05303| 0,6061| 0,6061| 0,801/ 0282804714 07071 11785 0,8081| 14142 04041 0,6061|0,5303|0,0000
Nazili 954 1,1785| 1,0507| 0,8839| 0,7071| 07071/ 0,6061 0,4714) 0848510102 03536 12122 10102 0,8081|0,8485 11785 08839 14142 12122 14142 10102| 1,0102|0,8839|0,7071 0,0000
NaziliM342 | 09428| 1,4142 04041 10102 04041|04714| 08485  0,8485 04041 06051 0,6061| 0,4041 0942805657/ 0,7071| 08081 11314 0,6061| 14142 02020/ 0,081 0,6061(0,4041] 0,8081| 0,0000
NazliM39 | 09428 14142 04041 10102 04041|04714| 08485/ 0,8485 04041 06061 0,601/ 0,4041 0,9428|05657/0,7071| 03081 1,1314 (0,6061| 14142 0,2020|0,8081 0,6061(0,4041 0,3081| 0,0000 0,0000
NaliM503 | 07071 1,4142 07071 09428 0,7071/0,8485  1,0607| 0707107071 07071 04714| 07071 05657 0,3485/0,4714| 09428) 11314 04714| 14142 04714|04714)0,7071(04714 09428 0,2357(0,2357| 0,0000
Ozbek142 | 11314) 14142| 10102] 12122| 0,8081] 10102 11785 05657/ 04714 10102 02357 04714 0,6061|0,8485 05657 1,0102| 14142 02357 09428 0,7071] 0,4714| 1,0102|10102| 1,0102| 0,4714 04714 0,2828) 0,0000
sahin2000 | 14142 10607| 05303( 07071 0707106061 07071 05657/0,2020 1,0607) 04041 04041 1,0102(0,2828/0,7071] 03536 14142 06061 1,4142| 0,6051] 0,8081 0,8839|0,7071| 0,8839| 0,5061 0,6061| 09428 0,6061| 0,0000
Sayar 314 1,1785 14142| 0,7071) 0,7071| 07071 0,8081] 04714 11314/ 08081 07071 1,0102| 0,081 0,8081 05657  0,9428| 07071 14142 10102 1,0607| 0,6061| 0,8081/0,7071/05303| 0,7071| 0,4041 04041 04714 08081/ 0,7071|0,0000




ISSR verileri kullanilarak NTSYS paket programi yardimi ile Nei (1972)’ye
gore yapilan UPGMA (Unweighted Pair Group With Arithmetic Average) kiimeleme
analiz sonucu Sekil 4.10’da verilmistir. Elde edilen dendrogram haritas1 ise Sekil
4.11°de goriilmektedir. Her iki sekilden de goriilecegi lizere 30 pamuk ¢esidi genetik
yakinlik acisindan 2 ana kiimeye ayrilmistir. Ana kiimenin birinde ADN P01, Nazilli
342 ve Nazilli 143 cesitleri yer almistir. Diger ana kiime ise iki alt kiimeye, alt
kiimelerden biri ise kendi igerisinde tekrar ikiye ayrilmistir. Nitekim, Erkiling ve Karaca
(2005)’nin yaptig1 ¢alismada oldugu gibi Ege 69 ile Nazilli 66-100, Nazilli M503 ile
Maras 92, Nazilli 87 ile Nazilli 84S genotipleri aynmi alt kiimelerde yer almistir. Ek
olarak, Bardak ve Bolek (2012)’in yaptig1 ¢calisma ile benzesen sonuglar bulunmaktadir.
Soyle ki, Sayar 314, Ersan 92 ve Maras 92 genotipleri ¢alismamizda da ayni kiime

icerisinde yer almistir.

Nazilli_ 143

Nazili 342

ADN P01

Sekil 4.10. ISSR verileri kullanilarak hazirlanan kiimeleme analizi
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Sekil 4.11. ISSR verileri kullanilarak UPGMA metoduna gére ¢izilen genetik benzerlik
dendrogram.

