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OZET

Bu caligmanin amaci cpDNA PZR-RFLP ve cpDNA SSR yontemleri kullanarak
Tiirkiye’de dogal olarak yayilis gosteren farkli bermuda ¢imi genotiplerinde kloroplast
DNA polimorfizminin belirlenmesidir. Bermuda ¢imi bir¢ok iilkede kamu parklari,
evsel alanlar, golf sahalar1 ve spor sahalarinda ¢im ve mera bitkisi olarak ve ayrica
toprak 1slahinda kullanilmaktadir. Cesitli ploidi seviyelerinden 47 farkli genotiple
calisilmistir. Bu genotiplerden 40 tanesi Akdeniz bolgesinden toplanan 182 genotip
arasindan se¢ilmis ve 7 tanesi ise Kayseri ve Nevsehir’den toplanmistir. Farkli
genotiplerin kloroplast DNA’larindaki rbcL, TrnHK, 30S, Psb-TrnS ve TrnST
bolgeleri, ilgili primerler kullanilarak ¢ogaltildiktan sonra EcoRI, Taql, Msel, Dral,
HinllIl, BsuRI, Mspl, Mbol, Rsal ve EcoRV restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.
cpDNA PCR-RFLP metodu kullanilarak elde edilen 143 bandtan 53 tanesi polimorfik
bulunmustur (%37). Bu bermuda ¢imi genotipleri ayni zamanda 10 ccSSR primerleri
ile de analiz edilmistir. Biitiin genotipler arasindaki benzerlik cpDNA PCR-RFLP
kullan1ldiginda ortalama 0.88 olup 0.77 ile 1 arasinda degisirken, bu deger ccSSR i¢in
ortama 0.75 olup 0.50 ile 1 arasinda degismektedir. Her iki markir sistemi birlikte
kullanildiginda UPGMA tarafindan {iretilen dendrogram bermuda ¢imi genotiplerini
0.76 benzerlik degeri ile birlikte kiimelemistir. Calisilan 47 genotip igerisinde 5.
genotip hari¢ tiim diploid genotipler birlikte kiimelenmistir. Bu sonuglar dogal olarak
olusan bermuda c¢imi populasyonlarinda kloroplast DNA polimorfizminin diisiik

oldugunu gostermektedir

Anahtar Kelimeler: Bermuda ¢imi, kloroplast DNA polimorfizmi, ccSSR
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ABSTRACT

Main purpose of this study was to detect chloroplast DNA polymorphism by using cpDNA
PZR-RFLP and CpDNA SSR in different bermudagrass genotypes. Bermudagrass is a
perennial grass which is used for pasture, forage, turf grass, soil stabilization, and
remediation. Forty seven bermudagrass genotypes from various ploidy levels were used in
this study. Fourty of the genotypes were selected among the 182 genotypes collected from
Mediterranean region and seven were collected from Kayseri and Nevsehir. rbcL, TrnHK,
30S, Psb-TrnS ve TrnST regions of chloroplast DNA were amplified by polymerase chain
reaction (PCR) using universal chloroplast primer pairs and EcoRI, Taql, Msel, Dral,
HinlIl, BsuRI, Mspl, Mbol, Rsal ve EcoRV enzymes were used for restriction analysis of
amplified fragments. Of the 143 scored fragments, 53 were polymorphic (%37) when
cpDNA PCR-RFLP method is used. These 47 bermudagrass genotype was also analyzed
by using 10 ccSSR primers. Among the 10 primers used for PCR analysis, eight of them
produce clear PCR product. Of the 16 scored SSR bands 14 of them were polymorphic
(%87). Similarites among all genotyes ranged from 0.77 to 1, with a mean of 0.88 and
ranged from 0.50 to 1, with a mean 0.75, when cpDNA PCR-RFLP and ccSSR analysis is
used, respectively. The UPGMA analysis clustered bermudagrasses together when both
markers are used with similarity value of 0.76. Excluding diploid genotype 5, diploid
genotypes (%13) were clustered together in 47 genotypes studied. These results suggest
that low level of chloroplast DNA polymorphism is present in naturally occuring

bermudagrass populations.

Keywords: Bermuda grass, chloroplast DNA polymorphism, ccSSR



KISALTMA ve SIMGELER
AFLP : Amplified Fragment Length Polymorphism (Cogaltilmis Fragment Uzunluk
Polimorfizmi)
APS : Amonyum perstilfat
BSA : Bovine serum albumin
ccSSR : consensus chloroplast simple sequence repeat (konsensus kloroplast basit dizi
tekrarlar)

cpDNA : Kloroplast DNA

CTAB : Setil 3-Metil Amonyum Bromid

DNA : Deoksiribontikleik asit
dH,O : Distile su
dNTP : Deoksiriboniikleik asit trifosfat

EDTA : Etilen diamin tetra asetikasit

gDNA : Genomik DNA

HCI : Hidrojen klortir
ISSR : Internal Simple Sequence Repeats (Basit Dizi Tekrarlar1 Arast)
M : Molar

MgCl, : Magnezyum klorir

mM : Milimolar
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: Sodyum klortir

: Poli Akrilamir Jel Elektrforezi (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

: Temel bilesen analizi (Principal Components Analysis)

: Polimorfizm bilgi icerigi (Polymorphism information content)

Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

: Random Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmis Polimorfizm

DNA)

: Restriksiyon endoniikleaz

: Restriction Fragment Length Polymorphism (Kesilen Par¢ca Uzunluk

Polimorfizmi)

: Sodyum dodesil stilfat

. Tris asetik asit - EDTA

: Tris— EDTA

: Trisodyum tuzu

: Coziilme (Melting) sicaklig

: Volt

: Unweighted pair group method using arithmetic averages (agirliksiz aritmetik

ortalamay1 kullanan ¢ift grup metodu)
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1. BOLUM
GIRIS

Bermuda ¢imi (Cynodon spp.), Diinya’nin tropikal ve subtropikal bélgelerinde dogal
olarak bulunan, mera alanlari, kamu parklari, toprak stabilizasyonu ve evsel alanlarda
kullanilan ¢ok yillik bir bitkidir [1]. Bermuda ¢imi, Cynodon cinsi’nin bir ¢ok tiirlinii ifade
etmek icin kullanilan ortak bir isimdir. Cynodonteae takimi, Chloridinae alt takim,

Graminae (Poaceae) familyasi ve Chloridoidae alt familyas1 tiyesidir [2].

Genellikle gelisimi hizli olan bu bitkiler, ¢imen formunda bulunur ve Akdeniz bolgeleri
boyunca yayilis gosterirler [3, 4]. Genellikle kozmopolit bir yayilis gosteren bermuda ¢imi,
morfolojik olarak ¢esitli varyasyonlara sahiptir. Golf sahalarinda kullanilmasi ig¢in
dayanikl tiirler yetistirilmistir. Taksonlarin 45°N paraleli ve 45°S paraleli arasindaki tiim
kita ve adalar boyunca ve Avrupa’da yaklasik 53°N paralelinde bulundugu bilinmektedir.
Harlan ve ark. (1969), tarafindan yapilan biyosistematik ¢aligmalarda elde edilen kanitlara
gore Pakistanin batisindan Tiirkiye’ye kadar olan genis bir cografik bolgenin taksonlarin

evrimsel aktivite merkezi oldugunu gostermistir [5].

Seckin bermuda ¢imi kiiltiirleri, parklar, atletizm sahas1 ve golf sahasi ¢imi gibi bir ¢ok
amag i¢in kullanilir. Bermuda ¢imi ayn1 zamanda mezarliklarda, yol kenarlar1 gibi benzer

alanlarda da kullanilir [6].

Bermuda ¢imi x=9 temel kromozom sayisina sahiptir, niiklear DNA igerikleri temel
aliarak, genotipleri diploid, triploid, tetraploid, pentaploid ve hekzaploid olarak 5 farkli
ploidi seviyelerinde gruplandirilir [7, 8, 9, 10]. Cinsin diploid, triploid, tetraploid,
pentaploid ve hekzaploid olan ploidi serileri morfolojik benzerlikleri olusturur [11].
Cynodon cinsinin genom kompozisyonu genis c¢apta bilinmemektedir. Autoploid oldugu
diisiiniiliir [12]. Intra ve inter ploidi seviyeleri ¢aprazlanirsa, triploidlerin disinda, canl
tohumlar iiretebilirler [13]. En yaygin ploidi seviyesi tetraploidtir. Tiirkiyede genellikle
triploid, tetraploid, pentaploid ve hekzaploidlerin yani sira diploid genotiplerin bulundugu
da tespit edilmistir [11, 14].



Kloroplast DNA, kalitimla klonlanan yiiksek korunumlu sitoplazmik molekiildiir. Farklt
poliploid taksonlar arasindaki filogenetik iliskiyi ve polimorfizmi kanitlamak i¢in giiglii bir
aracgtir [15, 16, 17, 18]. Kloroplast DNA (cpDNA) dizileri bitkide filogenetik ¢aligmalar
icin kullanilan ana kaynaklardan biridir. Ik ¢alismalarin ¢ogu yiiksek seviyedeki taksonlar
arasinda filogenetik iliskiyi aydinlatmak i¢in kodlanan gen bolgeleri iizerine odaklanmistir
[19]. Oysa muhtemelen kodlanmayan bdlgeler daha az fonksiyonel sinirlara sahip oldugu

icin kodlanan bdlgelerden daha ¢ok varyasyon gostermektedir. [20].

Angiospermlerin kloroplast DNA’s1 ¢ogunlukla maternal kalitim gosterir [21]. Kloroplast
genomu bitkilerdeki molekiiler evrim ve sistematik ¢alismalarinin odak noktasi olmustur
[22]. Total genomun %0.1’den az bir kismin1 olusturmasina ragmen kloroplasta
odaklanmanin bir ¢ok nedeni vardir. Bunlarin ilki ¢pDNA’s1 total hiicresel DNA’sinin
oldukga biiyiik miktarini olusturur ve bu da kloroplast DNA genomunun erken molekiiler
karakterizasyonunu kolaylastirmistir. Ikincisi kloroplast DNA’smin konservatif oranda
niikleotit yer degisimine sahip olmasi ve molekiiler evriminde diisiik oranda olmasi onu
familya iistii seviyede bitki filogenetik iliskileri calismasinda ideal kilmistir. Clinkii  bitki
iligkileri evrimin derin seviyelerinde c¢ok fazla celiskili oldugundan kloroplast DNA
verileri bitki filogenilerinin yeniden yapilandirilmasinda onemli bir aragtir. Bu amag
kloroplast DNA’s1 tarafindan kodlanan genlerin bitki filogeni ¢alismalarinda ¢ok fazla
miktarda kullanilmalarindan dogmustur. Sonug¢ olarak bitki molekiiler evrimindeki

calismalarin ¢cogu molekiiler sistematikteki problemler tizerine odaklanmistir [23].

Hem kloroplast DNA hem de mitokondrial DNA, niiklear DNA’dan daha diisiik mutasyon
oranina sahip oldugundan taksonomik c¢aligmalar i¢in niiklear DNA’dan daha uygundur

[24].

Molekiiler markirlar, genetik farkliliklarin analizi, germplasm organizasyonu ve genetik
benzerliklerin belirlenmesinde kullanilir.  Kloroplast genomundan iiretilen markirlar
yiilksek korunumlu olmasina karsin niikleer kokenli markirlarda korunum disiiktir.
Kloroplast DNA (cpDNA)’dan gelistirilen markirlar cesitli sistematik seviyelerde

taksonomik ve filogenetik iligkilerin ¢alisilmasinda daha uygundur [25].



Basit dizi tekrarlar1 (SSR) DNA polimorfizmi veya mikrosatellit markirlar, okaryotik
genomlarda bulunan niikleotid tekrar dizileridir. SSR’lar ilk olarak memeli genomunda
bulunmustur [26]. SSR’in tanimlanmasi, SSR tekrar iinitesine komsu olan alanlari
kuvvetlendiren, spesifik primerlerin kullanilarak PZR amplifikasyonu ile yapilmistir. SSR
DNA polimorfizmi farkli bireylerde tekrar  birimlerinin sayisindaki degisiklikten
kaynaklanir [27]. SSR markirlar1 gen haritalama ve seleksiyon basta olmak lizere bitki
genomu ile ilgili caligmalarda kullanilir [28, 29]. SSR markir sistemindeki, multiallellik,
kodominantlik ve kolay PZR uygulamasi DNA temelli diger markir sistemlerinden daha
giicliidiir [30]. Bununla birlikte lokus spesifik primerler dizayn etmek icin kullanilan SSR
markirlarin izolasyonu zaman ve is giicli gerektirir. Bir tiir i¢in uygun olan SSR markirlari

diger yakin tiirlerdeki gen bolgeleri ve polimorfizmi tanimlamak i¢inde kullanilir [31].

Gen havuzlar1 arasinda Tiirkiye’'nin de bulundugu bermuda ¢iminin genetik yapisi,
cesitliligi ve tiirler arasi iligkileri konu edinen fazla ¢alisma yoktur. Giilsen ve ark. (2009)
cekirdek markirlart kullanarak bermuda ¢imi genomunun g¢esitliligini ortaya koymus
olmalarina ragmen kloroplast DNA markirlariyla ilgili ¢alisma yapilmamistir. Kloroplast
DNA’nin maternal kalitim gostermesi, niiklear DNA ya gore daha az mutasyon oranina
sahip olmasi nedeniyle kloroplast DNA’sinin bermuda c¢imleri arasindaki iliskiyi
aciklamak i¢in c¢ekirdek markirlarindan elde edilen sonuglara katkida bulunacagi
diisiiniilerek cpDNA PZR-RFLP ve ccSSR markirlariyla kloroplast DNA polimorfizminin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bermuda Cimi

2.1.1 Bermuda Cimi Hakkinda Genel Bilgi

Bermuda ¢imleri (Cynodon tiirleri) tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak
bulunan ¢im bitkisidir. Bermuda ¢iminin ana vatani1 Afrika’dir. Cok yogun topluluklar
halinde yavag biiyliyen sicakliga ve kurakliga toleransh bitkilerdir. Bermuda ¢imleri hem
stolonlu hem de rizomlu organlariyla yayilis gosterir ve hizli gelisir. Golge alanda gelisme
hiz1 ¢ok diisiliktiir, en iyi gelisimi giinesli kosullarda gosterir. Dogal olarak bulunan

bermuda ¢imlerinin yani sira hibrit formlar1 da vardir [32].

Sekil 2.1.  Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi arazisinde yetistirilen
bermuda ¢iminin genel goriiniisii



Sekil 2.2.  Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi arazisinde yetistirilen
bermuda ¢iminin genel goriiniisii

Sekil 2.3.  Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi arazisinde yetistirilen
bermuda ¢iminin genel goriiniisii



2.1.1.1. Hibrit Bermuda Cimleri

Hibrit bermuda c¢imleri Cynodon dactylon ve Cynodon transvaalensis’in tiirler arasi
caprazlanmasi ile meydana gelir. Hibrit formlar verimli tohumlar iiretemez, filizlenerek,
stolonlariyla veya eseysiz olarak ¢ogalir. Hibrit bermuda ¢imleri kalite agisindan daha
iyidir. Ayrica trafik, sicaklik ve kuraklik streslerine de dayaniklidir. Hibrit bermuda ¢imleri
2.54 cm’den kisa oldugu durumda bigilmeye dayaniklidir ve piiriizsiiz tohumlar {iiretir.

Fakat biitlin bunlarin yaninda maliyeti yiiksektir ve daha yogun bir bakim ister.

[k hibrit bermuda ¢imi 1962°de Hawai’de belirlenen ‘Sunturf’tur ve genis oranda kabul
gormiis ve ¢ogu durumlarda tercih edilen yaygin bermuda ¢imlerinin yerini almistir. Daha
sonra diger yeni hibrit bermuda ¢imi kiiltiirleri tiretilmis ve ‘Sunturf’un yerini almistir.

Bermuda ¢imi hibritlerinden bazilar1 asagida verilmistir.

Celebration, koyu yesil renkte, ince dokulu, agresif, trafige ve kurakliga karsi yiiksek
tolerans1 olan kiiltiirlerdir. Arastirmalar Celebration c¢esidinin toleransi diger hibrit

bermuda ¢imlerine gore gdlgeye daha toleransli oldugunu gosremistir.

Tifway, koyu yesil renkte, ince dokulu, trafik toleransi son derece yiiksek olan kiiltiirdiir.
Tohum ve polen iiretmezler. Tifway en ¢ok golf atletizm, sahalarinda ve ¢imenlik alanlarda
kullanilir. Tifgreen den daha direnglidir ve daha hizli yayilis gdsterir. En son seleksiyonu

Tifwayll ,Tifway ile ayn1 karekteristik 6zelliklere sahiptir.

Tifgreen, normal yesillikte, ince dokulu bermuda c¢imleridir, kék yogunlugu cok,
biiylimesi ise yavastir. Tifgreen birkag sarimsi yesil tohum basi liretmesine ragmen verimli
tohum tiretemez. Tifgreen atletizm ve golf sahalarinda kullanilmasina karsin Tifway’den

daha fazla bakim gerektirir ve nematodlarin 1sirmasina karsi duyarlidir.

Tifdwarf, koyu rengi ve yapraklar1 daha kisa olmasinin disinda ‘Tifgreen’e benzerdir. Bu
kiiltiir koyu yesil renginde oldugundan dolay1 golf sahalarin1 kaplamada diizenli olarak

kullanilir.

Tifsport, Tifgreen ve Tifway II’ye benzer kalitededir. Tifsport sik bicilmeye karsi

toleranshidir. Diger hibrit formlan ile karsilastirildiginda soguga toleransi yiiksektir. Son



zamanlarda bitki 1slahi ¢alismalariyla soguga kars1 ‘Tifsport’ dan daha iyi hibrit bermuda
¢imi iiretilmeye calisilmaktadir [32].

2.1.1.2. Ultra Kiig¢iik ‘Bodur’ Hibrit Bermuda cimleri

Tifgreen ve Tifdwarf gibi golf sahalarinda kullanilan eski hibrit bermuda ¢imlerinin yerini
‘bodur’ hibrit bermuda ¢imi kiiltiirleri almistir. Hibrit bermuda ¢iminin degistirilmesi ile
elde edilen bodur bermuda ¢imleri eski seleksiyonlari ile karsilastirildiginda ¢im kalitesi
bir hayli gelistirilmistir. bodurlar’in internodyum uzunlugu daha kiiciiktiir ve kok

yogunlugu fazladir. Bodur bermuda ¢imlerinden bazilar1 asagida verilmistir.

FloraDwarf Tifdwarf ile benzer 6zellikler gosterir ancak yaprak ayasi daha incedir. Kok

yogunlugu daha fazla, internod bosluklar1 daha kisa ve biiylimesi yavastir.

MiniVerde Tifdrawf’dan tiiretilmistir, yapraklari daha incedir, lateral biiylime oram

yiiksek ve kokii 1yi gelismistir.

TifEagle son derece iyi gelismis kok sistemine sahip, yaprak dokusu ince olan koyu renkli
yapraklart vardir. TifEagle, Tifway II’nin kobalt radyasyonuyla ortaya c¢ikarilmis bir

mutanttidir. Golf sahalarini kaplama amaciyla kullanilir. Gélgeye kars1 diisiik toleranslidir.

2.1.1.3. Genel Bermuda Cimleri

Genel bermuda ¢imleri siklikla ev ¢imenleri, atletizm sahalari, golf sahalar1 ve diger
kamusal alanlarda kullanilir. Tohumlar ile iireyebilir. Orta kalinlikta yaprak dokusuna
sahiptir ve 2,54 cm den daha kisa bi¢ildigi zaman yasayamazlar. Bitki 1slah caligsmalar
yaygin bermuda ¢imleri kiiltlirlerinin gelismesine yol agmustir. Seleksiyonlarla soguga
kars1 olan toleransi artirilmis, yesil rengi, yaprak dokusu, kok yogunlugu gelistirilmistir.
Cimlenmesi iklimsel kosullara bagli olarak 5 ile 14 giin arasinda gerceklesir. Genel

bermuda ¢imlerinden bazilar1 asagida verilmistir.

Princess-77 koyu yesil renkli, ince dokulu ve golge toleransi yiiksek olup tohumlari
yiikksek kaliteye sahiptir. Princess-77, Riveria ve Tifway gibi ¢esitlerden daha az trafik

toleransina sahiptir.



Riveria, koyu yesilligi orta diizeydedir, dokusu ince, Trafik toleransi yiiksek olan bitkidir.

Riveria, Tifway gibi trafik toleras1 gosterir.

Savannah, koyu yesilligi orta diizeydedir, dokusu ince, yavas biiyiiyen ve kok yogunlugu
gelismis bitkilerdir.

Southern Star, koyu yesil renkte , ¢im kalitesi oldukga yiiksek olan bitkilerdir. Diger
bermuda ¢imleri ile karsilastirildiginda golge toleransi oldukga yiiksektir.

Transcontinental, koyu yesildir, gelisimi yavas ve kok yogunlugu oldukca yiiksektir.
Kuraklik ve sicakliga toleransi oldukega yiiksektir.

Yukon, yiiksek kok yogunluguna sahip olan koyu yesil renkteki g¢esitlerdir. Kurakliga
kars1 yiiksek toleranslidir [32].

2.1.1.4. Bermuda Cimlerinin Cogaltilmasi

2.1.1.4.1. Vejetatif Cogaltilmasi

Hibrit bermuda ¢imleri genellikle filizlenme yoluyla ve stolonlariyla yayilirlar. Filizleme
icin bitkinin vejetatif kisimlart olan kokler ve govdelerini kullanirlar. Stolon ile yayilmak
icin genellikle toprak iistii organlarini kullanir. Filizler ve stolonlar genellikle hasat edilir.
Filizin boyu 15,2-20.3 cm uzunlugunda olmalidir (en az iki nod bulunmasi gerekir). Taze
hasat edilen filiz ve stolonlar uzun siire canliliini devam ettirebilmesine karsin ideal
olarak 48 saat icerisinde dikilmeleri gerekir. Bitki dikimi esnasinda 1s1 birikimini 6nlemek
icin topraktan hafif yukarda tutulur. Bitki ekildikten sonra hemen sulanir, 6 ile 8 hafta

igerisinde ekilen alan1 kaplar [32].

2.1.1.4.2. Tohumla Cogaltilmasi

Genel bermuda ¢imleri tohum yoluyla da c¢ogaltilabilir. Tohumla ¢ogalma vejetatif
tiremeden daha ucuz olabilmesine karsin tohumla iiretilen bermuda ¢imleri, hibrit bermuda
cimlerinin kalite seviyesine ulagamazlar. Tohumla ¢ogalmada, tohumun sagilmasi, 151k ve
toprak sartlart biiyiik 6nem arzeder. Tohumun ¢imlenmesi 5-14 giinii bulabilir. Normal

sartlar altinda 4 ile 6 hafta iceriside ekilen alanin tamamin1 kaplar [32].



2.1.1.5. Toprak ve Cevre Gereksinimleri

Bermuda ¢imlerinin tamami toprak tiplerine karsi oldukca toleranslidir, fakat onlar en iyi
pH’1 6 ile 7 arasinda olan topraklarda gelisim gosterirler. pH 7.5 tan daha {ist seviyelere
cikarsa beslenmesi engellenir. Bermuda ¢imleri en iyi gelisim gosterebilmesi i¢in giinese
gereksinim duyar. Giinlik minimum 6 saat gilines almasi gerekir. Golge ortamlar
fotosentezi sinirlayarak biiylimeyi yavaslatir. Golgede gelisim gosteren bermuda ¢imlerinin
gelisimi zayiflar, yapraklar1 solgunlasir ve kokleri az gelisir. Bermuda ¢imleri’nin en iyi
gelisim gosterdigi ortam sicakligi 30-38°C arasidir. Toprak sicakligr ise 24°C ile 35°C
aras1 olmasi gerekir. Sicaklik 13°C altina diistiigiinde bitki dormant hale geger [32].

2.1.1.6. Su Gereksinimleri

Bermuda ¢imlerinin su gereksinimleri olduk¢a diisiik olmasina ragmen haftada bir kez
sulanmasi gereklidir. Iklim kosullar1 ve toprak tipide haftalik su ihtiyacin1 énemli dl¢iide
etkilemektedir. Sabahin erken saatlerinde sulanmalidir. Sulandiktan sonra yapraklarin giin

boyu nemli kalmasi hastaliklarin bulagsma olasiligin1 artirir [32].

2.1.1.7. Bermuda Cimi Genetigi

Bermuda ¢imi x= 9 temel kromozom sayisina sahiptir, diploidten hekzaploide kadar olan
ploidi seviyeleri rapor edilmistir [7, 8, 9, 10]. Cinsin temel kromozom sayis1 x= 9 olan
diploid, triploid, tetraploid, pentaploid ve hekzaploid olan ploidi serileri morfolojik
benzerlikleri olusturur [11]. Cynodon cinsinin genom kompozisyonu ¢ok iyi bilinmemekte
ve otoploid oldugu diisiiniilmektedir [12]. Intra ve inter ploidi seviyeleri ¢aprazlanirsa,

cogu triploidler harig, canli tohumlarda tiretebilir [13].
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2.1.1.8. Bermuda Cimi (Cynodon spp.) Taksonomisi

Cynodon cinsi’nin revizyonu Taliefferro (2003) tarafindan yapilmistir ve Tirkiye
florasinin 9. cildinde bulunmaktadir. Harlan’in (1970) sistematik caligmasi ise en fazla

kullanilan sistem olup 9 tiir ve 10 varyeteyi icermektedir.

Alem:........... Plantae— Bitkiler

Alt Alem:...... Tracheobionta <»Damarl Bitkiler
Ust Sube:...... Spermatophyta <>Tohumlu Bitkiler
Sube:.......... Magnoliophyta —Cicekli Bitkiler
Smif:.......... Liliopsida<>Monokotiller

Alt Simif:......Commelinidae

Takim:......... Poales
Familya:......Poaceae
Cins:......... Cynodon L

-Cynodon aethiopicus Clayton et Harlan
-Cynodon arcuatus J. S. Presl ex C. B. Presl
-Cynodon barberi Rang. et Tad
-Cynodon dactylon (L.) Pers.
var. dactylon
var. afghanicus Harlan et de Wet
var. aridus Harlan et de Wet
var. coursii (A. Camus) Harlan et de Wet

var. elegans Rendle



11

var. polevansii (Stent) Harlan et de Wet
-Cynodon incompletus Nees
var. incompletus
var. hirsutus (Stent) de Wet et Harlan
-Cynodon nlemfuensis Vanderyst
var. nlemfuensis
var. robustus Clayton et Harlan
-Cynodon plectostachus (K. Shum.) Pilger
-Cynodon transvaalensis Burtt-Davya
-Cynodon x magennisii Hurcombe

2.1.1.9. Poaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Cayir ve meralarin 6nemli bitkileri bu familyaya aittir. Kozmoploit olan bu familya 9000
kadar tiir igermektedir. Genellikle tek veya c¢ok yillik otsular, nadiren ¢alilar ve agaglardan
olusan bir familyadir. Kok yapist fibrilli, rizomlu veya degildir. Govde dik, yatik, yiikselici
veya siiriiniicii tiptedir. Govdenin i¢i bos olup sadece nodyumlarda doludur. Yapraklar
govde lizerinde iki sirali, her nodyumda tek, kin1 gévdeyi sarici, ligulali ve genellikle
paralel damarli ve ¢ogunlukla seritsidir. Cigekler erdisi, bazen tek eseyli spikula adi verilen
0zel yapilarda toplanmistir. Spikulalar spika, rasemus veya panikula durumlarindadir. Her
bir spikula eksenin dibinde brakteye karsilik gelen 2 gluma mevcuttur (alt ve {ist gluma).
Spikula ekseninde bulunan cicekler glumella adi verilen iki brakteoliin koltugundan
cikarlar. Stamenler genellikle 3, nadiren ¢ok sayidadir (1-6). Ovaryum iist durumlu, 3
karpelli, 1 oviillidiir. Stigma 2 tanedir ve tiiyliidiir. Meyva nisasta bakimindan zengin bir

karyopsis, nadiren findiksi1 ve bakka tipindedir [33].
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2.1.1.10. Bermuda Cimi (Cynodon spp.) Genel Ozellikleri

Siirtiniicti, stolonlu ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Cigekler gdvdenin ucunda 3-5 adet, digitat
olarak diizenlenmis tek tarafli spikalarda bulunur. Spikulalar yandan basik ve bir ¢i¢eklidir.
Infloresans terminal durumdadir. Gulumalar zars1 omurgali ve bir damarlidir. Ulkemizde
bahce ve tarlalarda genis yayilis alan1 vardir. Karyopsis meyve silindirik veya elipsoidtir
[34]. Cinsin lyeleri ¢aywr, yem, ¢imen, toprak stabilizasyonu ve zenginlestirilmesinde
kullanilir [35]. Bermuda ¢imi ev ve kamusal alanlarda, parklarda, atletzim sahasi, golf

sahalarinda, mezarliklarda, yol kenarlar1 ve benzer yerleri kaplamak i¢in kullanilir [1].

2.2. Molekiiler Markirlar

Molekiiler markir ile; genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen bolgesi ile iligkili DNA
parcas1 temsil edilmektedir. Son yillarda molekiiler genetik alanindaki gelismelere paralel
olarak molekiiler markir (belirteg) cesitlerinin de artmasi genom analizlerinde ve bitki
genetigi calismalarinda devrim niteliginde gelismelere yol agmigtir. Molekiiler markir
yontemleri DNA molekiilindeki polimorfik bolgelerin  cogaltimindaki farkliligin
saptanmasi1 amaciyla gesitli tipteki primerlerin ve Polimer Zincir Reaksiyonu metodunun

kullanimina dayanir [36].

2.2.1. Molekiiler Markir Cesitleri

2.2.2. Morfolojik Markirlar

Morfolojik ozellikleri tek genle kontrol edilebilir ve genetik markir olarak kullanilabilir.
Gorsel olarak degerlendirilebilen kalitatif 6zelliklerdir. Bu markirlar bitki dogasinda vardir
ve mutasyon sonucu ortaya c¢ikmislardir. Morfolojik markirlarin kullanim potansiyelleri
uzun bir siliredir bilinmesine ragmen siirlt sayida olmalari nedeniyle pratikte

uygulanabilirligi kisith kalmistir [37]..

2.2.3. Biyokimyasal Markirlar

Biyokimyasal markirlar genlerin {irettikleri proteinlerdeki polimorfizmdn elde edilir.
izoenzimler farkli olarak yiiklere sahip proteinlerdir. Elektroforez teknigi kullanilarak
kolayca ayrilabilirler. Enzimler spesifik biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizlerler. Belirli
enzimlerin substrat ve kofaktorleri eklenerek jel iizerinde goriilmesi saglanir ve enzimatik

reaksiyonlarin iiriinleri renkli olarak iiretilir. Renkli iiriinler jel tlizerinde goriiliir bantlar
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olusturur. Bu bantlar genetik temellere sahiptir ve kodominant markir olarak genetik bilgi
saglar. Bununla birlikte morfolojik karakterlere gore ¢ok daha yaygin kullanilmakla
birlikte izoenzim lokuslarinin azligt ve bazi enzim sistemlerinin ¢evre kosullarindan

etkileniyor olmasi kullanimlarini sinirlar [37].

2.2.3.1. DNA Markirlari

Molekiiler markirlar DNA’nin aktif bolgelerinden veya herhangi bir genetik kodlama

fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden gelistirilebilirler.

Her biri Okaryotik DNA’daki ozelliklere dayali olarak tasarlanan ve kalitsal olarak
izlenebilen molekiiler markirlar giintimiizde bitki molekiiler biyolojisi alaninda yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Molekiiler markirlarin bitki molekiiler biyolojisinde kullanildig:
alanlara 6rnek olarak bitki genom haritalanmasi, markirlar yardimiyla 1slah, gen klonlama,

tohum saflig1 testleri ve saflik tayini verilebilir.

DNA markirlar1 kullanilarak genetik cesitlilik arastirilabilir. Ornegin birbirlerine ok yakin
olan kiiltiir cesitleri ayrilabilir ve tanimlabilir. Tiirlerin taksonomik tanimlanmasi

yapilabilir ve filogenetik akrabaliklari bulunabilir [37].

2.2.3.1.1. RAPD

Genetik polimorfizmin taranmasinda kullanilan molekiiler tekniklerden bir tanesi Rasgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) yontemidir. PCR teknigi ilk defa DR. Alec Jefferys
ve arkadaglar1 tarafindan 1985 yilinda Leicester Universitesi'nde insanlar {izerinde
uygulanmis ve ayni yil Nobel Odiilii’nii almistir. Daha sonra diger canlilarda yogun bir

sekilde uygulanmasina baslamistir.

RAPD yontemi ilk tanimlandigindan itibaren 6nemli bir degisiklige ugramamigtir. Rasgele
dizilerden olusan oligoniikleotit dizileri, kalip DNA kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Bu
teknikte 9-10 baz ¢ifti uzunlugundaki primerler kullanilmaktadir. Reaksiyon basina tek
primer ve 10-25 ng DNA gerekmektedir. Genomik DNA; primer, DNA polimeraz, dNTP,
magnezyum ve uygun bir tampon ¢ozelti varliginda PZR cihazinda cogaltilir. Uygun
baglanma 1s1s1 ve reaksiyon sartlar1 saglandiginda primerlerin kendileri ile homolog DNA

dizilerine baglanmasi ve dur kodonuna kadar senztezin devam etmesini saglanir.
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Polimorfizmlerin  varligi, primer baglanma noktalarindaki mutasyon ve dizi
degisikliklerinin sonucu olarak bantlarin varlig1 ve yokluguna dayali olarak tespit edilir.
RAPD markirlar1 genelde dominanttir. RAPD-PCR yontemi ile ¢ogaltilan {iriinler;

elektiriksel alanda uygun tampon bulunan ortamda, jel elektroforezinde yiiriitiiliir [38].