Sonug olarak; ISSR molekiiler DNA teknigi analizinde UBC 827, UBC 836, UBC
835, UBC 841, UBC 844, UBC844, A105ISSR02, A110ISSR03 ve B108ISSR05 primerleri
kullanarak ticari pamuk cesitlerinin DNA bazinda birbirlerinden ayrilabilecegi, ISSR
tekniginin ucuz, kolay ve tekrarlanabilir 6zelliginden dolay: bir dominant marker olarak

olanaklar1 kisith laboratuarlarda kolaylikla uygulanabilecegi sonucuna varilmstir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada 30 pamuk (Gossypium hirsitum L.) genotipi genetik benzerlikleri

DNA seviyesinde ISSR DNA markérii yardimiyla belirlenmistir.

1.

Elde edilen sonuglar kisaca asagida dzetlenmistir.
Cesitleri DNA seviyesinde ayirmak i¢in ilk 6nce 24 ISSR primer 8 pamuk
¢esidinde 6n arastirmada kullanilmis olup, bunlardan 9 adedinin PCR iiriinii
meydana getirdigi, 15 ISSR primerinin bir iriin meydana getirmedigi
saptanmastir.
Kullanilan 9 adet 9 ISSR primerinin 30 adet pamuk genotipinde, 41 bant
olusturdugu ve bu bantlardan ortalama 22.3 tanesinin polimorfik oldugu
saptanmigtir. Primer basina polimorfik bant sayist ortalama 2.5 olarak
bulunmustur.
Polimorfizm oranlart agisindan primerler kiyaslandiginda en yiiksek
polimorfizm oran1 0.89 ile A110ISSR0O3 ISSR primerinde elde edilirken, en
diisiik polimorfizm ise A105ISSR02 primerinde saptanmuistir.
Kullanilan tiim primerlerin pamukta polimorfik bant iiretebildikleri, polimorfik
bant oraninin % 6 ile % 89 arasinda degistigi belirlenmistir.
ISSR primerlerine iligskin polimorfik bilgi igerigi (PIC) degerleri 0.19 ile 0.68
araliginda degisim gostermistir.
En yiiksek polimorfik bilgi igerigi (PIC) olan 0.68 degeri UBC 836 primerinde,
en diisiik PIC degeri ise 0.19 ile UBC 841 primerinden elde edilmis ve tim
primerler i¢in ortalama PIC degeri ise 0.49 olarak hesaplanmustir.
Ortalama Jaccard benzerlik katsayis1 0.77 olarak bulunmustur.
Jaccard benzerlik katsayisina gore Nazilli 303 genotipinin 0.20 benzerlik
katsayis1 ile Ersan -92 ve Gapeyam-1 genotipleri ile en yakin benzerlik
gosterdigi, Nazilli 66-100 genotipinin yine 0.20 benzerlik katsayist ile
Gapeyam-1 genotipi ile genetik yakinlik i¢inde oldugu saptanmistir. Genetik
bazda en uzak genotipler i¢in benzerlik katsayisi ise 1.41 olarak belirlenmistir.
UPGMA kiimeleme analiz sonucu 30 pamuk ¢esidi genetik yakinlik agisindan 2
ana kiimeye ayrilmistir. Ana kiimenin birinde ADN P01, Nazilli 342 ve Nazilli
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143 ¢esitleri yer alirken diger ana kiime de iki alt kiimeye, alt kiimelerden biri
ise kendi igerisinde yine tekrar iki alt kiimeye ayrilmistir.

10.ISSR molekiiler markor tekniginin pamukta genetik ¢esitliligi  belirleme
calismalarinda basariyla uygulanabilecegi, bununla birlikte gdstermis oldugu
yiksek polimorfizm ve tekrarlanabilme o6zelliginden dolay:, laboratuvar
olanaklar1 kisitlhi birgok laboratuvarda basariyla uygulanabilecegi sonucuna

varilmstir.
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