2.2.3.1.2. RFLP

Bu markir, ¢esitli sekillerde etiketlenmis bir DNA pargasinin arastirilan bir DNA
ornegindeki benzer veya ayni dizilisteki DNA’ya melezlenebilmesini baz almaktadir. Bu

teknik RFLP analizi ile ¢ok yaygin bir kullanim alan1 bulmustur.

RFLP analizi dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini taniyan
DNA kesim enzimlerince spesifik olarak kesilmesi ve prob DNA’nin melezlendigi DNA
etrafindaki farkli kesim yapilarinin saptanmasi esasina dayanir. Genomik DNA’nin kesimi
tipik olarak 4-6 niikleotid taniyan enzimlerce yapilr. Kesim sonrasinda DNA bir jel destek
sistemi i¢inde elektroforeze tabi tutuldugunda tagidigi negatif yiiklerden dolay1 pozitif yone
dogru hareket edecektir. DNA’nin bu hareketi kiitlesinin logaritmasi ile ters orantilidir.
Kesilen pargalar elektroforez sonucunda jel i¢inde biiylikliiklerine gore siralanirlar. Bu
siralama sonrast DNA jel ortamdan daha kullanish olan naylon filtrelere tek iplik halinde

southern transfer metoduyla transfer edilir [39].

2.2.3.1.3. AFLP

AFLP teknigi, toplam kesim yapilmis genomik DNA’dan elde edilen restriksiyon
fragmentlerinin selektif PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilmasi prensibine dayanmaktadir.
AFLP markir tekniginde PZR iirlinleri floresan boyalarla veya radyoaktif maddeler ile
isaretlenerek tespit edilebilmektedir. Floresan boyalarla tespit radyoaktivite ile tespite gore
daha hassas oldugu i¢cin DNA’nin daha fazla seyreltilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. PZR
tiriinlerine denatiire poliakrilamid jelde ayrimlanirlar. AFLP yontemi avantajli olan bir
metottur. Bu metot ile ¢cok sayida polimorfizm elde edilebilmektedir. AFLP metodu ile
yiiksek ¢Oziiniirliikkte haritalama kalitesi elde edilebilmektedir. AFLP tekniginde zaman ve
maliyet verimi, tekrarlanabilirlik, ¢oziiniirlik diger markirlara gére daha iyi veya esit
seviyededir. Ancak kodominant markirlar elde edilemez, elde edilen markirlar dominanttir.
Genis uygulama alaniyla; sistematik, populasyon genetigi, DNA ve parmakizi analizi

calismalarinda yararlanilmaktadir [40].
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2.2.3.1.4. Mikrosatellit DNA Markirlar (Basit Dizin Tekrarlar)

Mikrosatellit veya basit dizin tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats = SSR) nisbeten yeni tip
DNA markirlar1 olarak bilinmektedir. Mikrosatellitler, herhangi bir canli organizma
genomunda ardi ardma dizilmis, genellikle 2 ile 5 baz ¢ifti uzunlugunda olusmus DNA
tekrarlaridir. Bu tekrarlar genellikle 10 veya daha fazladir. Mikrosatellit tekrarlamalari tam

tekrar, eksik tekrar veya karisik tekrarlar olarak bitki genomunda bulunmaktadir.

Mikrosatellitler, dizi tekrarlarin1 kapsayacak sekilde gelistirilen iki primer yardimiyla PZR
ile cogaltilabilir. Herhangi iki bitki veya birey arasindaki farklilik dizilerin tekrarlanma
sayilarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Herhangi bir mikrosatellit lokusu bir veya

birden fazla allele sahip olabilir.

Mikrosatellit markirlar kodominant kalittim goéstermekte olup, farkli melezlerden
olusturulan genetik haritalar arasinda kolaylikla kullanilabilirler. Buna karsilik dominat
(baskin) kalitim gosteren RAPD gibi markir sistemlerinde her bir melez i¢in ayri bir
genetik harita olusturma zorunlulugu vardir. Tek lokus markirlart olmalari nedeniyle
skorlamalarin yapilmasi, genetik analizleri ve gen haritalarinin olusturulmasi, multi lokuslu

DNA markirlarina gore daha kolaydir [41].

2.2.3.1.5. SNP

DNA dizisinde, ayn1 pozisyonda farkli niikleotidlerin ortaya ¢ikarilmasinda
kullanilmaktadir. insanda her 100-300 baz ciftinde SNP’ler goriilmektedir. SNP, kodlanan
bolgelerdeki protein fonksiyonlari ile direk iliskilendirilebilir. Atasal kalitimda sabit
oldugundan dolay1 seleksiyon i¢in uygun isaretleyicileridir. Son yillarda, insan genetik
hastaliklarinin arastirilmasinda, insan evrim g¢alismalarinda ve cesitli ¢iftlik hayvanlart
lizerinde yapilan arastirmalarda tercih edilmektedir. insan genom haritalamasinda, insan
evrimi ile ilgili caligmalarda da kullanilmaktadir. Ayrica diger hayvanlar ile ilgili genom

projelerinde genis Ol¢iide kullanilmaya baslanmistir [38].
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2.2.3.1.6. SCAR

Bireysel RAPD pargalarindan koken alan PCR tabanli markirlardir ancak uzun, 6zel
primerlerin kullanimiyla tanimlanirlar. Spesifik SCAR markirlarini elde etmek i¢in RAPD
veya ISSR pargalar jelden kesilir, klonlanir ve dizi analizi yapilir. Dizi analizinden sonra
genellikle 20-25 baz uzunlugundaki pargalarin terminal bolgeleri icin SCAR primerleri

secilir [42].

2.2.3.1.7. SRAP

Srap; patates piring, kivircik, kereviz gibi pek ¢ok liriinde basariyla kullanilmis yeni, basit
ve glivenilir PCR-tabanli markir sistemidir. Pek cok yayin SRAP marker sisteminin
genetik cesitlilik analizlerinde, kiiltiirlerin tanimlanmasinda ve filogenetik calismalarda
cok etkili bir ara¢ oldugunu gostermistir. Ferriol ve ark. (2003) SRAP markirlar tarafindan
verilen bilginin morfolojik ¢esitlilik ve morfotiplerin evrimsel ge¢misi ile AFLP

markirlarindan daha uygun oldugunu bildirmistir.

SRAP, bitkilerde genetik farklilik c¢alismalari igin son donemlerde gelistirilmis bir
molekiiler markir sistemidir. ISSR’dan farkli olarak SRAP teknigi primer dizilerinin
kendine has dizaynini kullanarak genomdaki kodlanmis dizileri hedefler ve bir kisim ko-
dominant markirlarin tanimlanmasinda sonuglanir. SRAP primerleri, 17 veya 18 niikleotid
uzunlugundadir. 13 veya 14 bazlik bir 6z dizi ve bunun i¢inde 5’ ucunda spesifik olmayan
10 veya 11 niikleotidden olusur, bu diziyi forward primerde CCGG ve reverse primerde
AATT izler. SRAP markirlar1 genetik farklilig1 belirlemek ve ayn1 zamanda gen isaretleme

ve genom hatiralanmasi i¢in kullanigh bir yontem olarak tanimlanmistir [42].

2.2.3.1.8. ISSR

Mikrosatelitler genellikle az ¢ok tiim genoma yayilmislardir. Bununla birlikte, bu dizileri
bol miktarda igeren bolgeler bulunmug ve ‘SSR hot spots’ olarak isimlendirilmistir. Boyle

bolgeler ISSR markir kaynaklari olarak islev gorebilirler.

ISSR teknolojisi ters diizenlenmis yakin aralikli mikrosatelitlerin arasindaki bdolgelerin

(100-300b¢) amplifikasyonuna dayanmaktadir. Bu bdlgelerin amplifikasyonu igin
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kullanilan 16-18 b¢ uzunlugunda tek primerleri igeren ¢ok sayida basit dizi tekrarlari
herhangi bir SSR motifi ve 5> veya 3’ ucuna baglanmis tesadiifi secilmis niikleotidlere
dayanabilir. Ayrica baglanmamis primerler de kullanilmaktadir. PZR fiirlinlerine belirsiz
SSR bolgeleridir. ISSR’lar genellikle bir reaksiyonda 20-50 iiriin ¢ogaltabilirler. Basmati
ve non Basmati piring ¢esitleri arasindaki genetik akrabaligi bulan Nagaraju ve ark.(2002)
tarafindan gdosterildigi gibi olusan bantlarin sayis1 motifin tekrarlayan biriminin niikleotid
sayist ile ters orantili olabilir. Bu metodun en biiyiik avantaji genomik kiitiiphanelerin
yapim asamasi1 pahali degildir ve ¢ok fazla zaman gerektirmez. ISSR markirlar1 daha ¢ok
dominant kaliim gosterirler; eger mikrosatelitlerde primerlerin baglanma bolgeleri
arasindaki mesafe degismisse nadiren ko-dominant kalitim gosterirler. ISSR markirlari
ozellikle filogenetik calismalar genetik cesitliliginin degerlendirilmesi ve kiiltiirlerin
tanimlanmas1 c¢aligmalari i¢in uygundur. ISSR markirlarin kolaylig1 onlar1 gen isaretleme

i¢in de onciil kilar [42].



3. BOLUM
MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada diploid, triploid, tetraploid, pentaploid ve hekzaploid genotipe sahip olan 47
farkli bermuda ¢imi genotipiyle ¢alisilmistir. Bu genotiplerden 40’1 Tiirkiye’de Akdeniz
sahili boyunca uzanan Toros daglarinin giliney bolgelerinden Giilsen ve ark.(2009)
tarafindan toplanan 182 genotip arasindan secilmistir. Genotiplerin 7 tanesi ise Kayseri ve
Nevsehir’den toplanmistir. Bitki 6rnekleri hem Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Arastirma Birimi Arazisinde hem de Mersin Erdemlide Alata Bahge Bitkileri Arastirma

Enstitlistinde korunarak yetistirilmistir.

Black Sea

Bulgaria

ne gk

ACCHERRIY NSMEE Eayseri
o | T -1

Maditerranean Sea Syria

Sekil 3.1. Tirkiye’de Akdeniz sahili boyunca uzanan Toros daglariin giiney
kesimlerindeki bermuda ¢iminin toplandig1 bolgeler [35].
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Tablo 3.1: Calisma kapsaminda kullanilan ¢esitlerin toplanmis oldugu alanlar ve

koordinatlari

UTM RAKIM R . . .
NO | KORDINATLARI (m) YER OZELLIKLERI ALINAN YERIN ADI
1 35522174E 21 YOL KENARI, GUNESLI, BODRUM-KADIKALESI
4098709N KUMLU, KURAK
2 35528356E 4 SAHIL KENARI, GUNESLI, BODRUM-YALIKAVAK
4108365N TASLI CIKISI(SAHILE DOGRU)
3 35565827E 40 YOL KENARI, GUNESLI, HAFIF | MILAS KUCUK SANAYI
4124370N KUMLU, SITESI GIRISI YOL AYRIMI
4 35580398E 520 YOL KENARI,GUNESLI, MILAS-YATAGAN YOLU
4129031N KUMLU-TINLIL,NEMLI BENCIK KOYU ONCESI
5 35617978E 0 SAHIL, GUNESLI, KUM GOKOVA SAHILI, DENIZE
4101061N TEPESI, NEMLI 2M
6 35564594E 2 SAHIL, GUNESLI, KUMSAL, DATCA-MARMARIS ARASI
4068611N KURAK DEGIRMEN SONRASI TATIL
KOYLERI,DENIZE 25M
7 35600338E 1 YOL KENARI,TARLA iCi DATCA-MARMARIS ARASI
4074081N GUNESLI, KUMLU KIiLLI, BOZBURUN KAVSAGI
SAZLIK KENARI DENIZE 100M
8 35604321E 22 NEHIR YATAGI YAMACI, DATCA MARMARIS
4076489N TASLI, GRI TOPRAK CAMLIK | DEGIRMENYANI KOYU
ALAN CIKISI
9 35626126E 51 YOL KENARI,HAFIF KUMLU, GOKOVA-KOYCEGIZ ARASI
4099226N GUNESLI, ZEYTIN- CAM CITLIK KOYU, GOKOAVA
KORUSU DUZLUK BITIiSi
10 | 35681587E 28 YOL KENARI,ACIK DALAMAN-FETHIYE
4064992N GUNESLI,CAMLIK YAMAC, KATRANCI KOYU TEPESI
KIRMIZI TOPRAK
11 | 35706545E 98 YOL KENARI, TARLA KENARI, | FETHIYE-KALKAN PINARA
4039455N ACIK KIRMIZI TOPRAK KAVSAGI
12 | 35734001E 4 YOL KEN., MAKI,KURAK KALKAN-KAS KAS GIRISI
4010080N JKAYALIK, KIRMIZI TOPRAK, | DENIZE 2M
YAMAC
13 | 36248551E 0 DENIiZ KENARI KUMLU ACIK | FINIKE- HASYURT
4022577N ALAN SAHILKENT TOPTANCI
HALI KAVSAGI
14 | 362648117E 0 YOL KENARI YAMAC KUMLUCA MAVIKENT
4017897N CAMORMAN ALTI KARAOZ ARASI
15 | 36278238E 6 YOL KENARI KUMLU ACIK TEKIROVA DERE KENARI
4042758N ALAN
16 | 36277321E MYRA
4052456N
17 | 36320116E 8 BATEM KOCAYATAK
4088872N KAMPUSU
18 | 36337294E 10 ASPENDOS (TIYATRONUN
4089554N ICINDEN)
19 | 36483822E 6 DERE YATAGI ANAMUR MERKEZ
3991369N SULTANSUYU
36478757E 136 KURAK, KAYALIK, ANAMUR
20 | 3987353N GUNEYBATI CEPHESI
21 | 36490840E 10 OLDUKCA KURAK ANAMUR ........ KALESI iC1
3992466N
22 | 36595733E 0 SULAK MERA ATAYURT YOLA CIKIS
4025031N
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23 | 36586134E 7 MEZARLIK MERSIN ERDEMLI
4025305N KURTULUS

24 | 36599140E 130 BASAMAKLARIN ARASINDA SILIFKE CENNET
4034661N MAGARASI GIRISI

25 | 36599140E 130 BASAMAKLARIN ARASINDA SILIFKE CENNET
4034661N MAGARASI GIRISI

26 | 36599140E 136 ZEUS TAPINAGI iCI
4034661N

27 | 36614780E 390 PIKNIK YERI, TASLIK ALATA USTU
4058484N

28 | 36666079E 0 KUMSAL NEHIR KENARI TARSUS-..........
4071831N

29 | 36666079E 0 KUMSAL NEHIR KENARI TARSUS-..........
4071831N

30 | 36658642E 224 BAG ICI TARSUS ULASONU
4095251N

31 | 36646951E 1162 | ORMANLIK TARSUS ULU MERASI
4115029N

32 | 36735418E 380 TARLA ICI ADANA KOZAN
4152828N FOSKABASAKAL KOYU

33 | 36763299E 0 SAHIL SAMANDAGI
4000774N

34 | 36964173E 0 SAHIL SAMANDAGI
3999194N

35 | 37279466E 95 DUZ ARAZI REYHANLI- KIRIKHAN
4025003N REYHANLI CIKISI

36 | 37250200E 21 DERE YATAGI DORT YOL ONU
4078561N

37 | 37245565E 64 ERZIN OSMANIYE YOLU
4101745N

38 | 36755433E 92 KAYALIK CEYHAN YUMURTALIK
4087906N YOLU

39 | 36709386E 3 CORAK ALAN KARATAS ADANA ARASI
4062932N

40 | E
N

41 | 36S 0728456 YOL KENARI SIVAS YOLU
UTM:4299680

42 | 3650706596 YOL KENARI, SULAK ALAN DEVELI-SOYSALLI
UTM:4252208

43 | 3650717713 ERCIYES DAGI ETEGI DEVELI-ERCIYES DAG
UTM:4256087 YOLU

44 | 3650672106 YOL KENARI URGUP( KARACAOREN
UTM:4275681 KOYU)

45 | 365066916 MERA URGUP YOLU
UTM:4284215

46 | 3650737176 MERA SARIMSAKLI
UTM:4309408

47 | 3831'207"N YOL KENARI TALAS EKINLI KOYU
3543'515"E
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Bermuda ¢imlerinin ploidi seviyeleri Giilsen ve ark. (2009) tarafindan Toros daglarinin
giiney bdlgelerinden toplanan genotipler iizerinde belirlenmistir [35]. Secilen 6rneklerin
ploidi seviyeleri Tablo 3.2. de verilmistir. Diploid genotipe sahip olan 7 birey, triploid
genotipe sahip 3 birey, tetraploid genotipe sahip 10 birey, pentaploid genotipe sahip 10
birey ve hekzaploid genotipe sahip 10 birey secilmistir.

Tablo 3.2. Bermuda ¢imi genotiplerinin ploidi seviyeleri

Genotip Ad1 Ploidi seviyesi Genotip Ad1 Ploidi seviyesi
1 Hekzaploid 21 Pentaploid
2 Tetraploid 22 Hekzaploid
3 Pentaploid 23 Pentaploid
4 Tetraploid 24 Diploid
5 Diploid 25 Diploid
6 Tetraploid 26 Diploid
7 Pentaploid 27 Hekzaploid
8 Hekzaploid 28 Hekzaploid
9 Tetraploid 29 Pentaploid
10 Tetraploid 30 Hekzaploid
11 Pentaploid 31 Tetraploid
12 Triploid 32 Pentaploid
13 Tetraploid 33 Hekzaploid
14 Triploid 34 Diploid
15 Tetraploid 35 Hekzaploid
16 Diploid 36 Tetraploid
17 Pentaploid 37 Pentaploid
18 Pentaploid 38 Hekzaploid
19 Triploid 39 Hekzaploid

20 Tetraploid 40 Diploid
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3.1.2. Primerler

Bu calismada rbcL, Psb-TrnS, TrnHK, TrnST ve 30S olmak lizere 5 farkli cpDNA primeri
kullanilmistir. cpDNA primerlerinin yaninda ccSSR4, ccSSR5, ccSSR7, ccSSRS,
c¢cSSR10, ccSSR12, ccSSR15, ccSSR19, ccSSR20, ccSSR22 olmak tizere 10 farkli ccSSR
primeri kullanilmistir. Bu primerlerin baz dizileri ve annealing sicakliklar1 Tablo 3.4.” de

verilmistir [43, 44].

Tablo 3.3. Calismada kullanilan primerler ve yapigma sicakliklari

Primer ad1 Baz Dizisi Tm(°C)
. tbelf 5-TAGTTTCTGTTTGTGGTGACAT-3 60°C
rbeLr 5>-AAGTAGTAGGATTGGTTCTCAT-3’ 60°C
2. Psb-trnSf 5’-GGTCGTGACCAAGAAACCAC-3’ 60°C
Psb-trnSr 5’-GGTTCGAATCCCTCTCTCTC-3’ 60°C
3. TmHKf 5’-ACGGGAATTGAACCCGCGCA-3’ 60°C
TrnHKr 5’-CCGACTAGTTCCGGGTTCGA-3’ 60°C
4. TmSTf 5’-CGAGGGTTCGAATCCCTCTC-3’ 60°C
TrnSTr 5’-AGAGCATCGCATTTGTAATG-3’ 60°C
5. 30Sf 5>-TGCGGATCGAACATCAATTGCAAC-3’ 60°C
30Sr 5’-GTGGTAGAAAGCAACGTGCGACTT-3’ 60°C
6. coSSRI2f 5’- CCAAAAACTTGGAGATCCAACTAC-3®  54°C
ccSSR12r 5>-TTCCATAGATTCGATCGTGGTTTA-3’ 52°C
7. ccSSR20f 5-CCGCARATATTGGAAAAACWACAA-3>  51°C
ccSSR20r 5’-GCTAARCAAATWGCTTCTGCTCC-3’ 55°C
8. ccSSR4f 5’-AGGTTCAAATCCTATTGGACGCA-3’ 53°C
ccSSRér 5>-TTTTGAAAGAAGCTATTCARGAAC-3’ 51°C
9. ccSSRSf 5’-TCTGATAAAAAACGAGCAGTTCT-3’ 50°C
ccSSR5t 5’-GAGAAGGTTCCATCGGAACAA-3’ 52°C
10. ccSSRIOf 5-TCTAGGATTTACATATACAACAT-3’ 46°C
ccSSR10r 5’-CATCATTATTGTATACTCTTTCA-3’ 46°C
11. ccSSR7f 5’-CGGGAAGGGCTCGKGCAG-3’ 59°C
ccSSR7r 5>-GTTCGAATCCCTCTCTCTCCTTTT-3’ 56°C
12. ccSSRSf 5>-TTGATCTTTACGGTGCTTCCTCTA-3’ 54°C
ccSSRSr 5>-TCATTACGTGCGACTATCTCC-3’ 52°C
13. ccSSRISF 5 TGCATTACAGACGTATGATCATTA-3’ 59 °C
ccSSR15r 5>-TGCATTACAGACGTATGATCATTA-3’ 51°C
14. ccSSRIOf 5’-CTATGCAGCTCTTTTATGYGGATC-3’ 54°C
ccSSR19r 5>-TCCARGTAATAAATGCCCAAGTT-3’ 52°C
15. ccSSR22f 5’-CCGACCTAGGATAATAAGCYCATG-3"  56°C

ccSSR22r 5’-GGAAGGTGCGGCTGGATC-3’ 55°C
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3.2. Metod

3.2.1. Bitki Yetistirilmesi

Bu calismada kullanilan bitki 6rnekleri Alata Bahcge kiiltlirleri Arastirma Enstitiisii ve
Erciyes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma Birimi arazisinde saksilarda diizenli

araliklarla bakimi yapilarak korunmaktadir.

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in CTAB DNA ekstraksiyon islemi degistirilerek kullanilmistir [45].
Her bir 6rnek i¢in 250-300 mg arasinda taze yaprak dokusu alinmis, bu dokular sivi azot
aracilig1 ile toz haline getirilmistir. Sivi azotla ezme isleminin ardindan toz haline gelen
dokunun tizerine 1 ml ekstraksiyon tamponu ( %2 (W/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI Ph 8.0,
14 M NaCl, 20 mM Na EDTA pH 8.0, % 0.2 B-merkaptoetanol) ilave edilerek
homojenize edilmistir. Ezme isleminden sonra bitki 6ziitii bir ependorf tiipiine alinmistir.
Tiipler Onceden 1sitilarak 62°C° ye getirilen su banyosunda 60 dk bekletilmistir.
Inkiibasyon isleminden sonra 700 pl kloroform: izoamilalkol (24:1) eklenmis ve tiipler 100

defa yavasca ters diiz edildikten sonra 16000 g’de 7 dk santrifiij edilmistir.

Santriflij sonrasi siipernatant temiz bir tiipe alinmis ve iizerine hacmin 2/3’l kadar soguk
isopropanol eklenerek -20°C’ de 30 dk. bekletilmis, bunu takiben 14000 g’da, +4°C’ de 5
dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilmistir. Kalan pellet {izerine
500 pl yikama tamponu (%76 EtOH, 10 M amonyum asetat) ilave edilerek oda
sicakliginda 10 dk. bekletilmistir. Beklemenin ardindan 14000 g’da, +4°C’ de 5 dk.
santrifiij edilmis ve s1vi kisim uzaklagtirilmistir. Kalan beyaz pellet tizerine 300 pl TE (10
mM Tris, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) ilave edilerek 65°C’de 60 dk. bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra 10 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde RNaz ilave edilerek 37°C’
de 30 dk. bekletilmistir. Ardindan 200 pl TE ve 15 pl amonyum asetat (10 M, pH: 7.7)
ilave edilmis ve tiip icerisindeki toplam ¢ozelti hacminin iki kati kadar %80’lik soguk
etanol eklenerek -20°C’de 30 dk .bekletilmistir. Yine 14000 g’da, +4°C’de 5 dk santrifiij
yapilmustir. Santrifiij sonras1 sulu kisim dikkatlice uzaklastirilarak kalan pellet gece

boyunca kurumast i¢in birakilmistir. Kuruyan pellet uygun miktarda TE (10 mM Tris, 0.1
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mM EDTA, pH 7.4) igerisinde ¢oziilerek PZR asamasinda kullanilmak tizere -20°C’ de

muhafaza edilmistir.

3.2.3. DNA Miktar: ve Temizligi

Reaksiyonlarda kullanilacak olan DNA’nin temizligi ve miktar1 reaksiyon verimliligi i¢in
onemlidir. Bu yiizden izolasyon sonrasi genomik DNA % 1’ lik agaroz jel elektroforezinde

1X TAE tamponu igerisinde yiiriitiilerek yaklasik miktar1 belirlenmistir.

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR veya PCR)

Uygun reaksiyon kosullarini saptamak i¢in gDNA ve MgCl, konsantrasyonlar1 optimize
edilmistir. Reaksiyonlar Sensequest marka thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir.
PZR reaksiyonlar1 cpDNA primerleri igin her tiipte 50 pl reaksiyon hacmi olacak sekilde
ccSSR primerleri icinde her tiipte 15 pl reaksiyon hacmi olacak sekilde ayarlanmistir

(Tablo 3.5 ve Tablo 3.6).

Tablo 3.4: PZR reaksiyonu i¢in gerekli temel bilesenler (cpDNA PZR-RFLP igin)

PZR Kompetani Kullanilan Miktar ( pl) Konsantrasyon
dH,0O 25.78 -

Primer R (100 nmol) 1.33 30 pmol
Primer F (100 nmol) 1.33 30 pmol
Buffer (10X) 5 1X

MgClL, (25 mM) 4 2.5-3mM
BSA (20 mg/ml) 4 0.016 mg
dNTP (10 mM) 1.66 0.33 mM

Taq Polimeraz (5 u/ul) 0.3 1 Unite

gDNA 6.6

Toplam Reaksiyon Hacmi 50
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Tablo 3.5. PZR reaksiyon karisimi i¢in gerekli temel bilesenler (ccSSR igin)

PZR Kompetani Kullanilan Miktar (ul) Konsantrasyon
dH,O 6.1 -

Primer R (100 nmol) 0.5 30 pmol
Primer F (100 nmol) 0.5 30 pmol
Buffer (10X) 1.5 1X

MgCI, (25 mM) 24 2.5-3mM
BSA (20 mg/ml) 1.2 0.016 mg
dNTP (10 mM) 0.5 0.33 mM

Taq Polimeraz (5 u/ul) 0.3 1 Unite

gDNA 2

Toplam Reaksiyon Hacmi 15

Biitiin PZR reaksiyonlar1 denatiirasyon, yapisma ve uzama olmak iizere 3 asamada

gergeklestirilmistir. Asamalar ve detaylar1 Tablo 3.7. ve 3.8.” de gosterilmistir.

Tablo 3.6. PZR Dongiisii cpDNA PZR-RFLP primerleri igin denatiirasyon, annealing ve
extension agamalart

Asamalar Sicaklik / Stire / Dongii
On — Denatiirasyon 94°C /2.30 dk / 1 déngii
Denatiirasyon 94°C /1 dk /35 dongii
Yapigma (annealing) 60°C /1 dk / 35 dongii
Uzama (extension) 72°C /2 dk /35 dongii
Son uzama 72°C /10 dk / 1 dongii

Bekleme +4°C / -
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Tablo 3.7. PZR Dongiisii ccSSR primerleri i¢in denatiirasyon, annealing ve extension

asamalari

Asamalar Sicaklik / Stire / Dongii
On — Denatiirasyon 94°C/5dk /1 dongii
Denatiirasyon 94°C /1 dk /35 dongii
Yapisma (annealing) 55-65°C /1 dk /35 dongii
Uzaman (extension) 72°C /1 dk /35 dongii
Son uzama 72°C /6 dk /1 dongii
Bekleme +4°C/ -

3.2.5. Restriksiyon Enzimleri

Msel, EcoRI, Mspl, , Hinlll, Taql, Dral, BsuRI, Mbol, Rsal ve EcoRV olmak iizere 10
farkli kesim enzimi secilmistir. Uygun reaksiyon kosullarini saptamak i¢in enzim ve PZR
reaksiyon lriinleri konsantrasyonlar1 optimize edilmistir. Reaksiyonlar sirkiilasyonlu su
banyosu cihazinda inkiibe edilmistir. Enzim reaksiyonlar: her tiipte 16 pl olacak sekilde

ayarlanistir (Tablo 3.9).

Tablo 3.8. PZR reaksiyonu i¢in gerekli temel bilesenler (enzimler i¢in)

Enzim Kompetani Kullanilan Miktar (ul) | Konsantrasyon
dH,O 9 -
Buffer 1,5 10X
RE 0,5 5U/ul
PZR reaksiyon iirlinii 5 -

Toplam 16 -
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3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi

cpDNA PZR-RFLP primerlerinden elde edilen PZR {iriinleri ve kesim enzimleri iirlinleri %
2 lik agaroz jelde 110 V / 4 saat yiirlitiilmistir. Bantlarin biiylikliigiinii belirlemek igin
100-3000 ve 100-10000 baz cifti araliginda DNA markir1 kullanilmistir. Jel icerisine son
konsantrasyonu 0.5 pg/ml olan etidyum bromiir katilmistir ve goriintilleme cihazinda
resimleri ¢ekilmistir. Kullanilan TAE tamponu igerigi ve yiikleme tampolart igerigi Ek-1

ve Ek-2’de verilmistir.

3.2.7. Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE)

ccSSR primerlerinden elde edilen PZR iiriinleri % 6’ lik poliakrilamid jel de 150 V / 5 saat
yiirlitiilmistiir. Bantlarin biiyiikliigiinii belirlemek i¢in 100-3000 ve 100-10000 baz cifti
araliginda DNA markir1 kullanilmistir. Jel konsantrasyonu 0.5 pg/ml olan etidyum bromiir
ile boyandiktan sonra goriiniitleme cihazinda jelin fotografi ¢ekilmistir. Kullanilan tampon

ve ¢Ozeltilerin hazirlanis1 Ek-3, Ek-4, Ek-5, Ek-6 ve Ek-7°de verilmistir.

3.2.8. Polimorfiz Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan cpDNA PZR-RFLP primerleri PZR iiriinii-enzim kombinasyonu ile
ccSSR  primerleri’nin polimorfizm oranlarinin belirlenmesi i¢in asagidaki formiil

kullanilmuastir.

Polimorfizm orani: ( Polimorfik bant sayisi/ Toplam bant sayisi) x 100
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3.2.9. Polimorfizmin Hesaplanmasi

Agaroz jelde goriintiilenen bantlarin her biri ‘1’ , ‘0’ veya ‘9’ olarak kaydedilmis olup, 1:
bandin varligini, 0: bandin olmadigini, 9 ise: degerlendirilemeyen bantlar1 gostermektedir.
Veriler Numerical Taxonomy Multivariate Analysis System (NTSYS-pc) version 2.1 paket
bilgisayar programi (Exeter Software, Setauket, New York, USA) ile degerlendirilmistir.
Dice (Dice, 1945) katsayisina gore (taksonlarin benzerligi i¢in sadece birebir eslesmeleri
kabul eder) benzerlik matriksi yapilmistir. Calisilan genotipler arasinda genetik iliskiyi
belirlemek icin benzerlik matriksi UPGMA metodunu kullanarak dendogram olusturmak

amactyla kullanilmistir.

PCA, bireyler arasindaki farklarin kolayca goriilmesini saglar ve bir ¢calismadaki optimum
sayidaki kiimeleri belirler. PCA, PCA kullanilarak markirlardan hesaplanan varyans
kovaryans matriksi iizerinden yapilmistir. Benzerlik matriksi ve cluster analizi i¢in
uyumluluk testi (goodness-of-fit) yapmak i¢in ilk olarak COPH modiilii aga¢ matriksini
ultrametrik benzerlik matriksine doniistiirmek i¢in kullanilmis sonrada MXCOMP modiilii
bu ultrametrik benzerliklerin {retilen benzerlik matriksiyle karsilastirilmast i¢in

kullanilmuastir.



4. BOLUM
BULGULAR

Bu ¢alismada cpDNA PZR-RFLP markirlar1 ve ccSSR markirlar1 uygulanarak bermuda
cimindeki polimorfizm belirlenmistir. Calisma kapsaminda toplanmis olan genotiplerin
40’1 Tirkiye’de Akdeniz sahili boyunca uzanan Toros daglarmin giliney bolgelerinden
Giilsen ve ark.(2009) tarafindan, 7 bermuda 6rnegi ise Kayseri ve Nevsehir’den farkl

noktalarindan toplanmis 47 genotip belirtilen markirlar tarafindan taranmistir.

PZR iirlinlerinin agaroz jel elektroforezinde verdigi bantlar var (1), yok (0) veya kayip veri
(9) olarak degerlendirilmistir. Elde edilen toplam bant sayilari, monomorfik bant sayilari,

polimorfik bant sayilari ile polimorfizm oranlar1 Tablo 4.1. ve 4.2.’de verilmistir.

Kloroplast DNA’sinin 5 farkli bolgesine 6zgii primerler kullanilarak elde edilen tirtinler 10
farklh restriksiyon endoniikleaz ile kesildiginde 100-1900 baz cifi araliginda 143 DNA
bandi elde edilmistir. Bu bantlardan elde edilen polimorfizm oram1 %37 olarak
hesaplanmistir. Enzimler igerisinde en fazla kesimi toplam 5 farkli PZR {iriintinde 24 bant
olusturarak Msel olmustur. En az kesim ise 2 bant ile EcoRV’da goriilmiistiir. PZR
tiriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu en fazla bant veren 32 bant ile
TrnST(r-f) bolgesi olmustur. En az ise 20 bant ile rbcL(r-f) primeri oldugu Tablo 4.1°de

gosterilmigtir.
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Tablo 4.1. cpDNA PZR-RFLP analizi sonucu olusan bant profilleri, monomorfik ve

polimorfik bant sayilari ile % polimorfizm degerleri

Primer Adi TBS® BC" MBS PBS’ % polimorfizm
1.TrnHK-Taql 3 1000-650 1 2 66
2.TrnHK-Msel 4 880-120 4 0 0
3.TrnHK-Dral 3 1900-400 0 3 100
4.TrnHK-Hinlll 3 1000-300 3 0 0
5.TrnHK-BsuRI 3 1100-300 3 0 0
6. TrnHK-Mspl 2 1900-1700 0 2 100
7.TrnHK-EcoRI 1 1900 1 0 0
8. TrnHK-Mbol 6 700-130 6 0 0
9. TrnHK-EcoRV 2 1200-700 2 0 0
10.TrnHK-Rsal 5 800-300 3 2 40
11.rbcL- BsuRI 2 900-420 0 2 100
12.rbcL-EcoRI 3 600-200 1 2 66
13.rbcL-Msel 3 280-50 3 0 0
14.rbcL-Taql 2 280-180 2 0 0
15.rbcL-Dral 1 900 1 0 0
16.rbeL-Hinlll 2 300-200 2 0 0
17.rbcL- Mbol 2 600-300 2 0 0
18.rbcL-Rsal 4 615-200 0 4 100
19.rbcL-Mspl 2 600-250 2 0 0
20.rbcL-EcoRV 1 900 1 0 0
21.TrnST-Dral 2 900-400 2 0 0
22.TrnST-Mspl 4 580-140 3 1 25
23.TrnST-Tagql 6 700-190 1 5 83
24.TrnST-BsuRI 2 700-600 2 0 0
25.TrnST-EcoRI 2 1180-120 2 0 0
26.TrnST-EcoRV 1 1300 1 0 0
27.TrnST-Hinlll 3 920-180 1 2 66
28.TrnST-Msel 5 310-100 4 1 25
29.TrnST-Mbol 4 800-120 2 2 50




(Tablo 4.1’in devami)
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Primer Adi TBS* BC" MBS* PBS* % polimorfizm
30.TrnST-Rsal 4 570-320 2 2 50
31.Psb-trnS -Msel 7 420-100 3 4 57
32.Psb-trnS-Taql 1 1600 1 0 0
33.Psb-trnS -Mspl 2 1000-300 2 0 0
34.Psb-trnS -EcoRI 1 1600 1 0 0
35.Psb-trnS -Hinlll 4 550-200 2 2 50
36.Psb-trnS -BsuRI 4 600-200 4 0 0
37.Psb-trnS -EcoRV 1 1600 1 0 0
38.Psb-trnS -Mbol 3 1000-120 3 0 0
39.Psb-trnS -Dral 2 1200-400 2 0 0
40.Psb-trnS -Rsal 4 750-180 2 2 50
41.30S-Rsal 3 490-180 1 2 66
42.30S-BsuRI 2 670-230 2 0 0
43.308-Mspl 2 520-380 2 0 0
44.30S-HinllIl 4 900-160 0 4 100
45.308-Msel 5 390-180 1 4 80
46.30S-Taql 6 270-100 1 5 83
47.30S-Mbol 2 580-320 2 0 0
48.30S-EcoRV 1 900 1 0 0
49.30S-Dral 1 900 1 0 0
50.30S- Rsal 1 720 1 0 0

Toplam 143 1900-100 90 53 37

a) TBS: Toplam Bant Sayisi, b) BC: Baz Cifti, c) MBS: Monomorfik Bant Sayisi, d) PBS: Polimorfik Bant

Sayisi.




Bermuda ¢iminde 10 farkli ccSSR primeri kullanilmig ve bunlardan 8§ tanesi beklenen

biiyiikliikkte PZR iirlinii vermistir. ccSSR primerinin amplifikasyonu sonucu 190-410 bg

araliginda toplam 16 adet bant elde edilmistir. 190-410 b¢ araliginda olan bu bantlarin

genel polimorfizm oran1 %87 olarak hesaplanmistir. En fazla bant veren primerler ccSSR-5

ve ccSSR-19 olmustur. Bu primerlerden elde edilen bant sayis1 3’tiir. ccSSR-4 ve ccSSR-

15 primerleri ise tek bant vermistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. ccSSR analizi sonucu olusan bant profilleri, monomorfik ve polimorfik bant

sayilar1 ile % polimorfizm degerleri

Primer Ad1 TBS® BCP MBS* PBS! % Polimorfizm
l.ccSSR-4 1 210 1 0 0
2.ccSSR-5 3 310-290 0 3 100
3.ccSSR-8 2 255-250 0 2 100
4.ccSSR-12 2 220-210 0 2 100
5.ccSSR-15 1 270 1 0 0
6.ccSSR-19 3 410-390 0 3 100
7.ccSSR-20 2 410-400 0 2 100
8.ccSSR-22 2 200-190 0 2 100

Toplam 16 410-190 2 14 87

a) TBS: Toplam Bant Sayisi, b) BC: Baz Cifti, c) MBS: Monomorfik Bant Sayisi, d) PBS: Polimorfik Bant Sayisi.
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cpDNA bolgeleri’nin PZR amplifikasyonu sonucu olusan iirline 10 farkli restriksiyon
enzimi uygulandiginda en fazla bant veren primer 7rnST (r-f) primeri olurken rbcL(r-f)
primeri en az bant vermistir. Restriksiyon enzimlerinden ise en fazla polimorfizm Msel

enzimi ile en az polimorfizm ise EcoRV enzimi ile elde edilmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Restriksiyon enzimlerinin her bir primerdeki kesmis oldugu bant sayilar1

Kloroplast primerleri
Psb-trnS (r-f) TrusT (r-f) rbeL (r-f) TrnHK (r-f) 308 (r-f) Toplam
Taql x* 6 2 3 6 17
EcoRI x* 2 3 x* 3 8
Rsal 4 4 4 5 x* 17
Dral 2 2 x* 3 x* 7
gl || mspr 2 4 2 2 4 14
E
N
=
ol || BsuRI 4 2 2 3 2 13
(=]
‘7
i
'E EcoRV x* x* x* 2 x* 2
]
=4
Hinlll 4 3 2 3 4 16
Msel 7 5 3 4 5 24
Mbol 3 4 2 6 2 17
Toplam 26 32 20 31 26
* primer enzim tarafindan kesilmemistir.
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cpDNA’sinin spesifik bolgeleri amplifikasyonu sonrasi agaroz jel elektroforezi yapilmis ve
molekiil agirliklar1 belirlenmistir. Molekiill agirhigi en yiiksek PZR iiriinii 7rnHK(r-f)
primeri ile elde edilirken, en diisiik olan ise rbcL(r-f) ve 30S(r-f) primerleri ile elde
edilmistir. Titiin cpDNA’sinin dizisine gore dizayn edilen 8 tane primer kullanilarak
Cynodon cpDNA’sin dan SSR’lar elde edilmistir. Elde edilen SSR bantlarinin biiytikliikleri
titlin SSR’lar1 ile uyumlu biiyiikliikte bulunmustur. Kullanilan SSR primerleri ve bu
primerler kullanilarak elde edilen iiriinlerin molekiil agirliklar1 Tablo 4.4’de gdsterilmistir.
Molekiil agirligr en biiylik olan ccSSR-19 ve ccSSR-20 primerleri ile elde edilen SSR’lar
iken en diisiikk molekiil agirliga sahip olan SSR ise ccSSR-22 ile elde edilmistir (Tablo
4.4).

Tablo 4.4. cpDNA ve ccSSR primerleri PZR analizi sonucu olusturduklari iiriin boyutu.

Primer giftleri PZR iiriinii boyutu (bg)
Psh-trnS (r-f) oo 1600 bg
TrnST () e 1600 bg
FOCL (Ff). oo 900 bg
TrHEK (Ff) oo 2000 bg
3OS (Ff) e 900 bg
CCSSR-A (Ff) e, 210 bg
CCSSR-5 (Ff) oo 290-310 be
CCSSR-8 (Ff) e 250-255 be
COSSR-12 (1-f) e 210-220 bg
CCSSR-15 (1-f) e 270 bg
COSSR-19 (T-f) e, 390-410 be
CCSSR-20 (T-f) e eeiii i 400-410 be

COSSR-22 (Ff) oo 190 bg
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TrnHK (f-r) primer cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinii: TrnHK
primeri kullanilarak yapilan PZR sonucunda tiim genotiplerde beklenilen biiytikliikte 2000
be¢ civarinda PZR firiinii elde edilmistir. Farkli geotiplerdiki cpDNA polimorfizmini tespit
etmek i¢in elde edilen PZR iiriinlerine 10 farkli restriksiyon enzimi uygulanmigtir.

Restriksiyon {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki kullanilan

10 enzim ag¢isindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. TrnHK (f-r) primeri kullanilarak elde edilen PZR iriinlerinin agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnHK (f-r) bolgesinin Taql enzimi ile restriksiyon analizi: 7rnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR fiiriinlerine 7ag/ enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim acgisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1000, 750 ve 650
b¢ olmak iizere li¢ farkli biyiiklilkte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 2,
monomorfik bant sayisi ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %66 oraninda
polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, diploid olduklar1 bilinen 16, 24, 25, 26 ve 34

numarali bireylerde gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. TrnHK (f-r) primeri PZR {irliniiniin Tag/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnHK (f-r) bdlgesinin Msel enzimi ile restriksiyon analizi: TrmnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firiinlerine Msel enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 880, 300, 180 ve
120 bg olmak tizere dort farkli biiyilikliikkte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayisi 0,
monomorfik bant sayis1 ise 4’tlir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm

tespit edilmemistir(Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. TrnHK (f-r) primeri PZR iriiniiniin Msel/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnHK (f-r) bolgesinin Dral enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR fiiriinlerine Dral enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1900, 1500, ve 400
b¢ olmak tizere li¢ farkli biyiiklilkte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 3,
monomorfik bant sayist ise 0’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %100
oraninda polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 4 ve 5 numarali bireylerde

gozlenmistir (Sekil4.4).
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Sekil 4.4. TrnHK (f-r) primeri PZR {iriiniiniin Dral enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.



37

TrnHK (f-r) bolgesinin HinlIl enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine Hinlll enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1000, 600, ve 300
b¢ olmak tizere li¢ farkli biyiiklilkte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 0,
monomorfik bant sayisi ise 3’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm

tespit edilmemistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. TrnHK (f-r) primeri PZR {iriiniiniin HinlIl enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnHK (f-r) bolgesinin BsuRI enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR f{iriinlerine BsuR[ enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1100, 500, ve 300
b¢ olmak tizere ti¢ farkli biyiikliikte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 0,
monomorfik bant sayisi ise 3’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm
tespit edilmemistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. TrnHK (f-r) primeri PZR iriiniiniin BsuR/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnHK (f-r) boélgesinin Mspl enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine Mspl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farklt genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1900 ve 1700 bg
olmak tiizere iki farkli biiyiiklilkte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 2,
monomorfik bant sayisit ise 0°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %100

oraninda polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5, 19 ve 40 numarali bireylerde

gozlenmistir(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. TrnHK (f-r) primeri PZR iriinliniin Mspl enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnHK (f-r) bolgesinin EcoRI enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine EcoRI enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farklt genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1900 ve 400 bg
olmak iizere 2 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant
sayist ise 2’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit
edilmemistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. TrnHK (f-r) primeri PZR iiriinliniin EcoRl enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnHK (f-r) bolgesinin Mbol enzimi ile restriksiyon analizi: TrmnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine Mbol enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 700, 410, 290, 190,
180 ve 130 b¢ olmak tizere 6 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayisi 0,
monomorfik bant sayisi ise 6’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm
tespit edilmemistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. TrnHK (f-r) primeri PZR {iriiniiniin Mbol enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M 100-16000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnHK (f-r) bolgesinin EcoRV enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR fiiriinlerine EcoRV enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1200 ve 700 bg
olmak iizere 2 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant
sayist ise 2°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. TrnHK (f-r) primeri PZR {irliniiniin EcoRV enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnHK (f-r) bolgesinin Rsal enzimi ile restriksiyon analizi: TrnHK primerleri
kullanilarak elde edilen PZR fiirlinlerine Rsal enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 800, 510, 330, 315
ve 300 b¢ olmak iizere 5 biiyiiklilkte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 2,
monomorfik bant sayis1 ise 3’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %40 oraninda

polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde goézlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. TrnHK (f-r) primeri PZR firiinliniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 bg

rbcL (f-r) primeri cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinii: 7bcL primeri
kullanilarak yapilan PZR sonucunda tiim genotiplerde beklenilen biiyliklikte 900 bg
civarinda PZR iiriinii elde edilmistir. Farkli geotiplerdiki cpDNA polimorfizmini tespit
etmek i¢in elde edilen PZR iiriinlerine 10 farkli restriksiyon enzimi uygulanmigtir.
Restriksiyon flirlinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki kullanilan

10 enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. rbcL (f-r) primeri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki bant
profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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rbeL (f-r) primeri ile BsuRI enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iirlinlerine BsuRI enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim acisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900 ve 420 bg¢ olmak iizere 2 bant elde
edilmistir Polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayisi ise 0’dir (Tablo 4.1). cpDNA
PZR-RFLP analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5
numarali bireyde gozlenmistir (Sekil 4.13).
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e 3. rbel (f-r) primeri trliniiniin BsuR![ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
kil 4.13. rbcL (f-r) primeri PZR iriiniiniin BsuR/ imi ile kesimi g
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

rbeL (f-r) bolgesinin EcoRI enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iirlinlerine EcoRl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktast polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 600, 280 ve 200 b¢ olmak iizere 3
biiyiikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayisi ise 1°dir
(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %66 oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

Polimorfizm, 5 numarali bireyde goézlenmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. rbcL (f-r) primeri PZR dirliniiniin EcoRI enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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rbcL (f-r) bolgesinin Msel enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine Msel enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim acisindan kesme noktast polimorfizmi tespit

edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 280, 120 ve 50 bg¢ olmak lizere 3

biiytikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayis1 ise 3’tiir

(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.15).

’\rlﬂm’\rfﬁ’\r(\llf}ll‘xrﬁﬂ'l!‘x\olf}(\l(‘l(‘lo\OOV‘:%‘V‘:O(‘JO’\FWO\O(‘I'\

I\OOOO—‘ MWW\OI\OOO\O—‘FJMVJ‘V“\OI\OOOO—‘(\I
AANAANAAANAANANANANNNN NN NN NN <k <k <t

\?ﬂ'lﬂ“\r(‘lﬂ'l!‘x\oﬁl'

Sekil 4.15. rbcL (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Msel enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

rbeL (f-r) bolgesinin Taql enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iirlinlerine 7agql enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktast polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 280 ve 180 b¢ olmak {iizere 2
biiyiikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomortfik bant sayisi ise 2°dir

(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil4.16).
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Sekil 4.16. rbcL (f-r) primeri PZR iirliniiniin 7ag/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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rbcL (f-r) bolgesinin Dral enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR fiirlinlerine Dral enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit

edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900 b¢ olmak iizere 1 biiytlikliikte bant

gozlenmis olup polimorfik bant sayist 0, monomorfik bant sayist ise 1’dir (Tablo 4.1).

cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. rbcL (f-r) primeri PZR {irlinliniin Dral enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

rbeL (f-r) bolgesinin HinllII enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine Hinl/Il enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim acisindan kesme noktast polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 300 ve 200 bg¢ olmak iizere 2
buytikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayis1 ise 2’dir

(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. rbcL (f-r) primeri PZR firiinliniin Hinlll enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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rbeL (f-r) bolgesinin Mbol enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR firiinlerine Mbol enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit

edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 600 ve 300 bg¢ olmak iizere 2

buytikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayis1 ise 2’dir

(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. rbcL (f-r) primeri PZR {iriiniiniin Mbol enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

rbcL (f-r) bolgesinin Rsal enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine Rsal enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim acisindan kesme noktast polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 615, 610, 210 ve 200 b¢ olmak iizere 4
biiytikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 4, monomorfik bant sayis1 ise 0’dir
(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

Polimorfizm, 5 numarali bireyde gozlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. rbcL (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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rbeL (f-r) bolgesinin Mspl enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine Mspl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 600 ve 250 bg olmak iizere 2biiyiikliikte
bant gézlenmis olup polimorfik bant sayist 0, monomorfik bant sayis1 ise 2’dir (Tablo 4.1).

cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. rbcL (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Msp/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

rbcL (f-r) bolgesinin EcoRV enzimi ile restriksiyon analizi: rbcL primerleri kullanilarak
elde edilen PZR fiiriinlerine EcoRV enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktast polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900 b¢ olmak iizere 1 biiytlikliikte bant
gbzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi ise 1’dir (Tablo 4.1).

cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. rbcL (fr) primeri PZR fiiriiniiniin EcoRV enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnST (f-r) primeri cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinii: 7rnST
primeri kullanilarak yapilan PZR sonucunda tiim genotiplerde beklenilen biiyiikliikte 1300
be¢ civarinda PZR firiinii elde edilmistir. Farkli geotiplerdiki cpDNA polimorfizmini tespit
etmek i¢in elde edilen PZR iiriinlerine 10 farkli restriksiyon enzimi uygulanmigtir.

Restriksiyon firlinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki kullanilan

10 enzim ag¢isindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. TrnST (f-r) primeri kullanilarak elde edilen PZR firlinlerinin agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnST (f-r) bolgesinin Dral enzimi ile restriksiyon analizi: 7rnST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR fiiriinlerine Dral enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900 ve 400 bg
olmak tizere 2 biiylikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant
sayist ise 2°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir
(Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. TrnST (f-r) primeri PZR {irliniiniin Dral enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnST (f-r) bolgesinin Mspl enzimi ile restriksiyon analizi: 77nST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine Mspl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 580, 420, 160 ve
140 bg¢ olmak iizere 4 biiyiikliikte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayist 1,
monomorfik bant sayisi ise 3’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %25 oraninda

polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde gézlenmistir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. TrnST (f-r) primeri PZR {iriiniiniin Msp/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnST (f-r) bolgesinin Taql enzimi ile restriksiyon analizi: 7rnST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine 7aq/ enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farklt genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 700, 450, 390, 290,
210 ve 190 olmak iizere 6 biiyiiklilkte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayisi 5,
monomorfik bant sayis1 ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %83 oraninda
polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 ve 6 numarali bireylerde goézlenmistir

(Sekil4.26).
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Sekil 4.26. TrnST (f-r) primeri PZR {irlinliniin Taq/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnST (f-r) bolgesinin BsuRI enzimi ile restriksiyon analizi: 7rnST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine BsuRI enzimi uygulanarak analiz edilmistir
Restriksiyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim
acisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkl
genotipten, 700 ve 600 b¢ olmak {izere 2 biiyiikliikte bant gbzlenmis olup polimorfik bant
sayist 0, monomorfik bant sayisi ise 2’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile

polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. TrnST (f-r) primeri PZR {iriiniiniin BsuR/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnST (f-r) bolgesinin EcoRI enzimi ile restriksiyon analizi: 7rnST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine EcoRI enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1180 ve 120 bg
olmak tizere 2 biiylikliikte bant gbzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant
sayist ise 2°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir
(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. TrnST (f-r) primeri PZR {iriiniiniin EcoRI enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnST (f-r) bolgesinin EcoRV enzimi ile restriksiyon analizi: 7/nST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine EcoRV enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim acgisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1300 bg¢ olmak
tizere 1 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayisi 0, monomorfik bant sayisi
ise 1°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil
4.29).
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Sekil 4.29. TrnST (f-r) primeri PZR iiriinliniin EcoRV enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnST (f-r) bolgesinin Hinlll enzimi ile restriksiyon analizi: 77nST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine HinlIl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 920, 280 ve 180 bg
olmak tizere 3 biiyiikliikte bant gbzlenmis olup polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant
sayist ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %66 oraninda polimorfizm

tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde gozlenmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. TrnST (f-r) primeri PZR {riliniiniin Hinlll enzimi ile kesimi scnucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TrnST (f-r) bolgesinin Msel enzimi ile restriksiyon analizi: 77nST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR fiirlinlerine Msel enzimi uygulanarak analiz edilmistir
Restriksiyon triinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim
acisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkl
genotipten, 310, 290, 180, 130 ve 50 b¢ olmak iizere 5 biiyiikliikte bant gozlenmis olup
polimorfik bant sayist 1, monomorfik bant sayisi ise 4’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP

analizi ile %25 oraninda polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde

gbzlenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. TrnST (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Msel enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

TrnST (f-r) bolgesinin Mbol enzimi ile restriksiyon analizi: 7rnST primerleri
kullanilarak elde edilen PZR f{iriinlerine Mbol enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 800, 400 ve 280 bg
olmak iizere 3 bant elde edilmistir Polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayis1 ise
I’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %66 oraninda polimorfizm tespit

edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde gozlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. TrnST (f-r) primeri PZR iirliniiniin Mbol enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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TraST (f-r) bolgesinin Rsal enzimi ile restriksiyon analizi: 77nST primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine Rsal enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 570, 390, 340 ve 320 bg¢ olmak iizere 4
buiytikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayis1 ise 2’dir
(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %50 oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

Polimorfizm, 5 numarali bireyde gozlenmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. TrnST (f-r) primeri PZR firiinliniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

Psb-TrnS (f-r) primeri cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinii: Psb-
TrnS(f-r) primeri kullanilarak yapilan PZR sonucunda tiim genotiplerde beklenilen
biiyiiklikte 1600 b¢ civarinda PZR {iriinii elde edilmistir. Farkli geotiplerdiki cpDNA
polimorfizmini tespit etmek i¢in elde edilen PZR iiriinlerine 10 farkl restriksiyon enzimi
uygulanmistir. Restriksiyon iriinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farklh
genotiplerdeki kullanilan 10 enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir
(Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. Psb-TrnS (f-r) primeri kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinin agaroz jeldeki
bant profilleri. M:100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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Psb-TrnS (f-r) bolgesinin Msel enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firiinlerine Msel enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim ac¢isindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 420, 380, 320, 280,
180, 150 ve 100 bg olmak iizere 7 biiyiikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayisi
4, monomorfik bant sayisi ise 3’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %57

oraninda polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde gdzlenmistir.5

numarali birey polimorfizm gostermistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR {irlinliniin Msel enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-10000b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

Psb-TrnS (f-r) bolgesinin Taql enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine 7aq/ enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1600 bg¢ olmak
tizere 1 biiyiikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi
ise 1°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil
4.36).
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Sekil 4.36. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR iriiniiniin 7agl enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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Psb-TrnS (f-r) bolgesinin Mspl enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firlinlerine Mspl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1000 ve 300 bg

olmak iizere 2 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant

sayist ise 1°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir
(Sekil 4.37).
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Sekil 4.37. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR iirliniiniin Mspl enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

Psb-TrnS (f-r) bolgesinin EcoRI enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firlinlerine EcoRI enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1600 bg¢ olmak
tizere 1 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayisi 0, monomorfik bant sayisi
ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil
4.38).
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Sekil 4.38. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR {irlinliniin EcoRI enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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Psb-TrnS (f-r) bolgesinin HinlIl enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firiinlerine Hinlll enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 550, 500, 300 ve
200 b¢ olmak tiizere 4 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 2,
monomorfik bant sayis1 ise 2’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %50 oraninda

polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde gézlenmistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39. Psb-TmnS (f-r) primeri PZR iiriinliniin Hinlll enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

Psb-TrnS (f-r) bolgesinin BsuRI enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR firiinlerine BsuRI enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 600, 400, 300 ve
200 bc¢ olmak fiizere 4 biiyiikliikte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayist 1,
monomorfik bant sayis1 ise 4’tiir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %20

polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numaral1 bireyde gézlenmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.40. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR {iriinliniin BsuRI enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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Psb-TrnS (f-r) bolgesinin EcoRV enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine EcoRV enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi

polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1600 bg¢ olmak

iizere 1 biyiikliikte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi
ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil
4.41).
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Sekil 4.41. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR iiriiniiniin EcoRV enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

Psb-TrnS (f-r) bolgesinin Mbol enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine Mbol enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1000 ve 280 bg
olmak iizere 2 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant
sayist ise 2°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir
(Sekil 4.42).
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Sekil 4.42. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Mbol enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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Psb-TrnS (f-r) bolgesinin Dral enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerine Dral enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 1200 , ve 400 bg
olmak iizere 2 biiyiikliikte bant gdzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant
sayist ise 2°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir
(Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Dral enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M:100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

Psb-TrnS (f-r) bolgesinin Rsal enzimi ile restriksiyon analizi: Psb-TrnS primerleri
kullanilarak elde edilen PZR iirlinlerine Rsal enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel
elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 750, 500, 210 ve
180 b¢ olmak tizere 4 biiyiikliikte bant goézlenmis olup polimorfik bant sayist 2,
monomorfik bant sayis1 ise 2’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %50 oraninda
polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, diploid olduklar1 bilinen 5, 15, 16, 24, 25, 26,
33, 34 ve 40 numaral1 bireylerde gézlenmistir (Sekil 4.44).

Sekil 4.44. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR {irliniiniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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308 (f-r) primeri cifti ile amplifikasyon sonucu elde edilen PZR iiriinii: 30S primeri
kullanilarak yapilan PZR sonucunda tiim genotiplerde beklenilen biiyiikliikte 900 bg
civarinda PZR iiriinii elde edilmistir. Farkli geotiplerdiki cpDNA polimorfizmini tespit
etmek i¢in elde edilen PZR iiriinlerine 10 farkli restriksiyon enzimi uygulanmigtir.

Restriksiyon firlinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki kullanilan

10 enzim ag¢isindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. 30S (f-r) primeri kullanilarak elde edilen PZR firiinlerinin agaroz jeldeki bant
profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

30S (f-r) bolgesinin Rsal enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak elde
edilen PZR iirlinlerine Rsal enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi yapilarak
farkl1 genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE
analizi sonucu 47 farkli genotipten, 490, 280 ve 180 bg¢ olmak iizere 3 biiyiikliikte bant
gbzlenmis olup polimorfik bant sayisi 2, monomorfik bant sayisi ise 1’dir (Tablo 4.1).
cpDNA PZR-RFLP analizi ile %66 oraninda polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5
numarali bireyde gozlenmistir (Sekil 4.46).
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Sekil 4.46. Psb-TrnS (f-r) primeri PZR {irliniiniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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30S (f-r) bolgesinin BsuRI enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak
elde edilen PZR firiinlerine BsuRI enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 670 ve 230 bg olmak iizere 2 biiyiikliikte
bant gézlenmis olup polimorfik bant sayist 0, monomorfik bant sayis1 ise 2’dir (Tablo 4.1).

cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. 30S (f-r) primeri PZR iiriiniiniin BsuR/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

30S (f-r) bolgesinin Mspl enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak elde
edilen PZR iiriinlerine Mspl enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi yapilarak
farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE
analizi sonucu 47 farkli genotipten, 520 ve 380 b¢ olmak iizere 2 biiylikliikte bant
gbzlenmis olup polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi ise 2’dir (Tablo 4.1).

cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.48).
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Sekil 4.48. 30S (f-r) primeri PZR {irliniiniin Msp!l enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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30S (f-r) bolgesinin HinlII enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine Hinl/Il enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi
yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit
edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900, 520, 220 ve 160 bg olmak tizere 4
buiytikliikte bant gézlenmis olup polimorfik bant sayis1 4, monomorfik bant sayis1 ise 0’dir

(Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

Polimorfizm, 5 numaral bireyde gozlenmistir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. 30S (f-r) primeri PZR iiriiniiniin HinlIl enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

30S (f-r) bolgesinin Msel enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak elde
edilen PZR iiriinlerine Msel enzimi uygulanarak analiz edilmistir.. Restriksiyon iirinlerinin
agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 390, 290, 280, 250
ve 180 b¢ olmak iizere 5 biiyiiklikte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayisi 4,
monomorfik bant sayis1 ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %80 oraninda

polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numaral bireyde gozlenmistir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. Sekil 4.50: 30S (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Msel enzimi ile kesimi sonucu
agaroz jeldeki bant profillerii M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik
belirteci.
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30S (f-r) bolgesinin Tagql enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak elde
edilen PZR iiriinlerine 7Tag/ enzimi uygulanarak analiz edilmistir.. Restriksiyon tirlinlerinin
agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi
polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 270, 260, 220, 180,
170 ve 100 bg olmak iizere 6 biiyiiklilkte bant gbzlenmis olup polimorfik bant sayis1 5,
monomorfik bant sayis1 ise 1’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile %83 oraninda

polimorfizm tespit edilmistir. Polimorfizm, 5 numarali bireyde goézlenmistir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. 30S (f-r) primeri PZR iriiniiniin 7ag/ enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

30S (f-r) bolgesinin Mbol enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak
elde edilen PZR fiirlinlerine Mbol enzimi uygulanarak analiz edilmistir.. Restriksiyon
tirtinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan
kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 580
ve 320 bg¢ olmak iizere 2 biiyiiklilkte bant gozlenmis olup polimorfik bant sayis1 0,
monomorfik bant sayisi ise 2’dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm
tespit edilmemistir (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52. 30S (f-r) primeri PZR iirliniiniin Mbol enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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30S (f-r) bolgesinin EcoRV enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak
elde edilen PZR iiriinlerine EcoRV enzimi uygulafnarak analiz edilmistir.. Restriksiyon
tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi yapilarak farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan

kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900

bc olmak iizere 1 bant elde edilmistir. . Polimorfik bant sayisi 0, monomorfik bant sayisi
ise 1°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil
4.53).
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Sekil 4.53. 30S (f-r) primeri PZR firiiniiniin EcoRV enzimi ile kesimi sonucu agaroz
jeldeki bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.

30S (f-r) bolgesinin Dral enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak elde
edilen PZR iirlinlerine Dral enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi yapilarak
farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE
analizi sonucu 47 farkli genotipten, 900 bg olmak iizere 1 biiylikliikte bant gozlenmis olup
polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi ise 1°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP

analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. 30S (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Dral enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-3000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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30S (f-r) bolgesinin Rsal enzimi ile restriksiyon analizi: 30S primerleri kullanilarak elde
edilen PZR iirlinlerine Rsal enzimi uygulandiktan sonra agaroz jel elektroforezi yapilarak
farkli genotiplerdeki bu enzim agisindan kesme noktasi polimorfizmi tespit edilmistir. RE
analizi sonucu 47 farkli genotipten, 720 bg olmak iizere 1 biiylikliikte bant gozlenmis olup
polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi ise 1°dir (Tablo 4.1). cpDNA PZR-RFLP

analizi ile polimorfizm tespit edilmemistir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. 30S (f-r) primeri PZR iiriiniiniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu agaroz jeldeki
bant profilleri. M: 100-10000 b¢ DNA molekiiler agirlik belirteci.
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ccSSR-4 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-4 primeri ile PZR yapildiktan
sonra iriinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 210 b¢ civarinda 1 bant elde

edilmistir. Polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi1 ise 1°dir (Tablo 4.2). Bu

primerle SSR polimorfizmi tespit edilmemistir.

ccSSR-5 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-5 primeri ile PZR yapildiktan
sonra lirlinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 310-290 bg civarinda 3 farkli
biiyiikliikte bant elde edilmistir. Polimorfik bant sayist 3, monomorfik bant sayis1 ise 0°dir

(Tablo 4.2). ccSSR analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir (Sekil 4.56,
4.57,4.58).
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Sekil 4.56. ccSSR-5(f-r) primer giftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant

profilleri (47 ornekten 1 ile 19 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirlik belirteci.

Sekil 4.57. ccSSR-5(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant

profilleri (47 6rnekten 20 ile 38 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirlik belirteci.
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Sekil 4.58. ccSSR-5(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 39 ile 47 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirhik belirteci.

ccSSR-8 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-8 primeri ile PZR yapildiktan
sonra uriinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 250-255 bg civarinda 2 farkli
biiyiikliikte bant elde edilmistir. Polimorfik bant sayisi 2, monomorfik bant sayis1 ise 0°dir

(Tablo 4.2). ccSSR analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

ccSSR-12 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-12 primeri ile PZR yapildiktan
sonra lirlinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 220-210 bg civarinda 3 farkli
biiyiikliikte bant elde edilmistir. Polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayis1 ise 0°dir
(Tablo 4.2). ccSSR analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir (Sekil 4.59,
4.60,4.61).

[ -
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Sekil 4.59. ccSSR-12(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten lile 19 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirlik belirteci.
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Sekil 4.60. ccSSR-12(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 20 ile 38 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirhik belirteci.

O T

Sekil 4.61. ccSSR-12(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 39 ile 47 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirlik belirteci.
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ccSSR-15 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-15 primeri ile PZR yapildiktan
sonra iriinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 270 b¢ civarinda 1 bant elde
edilmistir. Polimorfik bant sayis1 0, monomorfik bant sayisi ise 1°dir (Tablo 4.2). Bu

primerle SSR polimorfizmi tespit edilmemistir.

ccSSR-19 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-19 primeri ile PZR yapildiktan
sonra uriinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 410-390 b¢ civarinda 3 farkli
biiyiikliikte bant elde edilmistir. Polimorfik bant sayis1 3 monomorfik bant sayisi ise
0’dir(Tablo 4.2). ccSSR analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir (Sekil
4.62,4.63,4.64).

) B ) b e e e el e e [N gR—

Sekil 4.62. ccSSR-19(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 1 ile 19 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirhik belirteci.

uvuuu-u-,‘_——--ﬁ-v**“’

Sekil 4.63. ccSSR-19(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 20 ile 38 arasindaki genotipler) M:100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirhik belirteci.
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Sekil 4.64. ccSSR-19(f-r) primer c¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 drnekten 30 ile 47 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirhik belirteci.

ccSSR-20 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-20 primeri ile PZR yapildiktan
sonra uriinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 400-410 b¢ civarinda 2 farkli
biiyiikliikte bant elde edilmistir. Polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayist ise

0’dir(Tablo 4.2). ccSSR analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir.

ccSSR-22 primer ciftiyle elde edilen allel profili:. ccSSR-22 primeri ile PZR yapildiktan
sonra uriinleri %6’lik poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve 200-190 b¢ civarinda 2 farkli
biiyiikliikte bant elde edilmistir. Polimorfik bant sayis1 2, monomorfik bant sayis1 ise 0°dir
(Tablo 4.2). ccSSR analizi ile %100 oraninda polimorfizm tespit edilmistir (Sekil 4.65,
4.66, 4.67).

Sekil 4.65. ccSSR-22(f-r) primer ¢iftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 1 ile 19 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirlik belirteci.
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Sekil 4.66. ccSSR-22(f-r) primer giftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 6rnekten 20 ile 38 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirhik belirteci.

—— _— — - - -— - -

Sekil 4.67. ccSSR-22(f-r) primer ciftiyle elde edilen allel profili sonucu elde edilen bant
profilleri (47 drnekten 39 ile 47 arasindaki genotipler) M: 100-10000 b¢ DNA
molekiiler agirlik belirteci.
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cpDNA PZR-RFLP ve ccSSR profilleri skorlandiktan sonra NTSYS pc 2.1 (Numerical
Taxonomy Multivariate Analysis System) paket programi (Exeter Software, Setauket, New
York, USA) kullanilarak analiz edilmistir. SIMQUAL modiilii kullanilarak olusturulan
genetik benzerlik (GS) matriksi Tablo 4.5., Tablo 4.6. ve Tablo 4.7.” de goOsterilmistir.
Olusturulan bu benzerlik matriksleri c¢alisilan genotipler arasindaki genetik akrabalig
belirlemek amac1 ile unweighted pair group method arithmetic average (UPGMA) modiilii
kullanilarak dendogram olusturmada kullanilmistir. Elde edilen dendogramlar Sekil 4.68,

Sekil 4.69 ve Sekil 4.70°de gosterilmistir.

Calismamizda bermuda ¢imleine ait 47 genotip arasindaki genetik iliski; cpDNA PCR-
RFLP ile restriksiyon enzimi analizi kullanilarak yapilan skorlamalar sonucunda ortaya
konmustur. UPGMA dendogramina (Sekil 4.68) gore; 47 genotip iki ana kola ayrilmistir.
Ik ana kolda diploid genoma sahip olan 5 numarali genotip bulunmaktadir. Ikinci ana
kolda ise genel olarak bakildigi zaman temel ayrim noktasinin 6rneklerin ploidi diizeyleri
oldugu goriilebilmektedir. Birinci alt grupta 1, 2, 3, 47, 45, 43, 41, 39, 37, 35, 38, 46, 32,
31, 30, 29, 28, 27, 36, 42, 44, 23, 22, 21, 20, 7, 18, 17, 8, 9, 14, 13, 12, 11, 10 numaralt
genotipler bulunmaktadir ve bu alt grub igerisinde diploid genoma sahip Ornek
bulunmamaktadir. Ikinci alt grupta ise diploid genoma sahip olan 16, 24, 25, 26, 34, 40
numarali genotipler bulunmaktadir. Diploid genoma sahip olan 5 numarali 6rnek dahil
edilmedigi zaman genotiplerin birbine olan  benzerliklerinin %98 oraninda oldugu

belirlenmistir.

Bantlarin skorlanmasi sonucuna gore elde edilen genetik uzaklik degerlerinin cpDNA
PZR-RFLP restriksiyon enzimleri analizinde 0.77 ile 1.00 arasinda oldugu tesbit edilmistir
(Tablo 4.5). Genotiplerden birbirine en yakin olanlarina bakacak olursak grupta 1, 2, 3, 47,
45, 43, 41, 39, 37, 35, 38, 46, 32, 31, 30, 29, 28, 27, 36, 42, 44, 23, 22, 21, 20, 7, 18, 17, 8,
9, 14, 13, 12, 11, 10 numarali 6rrneklerin birbirine %100 oraninda benzemekte oldugu ve
16, 24, 25, 26, 34 numarali diploid genoma sahip orneklerinde %100 oraninda birbirine
benzemekte oldugu belirlenmistir. 4 numarali 6rnegin diger grublar ile benzerligi %98 ve 6
numaralt 6rnegin diger grublar ile olan benzerligi ise %99 dur. Genotiplerden en uzak
olanin ise 5 numarali 6rnek oldugu ve diger genotiplere %77 oraninda bir benzerlik

gosterdigi belirlenmistir.
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Calismamizda bermuda ¢imlerine ait 47 genotip arasindaki iligski; ccSSR profili analizi
kullanarak yapilan skorlamalar sonucunda ortaya konmustur. UPGMA dendogramina
(Sekil 4.69) gore; 47 genotip iki ana kola ayrilmistir. ilk ana kolun birinci alt grupta
diploid genoma sahip olan 5 numarali genotip bulunmaktadir. fkinci alt grupta ise 24, 25,
26, 34 numarali diploid genotipler bulunmaktadir. Ikinci ana kolun birinci alt grubu 1, 2, 3,
4 numaral1 genotipleri bulundurmaktadir. ikinci alt grup ise 6, 7, 47, 44, 42, 45, 38, 36, 43,
35, 32, 30, 31, 8, 27, 37, 39, 9, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 11, 41 numaral1 genotipleri

bulundurmaktadir.

Bantlarin skorlanmasi sonucuna gore elde edilen genetik uzaklik degerlerinin ccSSR
analizinde 0.50 ile 1.00 arasinda oldugu tesbit edilmistir (Tablo 4.6). Genotiplerden
birbirine en yakin olanlarina bakacak olursak 6, 7, 47, 44, 42, 45, 38, 36, 43, 35, 32, 30, 31,
8,27, 37, 39, 9, 23, 22, 21, 20, 19, 18, 17, 11, 41 numarali 6rrneklerin birbirine %100
oraninda benzemekte oldugu bulunmustur ve 1, 2, 3, 4 numarali 6rneklerinde %100
oraninda birbirine benzemekte oldugu belirlenmistir. 15 ve 16 numarali Orneklerin
birbirine benzerlik oran1%94 lerde 46 numarali 6rnegin en yakin benzerlik oran1 %84.5, 10
numarali 6rnegin %85, 28 ve 29 numarali 6rnegin en yakin benzerligi%85.5, 40 numarali
ornek %86 bulunmustur. Genotiplerden en uzak olanin ise 5 numarali 6rnek oldugu ve
diger genotiplere %77 oraninda bir benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Diploid genoma
sahip 5 numaral1 6rnek ile 24, 25, 26, 33, 34 numarali 6rnekler arasinda %75 oraninda bir
benzerlik bulunmugtur. Diploid genotiplerin diger genotiplere benzerligi ise %53 olarak

tesbit edilmistir.
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Calismamizda bermuda ¢imlerine ait 47 genotip arasindaki iliski; cpDNA PCR-RFL ve
ccSSR profil analizleri birlikte kullanilarak yapilan skorlama sonucunda ortaya konmustur.
UPGMA dendogramina (Sekil 4.70) gore; 47 genotip iki ana kola ayrilmustir. Ilk ana kolda
diploid genoma sahip olan 5 numarali genotip bulunmaktadir. ikinci ana kol 3 alt gruba
ayrilir. Birinci ana grubta 1, 2, 3 numarali genotipler bulunmaktadir. ikinci ana grubta ise
7, 8,47, 44, 42, 45, 38, 36, 9, 37, 11, 32, 31, 30, 35, 43, 27, 39, 41, 17, 23, 22, 21, 20, 18
numarali genotipler bulunmaktadur. Ugiincii grubta ise 24, 25, 26, 34 numarali genotipler

bulunmaktadir.

Bantlarin skorlanmasi sonucuna gore elde edilen genetik uzaklik degerlerinin cpDNA
PZR-RFLP ile ccSSR’1n birlikte analizinde 0.76 ile 1.00 arasinda oldugu tesbit edilmistir
(Tablo 4.7). Genotiplerden birbirine en yakin olanlarina bakacak olursak 7, 8, 47, 44, 42,
45, 38, 36, 9, 37, 11, 32, 31, 30, 35, 43, 27, 39, 41, 17, 23, 22, 21, 20, 18 numarali
orrneklerin birbirine %100 oraninda benzemekte oldugu bulunmustur ve bulundugu 24, 25,
26, 34 numarali 6rneklerinde %100 oraninda birbirine benzemekte oldugu belirlenmistir.
24, 25, 26 numaral1 drneklerin diger genotiplere benzerlik oran1 %95 olarak bulunmustur.
Genotiplerden en uzak olanin ise 5 numarali 6rnek oldugu ve diger genotiplere %76
oraninda bir benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Diploid genoma sahip 5 numarali 6rnek ile
24, 25, 26, 33, 34 numarali diger diploid genotiplerle arasinda %96 oraninda bir benzerlik

bulunmustur.
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Mantel testi sonuglari géz Oniine alindiginda r=0.334 degeri matriksler arasindaki
korelasyon katsayisim1 verir (Sekil 4.71). Matriksler arasindaki korelasyon katsayisi
oldukgca diisiik bulunmustur. Iki farkli markir sistemi arasindaki korelasyon kat sayisinin

diisiik ¢ikmasinin nedeni iki sisteminde fakli sonuglar tiretmesinden kaynaklanir.

Ik ii¢ eigen degeri toplam gdzlenen varyasyonun %92’sini aciklamaktadir. Temel bilesen
analizi grafiginde sadece kloroplast DNA’larina bakilarak farkli 6rnek sayisi 47°den 10°a
diisiiriilebilir (Sekil 4.71), yalniz bunun i¢in sadece kloroplast DNA degil ayn1 zaman da

niiklear DNA’ninda degerlendirilmesi gerekir.
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Sekil 4.71. cpDNA PZR-RFLP ve ccSSR markirlarina dayali genetik benzerliklerin temel
bilesen analiziyle farkli ploidi seviyelerinden 47 genotip arasindaki iligkinin
gosterilmesi

i FEigendegeri Yiizde Kiimiilatif

1 9.37535676  74.8531  74.8531
2 1.57539892  12.5780  87.4312
3 0.58402306  4.6629  92.0940
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5. BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Bermuda ¢imlerinde polimorfizmi belirlemek i¢cin cpDNA genomunun ¢esitli bolgelerini
cogaltan boyutlar1 20 ile 24 baz arasinda degisen toplam 5 cpDNA PZR-RFLP primeri
(rbeL, Psb-trnS, TrnHK, TrnST ve 30S) kullanilarak cpDNA’n1n ilgili bolgeleri ¢ogaltilmig
ve analiz edilmistir. cpDNA’daki cesitliligi tespit etmek icin PZR firiinlerine 10 farkl
restriksiyon enzimi (Taql, Rsal, Hinlll, BsuRIl, EcoRI, EcoRV, Mbol, Msel, Mspl ve Dral)
uygulanmistir. Agaroz jel elektroforezi yapilarak Orneklerin tamamindan skorlanabilen
bantlar elde edilmistir. cpDNA’sinin belirli bolgelerine uygulanan restriksiyon enzimleri
ile 47 bermuda ¢imi tiirlinde toplam 143 bant elde edilmisolup bunlardan, 53 bant
polimorfik 90 bant ise monomorfik bulunmustur. Molekiil agirliklar1 100 ile 1900 bg

arasinda degisen bandlarda polimorfizm oran1 %37 olarak belirlenmistir.

Elde edilen cpDNA PZR-RFLP primer iiriinleri RE analizine tabi tutuldugunda en fazla
polimorfizmi %100 ile TrnHK-Dral, TrnHK-Mspl, rbcL-BsuRI, rbcL-Rsal, 30S-Hinlll
kombinasyonlarin da olmustur. Bireyler icerisindeki en fazla polimorfizmi ise 5 numarali
diploid birey gostermistir. Diploid genotipe sahip olan bireyler, triploid, tetraploid,

pentaploid ve hekzaploid bireylere gére daha ¢ok polimorfizm gostermistir.

Vekemans ve arkadaslar1 [46], Phaseolus gesitleri arasindaki filogenetik iliskiyi arastirmak
icin kloroplast DNA PCR-RFLP yontemini kullanmistir. Calisma kapsaminda 6 fasiilye
tiriiniin 74 cesidine 3 kloroplast DNA boélgesini kullanmiglardir. PZR neticesinde elde
edilen trtinlere Alu I, Ava I, Hae II, Hha I, Hinf I, Msp I, Nde II, Rsa I, ScrF I, ve Taq I
enzimleri ile kesildikten sonra elde edilen bant profillerine bakildiginda 74 ¢esit arasinda
%80 oraninda polimorfizm goriilmistir. Bu ¢alismada daha diisiik polimorfizm
goriilmesinin nedeni c¢ogaltilan DNA bdlgeleri veya kullanilan farkli restriksiyon
enzimlerinden kaynaklanabilir. Farkli bitki gruplarinda cpDNA’sindaki polimorfizm

oraninin farkli olmasida dogaldir.



80

Gililsen ve arkadaslart [47], Buchloe dactyloides (buffalo ¢imi) cpDNA’sinin ayni
bolgelerini ve benzer enzimler kullanarak cpDNA PZR-RFLP calismasi yapmislar ve 2 ile
14 arasinda degisen sayida DNA bandi elde etmislerdir. Elde ettikleri 225 banddan 189
tanesi polimorfik (%84) bulunmustur. Bizim bermuda ¢imi ile yaptigimiz ¢alismada ise bu
oran %37 bulunmustur. Sonuglara gore bermuda ¢iminin bufalo ¢imine gore daha dar bir

genetik ¢esitlilige sahip oldugu goriilmektedir.

Wei ve arkadaslar [48], Houttuynia aksesyonlarinda cpDNA ve mtDNA’nin PCR-RFLP
ile analizi i¢cin 7 primer ile ¢ogaltilan DNA bolgelerine Hinfl, Hin6l, BsuRI ve Rsal
enzimlerini uygulamislardir. Tanimladiklar1 90 bant tanimlamislar ve bunlardan 31 tanesi
polimorfik olup polimorfizm oranin1 % 34 olarak hesaplamiglardir. Bu sonuglar bizim

calismamizla paralellik gostermektedir.

Filiz’in [36], yapmis oldugu ¢alismada Poaceae(Gramineae) familyasindan Brachypodium
distachyon ve Triticum aestivum bitkilerini secerek molekiiler markir tekniklerinden
cpDNA PZR-RFLP ve SSR’1 kullanmistir. Calismalarinda 8 primer-enzim kombinasyonu
sonucu 244 bant elde etmislerdir. Bu bantlardan 54 tanesinin polimorfik oldugunu ve
polimorfizm oraninin %22 oldugunu goézlemlemistir. Bizim calismamiza gore bu farkin

nedeni kullanilan primer enzim kombinasyonu veya bitki genotiplerinden kaynaklanabilir

Wu ve arkadaslart [49], Cindeki Cynodon g¢esitlerinin genetik analizinde AFLP
markirlarint - kullanmiglar, 13 AFLP selektif primerini 132 Cynodon Ornegine
uygulamiglardir. Bu arastirmacilar toplam bant sayisini 763 olarak bulmuslar ve bu
bantlarin 466 tanesinin polimorfik oldugu ve polimorfizm oraninin %61 oldugunu
belirtmislerdir. AFLP diger markir sistemleri ile karsilagtirildiginda genel olarak daha fazla
polimorfizm gdstermektedir. Ayrica cekirdek genomunda organel genomuna gore daha
fazla varyasyon olmasida dogaldir. AFLP ¢ekirdek genomunun biiyiik bir kismindaki

varyasyonu yansitir.

Wang ve arkadaslar1 [50], Amerika, Avusturya ve Cin de bulunan 24 Cynodon cesitleri
arasinda molekiiler varyasyon ve benzerlikleri tanimlamak i¢in yaptiklari ¢aligmada SRAP
primerleri uygulamislardir. Yaptiklar1 ¢alismada 274 bant elde edilmislerdir. Bu bantlardan

249 tanesi (%91) polimorfizm gostermistir. Genotipler arasindaki genetik mesafe 0.57 ile
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0.87 arasinda bulunmustur. Bizim ¢cpDNA PZR-RFLP c¢alismasinda bireyler arasindaki
genetik mesafe 0.77 ile 1 arasinda bulunmus ve bu ¢alismada polimorfizm oraninin yiiksek
cikmasinin nedeni ise kullanilan markirlarin ¢ekirdege 6zgii olmasindan kaynaklanabilir.
Ayrica SRAP markirlar polimorfiz tespit etmek icin diger ¢ekirdek markirlarina gére daha

etkilidir.

Gandhi ve arkadaglar1 [51], SSR’larin boyutlarini degistiren mutasyonlarin esit olmayan
krossingover veya replikasyon kaymasindan kaynaklanmakta oldugunu ileri siirmiislerdir.
SSR bolgelerini ¢evreleyen kisimlardaki goreceli korunumun mikrosatellitlerin taksonlar
aras1 lokus spesifik ve kodominant genetik markirlar olarak kullanilmalarini sagladiginida
diistinmektedirler. SSR lokuslarinda mutasyon oraninin genomun diger genlerinden daha
fazla olmasindan dolay1 (her jenerasyon igin yaklasik 107), tesadiifi mutasyonlardan
varyasyonlar beklenebilir [52]. cpSSR lokuslarinda ¢ekirdek SSR lokuslaria gore daha az

allel rapor edilmistir ve cpSSR lokuslarinda daha az mutasyon oranida 6ngdriilmiistiir [53].

Kodlanmayan DNA igerisindeki SSR’larin baslangigta fonksiyonu olmadigi
diisiiniilmekteydi [54], fakat simdi onlarin genom organizasyonunda, transkripsiyonun

diizenlenmesinde DNA rekombinasyonu ve tamirinde rol aldiklar1 bilinmektedir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada bermuda ¢imlerinde kloroplast DNA polimorfizm
belirlemek i¢in kullanilan cpDNA PZR-RFLP yaninda ccSSR polimorfizmi de
kullanilmistir. Bu amagla boyutlar1 18 ile 24 baz arasinda degisen 8 ccSSR primeri
Akdeniz sahilinden toplanan 40 o6rnek, Kayseri ve Nevsehir’den toplanan 7 Ornegin
tamamina uygulanmistir. Poliakrilamid jel elektroforezi yapilarak orneklerin tamamindan
skorlanabilen bantlar elde edilmistir. Bant profilleri incelendiginde toplamda 16 bant elde
edilmis ve bu bantlardan (190-410bg) 14 tanesinin polimorfik ve 2 tanesinin ise
monomorfik oldugu gozlenmistir. SSR markir ile belirlenen polimorfizm oraninin % 87

oldugu ve PIC (Polymorphism information content) degerinin 0.57 oldugu bulunmustur.
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Calisilan bermuda ¢imleri ccSSR profilleriine bakildiginda en fazla polimorfizmi %100 ile
ccSSR-5, ccSSR-8, ccSSR-12, ccSSR-19 ve ccSSR-22 primerleri gostermistir. ccSSR-4 ve
ccSSR-15 numarali primerler polimorfizm goéstermemistir. cpDNA PCR-RFLP’de oldugu
gibi bireyler icerisindeki en fazla polimorfizmi ise 5 numarali diploid birey gdstermistir.
Diploid genotipe sahip olan bireyler, triploid, tetreaploid, pentaploid ve hekzaploid

bireylere gore daha fazla polimorfizm gostermistir.

Filiz’in [36], yapmis oldugu c¢alismada, Poaceae (Gramineae) familyasindan
Brachypodium distachyon ve Triticum aestivum bitkilerini segerek molekiiler markir
tekniklerinden SSR’1 kullanmis ve PIC degerini 0.66 bulmustur. PIC degeri 0.60’dan
biiyiik olan sonuglar genelde yiiksek genetik ¢esitlilik olarak kabul edilmektedir. Fu ve
Somers ¢alismalarinda 75 farkli bugday cesidiyle SSR markir teknigi kullanarak genetik
cesitliligini belirlemislerdir. 21 bugday kromozomu iizerinde 370 SSR primeri kulland1 ve
toplam 280 allel tespit etmislerdir, PIC degerini ise 0.61 bulmuslardir [55]. Bizim
yaptigimiz c¢alismada kullandigimiz 10 primerden 8 tanesinde beklenen PCR iiriinii elde
edilmis olup PIC degeri 0.57 bulunmustur. Genetik ¢esitlilik oraninin birbirlerine yakin
oldugu tespit edilmistir.

Wills ve arkadaslar1 [56], Aygicegi ile yaptiklar: bir ¢alismada polimorfizm seviyesini
belirlemek i¢in 36 cpSSR primeri kullanmiglar ve genetik ¢esitliligi ortalama 0.50 olarak
tahmin etmislerdir. Genetik cesitlilik acgisindan bizim c¢aligmamiz ile karsilagtirildiginda

aycicegindeki PIC degerinin bermuda ¢imine gore diisiik oldugu belirlenmistir.

Provan ve arkadaslar1 [57, 58], yaptiklar1 ¢alismalarda kullanmig olduklar1 SSR markirlarin
RFLP markirlara gore kloroplast DNA’sinda daha fazla varyasyon gosterdigini
kanitlamislardir. Bizim ¢alismamizda da benzer sekilde cpDNA PZR-RFLP markirlart ve
ccSSR markirlarimi karsilastirdigimiz zaman, ccSSR markirlarinin polimorfizm oraninin

daha yiiksek seviyede oldugunu bulunmustur.
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Li ve arkadaslar1 [59], Cinin kuzey batisindan toplamis olduklar1 7 Psammochloa villosa
(Poaceae) popiilasyonuna ait bireylerdeki genetik cesitliligi arastirmak i¢in SSR primerleri
uygulamis ve arastirmacilar kullandiklar1 12 primerden 173 bant elde ettiklerini, bunlarin
157 tanesinin polimorfik oldugunu, polimorfizm oraninin ise %70 oldugunu bulmuslardir.

Bu ¢aligmanin sonuglarida bizim yaptigimiz ¢aligmayla paralellik gostermektedir.

Calismamizda bermuda ¢imi genotipler arasindaki iliski; cpDNA PCR-RFLP ve ccSSR
profillerinin birlikte kullanilarak yapilan skorlamalar sonucunda ortaya konmustur.
UPGMA dendogramina gore; bermuda ¢imlerine ait 47 genotip iki ana dala ayrilmistir.
Birinci ana dalda digerlerinden tamamen farkli duran diploit genomlu 5 numarali 6rnek
bulunmaktadir. Ikinci ana dal 3 alt gruba ayrilmustir. Birinci alt grubta 1, 2, 3 numarali
ornekler bulunmaktadir. Ikinci alt grupta yalmzca tetraploid, pentaploid ve hekzaploid
genoma sahip Ornekler, ligiincii grubta ise yalmizca diploid genoma sahip ornekler

bulunmaktadir.

Glilsen ve arkadaslari [35] ¢alismamizda kullandigimiz bermuda ¢imi genotiplerine SRAP,
POGP, ISSR ve RAPD olmak tlizere 4 farkli g¢ekirdek markirlarini uygulamislardir.
Onlarda UPGMA dendogramina gore 5 numarali diploid bireyin tamamen farkli bir grup
olusturdugu sonucunu bulmuslardir. Bizim cpDNA markirlart ile buldugumuz sonuca
uyumlu olarak 5 numarali diploid bireyin diger bireylerden farkli kiimelendigi ve diger

bireylere genetik olarak daha uzak oldugunu gostermislerdir.

Skorlamalarimiz sonucuna gore elde edilen genetik uzaklik degerlerinin cpDNA PZR-
RFLP restriksiyon enzmileri analizinde 0.77 ile 1.00 arasinda oldugu tesbit edilmistir.
ccSSR profilleri i¢in ise bu benzerlik oram1 0.53 ile 1.00 arasinda bulunmaktadir.
Genotiplerden aykirt olan 5 numarali bireyi ¢ikardigimiz zaman cpDNA PZR-RFLP
restriksiyon enzimleri analizi benzerlik oran1 0.98 ile 1.00 arasindadir. cccSSR profilleri
icin ise bu oran degismemektedir. cpDNA PCR-RFLP ve ccSSR profilleri birlikte
analizine gore 47 genotip igerisinde birbirine en yakin genotiplerin sayist 30’u
bulmaktadir, en uzak genotip ise 5 numarali genotip olarak belirlenmistir. Benzerlik orani
0.76 ile 1.00 arasinda bulunmustur. Genotiplerden farkli bir oran veren 5 numarali birey

cikarildig1 zamanki benzerlik orani ise %96 olarak belirlenmistir.
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Diploid, triploid, tetraploid, pentaploid ve hekzaploid genotiplerin polimorfizmine bakacak
olursak diploid bireylerin diger ploidi diizeylerine oranla daha fazla polimorfizme sahip
oldugu bulunmustur. Diploid bireyler cpDNA PZR-RFLP restriksiyon enzmileri analizinde
diger genotiplere %98 oraninda benzemekte iken, ccSSR profillerinde diploid bireylerin
diger genotiplere benzerligi %75 oraninda bulunmustur. cpDNA PZR-RFLP ve ccSSR

profillerinin birlikte degerlendirilmesi ile elde edilen benzerlik orani ise %96 bulunmustur.

Calismamizda temel bilesen analizi (PCA) oldukca benzer genotipleri belirlemek ve
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Temel bilesen analizi UPGMA dendogramindakine benzer
gruplandirma gostermistir. Mohammadi ve Prasanna [60], genetik varyasyonun ¢ogunu ilk
iki veya ii¢ vektor aciklandiginda temel bilesen analizinin bireyleri gruplandirmada
olduke¢a faydali oldugunu sdylemislerdir. Bu calismada ilk ii¢ eigen degeri total gézlenen

varyasyonun %92’sini olusturmustur.

Mantel Testi sonuglar1 gz Oniine alindiginda (Sekil 4.70.) iki farkli markir sisteminin
matriksleri arasindaki korelasyon katsayisi 0.334 bulunmustur (r=0.334). Korelasyonun
cok diisiik ¢ikmasinin sebebi cpDNA PZR-RFLP restriksiyon enzimileri polimorfizmi ve

ccSSR polimorfizmi farkli kloroplast bdlgelerini gii¢lendirdigini gosterir.

Glilsen ve arkadaslari [35] bizim ¢alismamizda kullandigimiz bermuda ¢imi genotiplerine
SRAP, POGP, ISSR ve RAPD olmak iizere 4 farkli markir sistemini uygulamiglardir. Bu
markir sistemlerine gore genetik mesafesi 0.5-0.98’e kadar degisen aralikta oldugunu rapor
etmiselerdir. Yapilan mantel testinde SRAP, POGP ve ISSR markirlar yiiksek korelasyon

gostermisler, fakat RAPD ve diger markirlarin korelasyonu diisiik bulunmustur.

Karaca ve arkadaglar1 [61], Cynodon ile yaptiklar1 bir ¢alismada 15 AFLP, 10 cpSSRLP,
10 DAMD, 10 RAPD primerleri kullanarak 1423 DNA band1 elde etmisler ve bunlardan
472 tanesi polimorfik bulunmustur. Bu markir sistemlerinden AFLP teknigi en fazla
polimorfik band tiretmistir. DAMD ve RAPD tekniklerinin tekrarlanabilirlikleri AFLP ve
cpSSRLP gore daha diisiik bulunmustur. cpSSRLP’1n tekrarlanabilirligi AFLP ye esit
bulunmus olup Cynodon tiirlerinde maternal genomun ve filogenetik iliskilerin analizinde
kullanisli bulunmustur. AFLP, cpSSRLP, DAMD ve RAPD verisi icin DICE genetik
benzerlik indeksi (GST) hesaplamistir. Parsimoni kriterleri kullanildiginda GSI degerleri
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goreceli olarak diisiik bulunmusken fenotipler arasi iliskiler etkilenmemistir. Alinan
sonuglar bermuda ¢iminin dar bir germplasm temelli oldugunu gdstermis olup, GSI degeri
AFLP’de 0,6-0,97, SSR’da 0,6-1.00, DAMD’de 0,6-1 ve RAPD 0,55-1 arasinda
bulunmustur. GSI'nin markirlar arast dogrusal korelasyon katsayisi hesaplanmistir ve
AFLP, DAMD, ve RAPD arasinda yiliksek bulunmustur. Fakat cpSSRLP ile diger teknik
arasinda diisiik bulunmustur. Bizim calismamizda yaptigimiz Mantel testinde, benzer
sekilde cpSSR markir sistemi ile cpDNA PZR-RFLP arasindaki korelasyon diisiik

bulunmustur.

Ferriol ve arkadaslar1 [62], yaptiklar1 bir ¢alismada SRAP, AFLP ve SSR gibi 3 farkl
markir sistemindeki polimorfizm oranindaki farkliligi su sekilde agiklamiglardir; SRAP’1n
kodlanan gen bolgelerini amplifiye ettigi, AFLP’nin hem kodalanan hem de kodlanmayan
gen bolgelerini amplifiye ettigi, SSR’1n ise kodlanmayan gen bodlgelerini amplifiye ettigi
i¢in polimorizm farkliklarinin ortaya ¢iktigini bildirmislerdir. Bizim bulgularimiza gore de
SSR markirlart ile elde edilen polimorfizm oran1 RFLP ile elde edilenden daha yiiksek
olmustur. Gandhi ve arkadaslari [51], Brassicaceae familyasinin 12 tiiriiniin cpDNA’sinda
yaptiklar1 ¢alimada yapisal (sekans temelli) filojeni ile SSR uzunluguna dayali filojeniyi

kargilastirmiglar ve aralarinda bir korelasyon bulamamislardir.

Hale ve arkadaslar1 [63], 24 brokoli 6rnegiyle yapmis olduklari ¢alismada AFLP ve SSR
markirlart arasindaki iliskiyi Mantel testi ile belirlediklerinde kofenetik ve benzerlik
matriksleri arasindaki korelasyon katsayisini r = 0.35 olarak bulmuslardir. Benzer sekilde

bizim ¢alismamizda korelasyon katsayisi diigiik (r = 0.33) bulunmustur.
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Bu calismada kloroplast DNA markirlar1 kullanilarak 47 ¢esit bermuda ¢imi Ornegi
arasindaki genetik iligkinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amacgla cpDNA PZR-RFLP ve
ccsSSR markir sistemleri kullanilmis ve sirasiyla %37 ve %87 oraninda polimorfizm
oldugu tespit edilmistir. Farkli bermuda ¢imleri genotipleri arasindaki genetik mesafeyi
belirlemek i¢in ccSSR markir sisteminin daha elverisli olacagi sonucuna varilmistir. Bu
calisma bermuda ¢imi cesitlerinin kloroplast DNA’sindaki polimorfizmi belirlemede
cpDNA PZR-RFLP ve ccsSSR markirinin kullanimi agisindan 6zgiinliik arz ermektedir.
Farkli bermuda ¢imleri arasindaki genetik cesitliligi tespit etmek i¢in ¢ekirdek markirlarina
ek olarak cpDNA PZR-RFLP ve ccSSR’larin da etkin bir sekilde kullanilabilecegi
gosterilmistir. Bu tez c¢alismasindan elde edilen bulgular dogrultusunda asagidaki

Onerilerde bulunulabilir.

Gilinlimiizde DNA molekiiler markirlar1 ile yapilan detayli ¢caligmalar sayesinde istenilen
genlerin dogrudan takibi ve bu genlerin segilebilmesi miimkiindiir. Bu gelismeler
sayesinde, polimorfizm g¢aligmalarinda istenilen genlerin incelenebilmesi miimkiin hale
gelmistir. Gelecek caligmalar i¢in bermuda tiirlerinde fonksiyonel biitiin genlerin yerlerinin

belirlenmesi ve iiriinleri belli olmayan bir ¢ok genin klonlanmasi ¢alisilabilir.

Molekiiler biyoloji biliminin hizli gelisimine paralel olarak bireylerin dogrudan genetik
materyali hakkinda bilgi saglayan molekiiler markirlar devreye girmistir. Bu gelismeler
sayesinde genotip tanimlama c¢alismalar1 kapsaminda birbirine destek nitelikte farkli

yontemler bir araya getirilerek daha ayrintili bulgular elde edilebilir.

Bu ¢aligmada elde edilen bulgular literatiir ile uyumlu bulunurken bazi farkli bulgular da
elde edilmistir. Bu problemin ¢6ziimii i¢in bermuda ¢imi c¢esitlerinde farklt markir
sistemleri kullanilarak hem c¢ekirdek hem de organel genomunda polimorfizm diizeyi
belirlenebilir ve varyasyon durumu agiklanabilir. Bizim kullandigimiz markirlar bu alanda

baska markirlarla yapilacak olan ¢alismalarda kistas olarak kullanilabilir.
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EKLER

Ek- 1. Tris-Asetat(TAE) tamponu igerigi ve kullanilan miktar1

Tris-Asetat (TAE) tamponu

SH 8.0 (50X litre) Kullanilan Miktar
Trizma base 242 g
Glasiyel asetik asit 57.1 ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml

Ek- 2. Yiikleme tamponu igerigi ve kullanilan miktar

Yiikleme Tamponu

Kullanilan Miktar
(bromophenol blue)
Ure 4M
EDTA 0.025 M
Sukroz %60
Bromophenol blue %0.025

Ksilen %0.025
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Ek- 3. TAE tamponu

Tris-Asetat (TAE) tamponu
pH 8.0 (50X/litre) ve tank tamponu

Trizma-base
Glasiyel asetik asit

0.5 M EDTA (pH 8.0)

Ek- 4. Yiikleme tamponu

Yiikleme Tamponu:
Ure
EDTA

Sukroz
Bromophenol blue

Ksilen

Ek- 5. Akrilamid ¢6zeltisi hazirlanis

Akrilamid/bis Cozeltisi

Akrilamid

Bis

10
H,O

Kullanilan Miktar

242 g

57.1 ml

100 ml

Kullanilan Miktar
4 M
0.025 M

%60

%0.025

%0.025

Kullanilan Miktar

29.2

0.8 ¢g

0 ml’ye tamamlanir.

Karanlikta 4°C’de saklanir.



Ek- 6: APS ¢ozeltisi

Amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat

H,O

Ek- 7. Poliakrilamid Jel igerigi

PAGE kompetani

Akrilamid ¢ozeltisi

H,O

50X TAE

%10 APS

TEMED

95

Kullanilan Miktar

05¢g

5 ml’ye tamamlanir.

Kullanilan Miktar

10 ml

39 ml

0.5 ml

0.5 ml

41.5 ul
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