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TEZ BEYANI
Tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu tezin yazilmasinda bilimsel ahlak
kurallarina uyuldugunu, baskalarinin eserlerinden yararlanilmasi1 durumunda bilimsel
normlara uygun olarak atifta bulunuldugunu, tezin igerdigi yenilik ve sonuc¢larin baska
bir yerden alinmadigini, kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapilmadigini, tezin
herhangi bir kisminin bu iiniversite veya baska bir liniversitedeki baska bir tez ¢aligmasi
olarak sunulmadigini beyan ederim.

Giilsen BOZTEPE



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE TiCARi DEGERi OLAN
Papaver somniferum L. CESITLERININ MOLEKULER
KARAKTERIZASYONU
Giilsen BOZTEPE

Gaziosmanpasa Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Iskender Parmaksiz

Hashas (Papaver somniferum L. ) farmosétik 6neme sahip, analjezik morfin ve kodein,
antimikrobiyal aktiviteye sahip sanguinarin gibi ¢esitli benzilizokinolin alkaloitleri
iireten ticari Oneme sahip tibbi bir bitkidir. Bu ¢alismada morfin orani yiliksek hashas
bitkilerinin 1slah ¢alismalarma yardimci olabilmek icin SSR ve ISSR molekiiler
markorlerinden yararlanilmasi amaglanmistir. Tescillenmis 17 hashas bitkisinin
molekiiler karakterizasyonunu belirlemek icin 15 ISSR ve 5 SSR primeri kullanilmistir.
ISSR ¢aligmasi sonucunda olusan 55 banttan 44 tanesi polimorfik ve polimorfizm orani
%80 dir. En az bant veren AT3 primeri tek bant, en ¢ok bant veren AT19, AT 8 ve AT
15 primerleri 6’sar bant vermistir. Ortalama genetik mesafe 0,27, Shannon indeksi 0,38
dir. SSR ¢alismasi sonucunda 39 polimorfik bant elde edilmistir. Ortalama genetik
uzaklik 0,47, Shannon indeksi 0,46 dir.

2010, 42 sayfa
Anahtar Sozciikler: Papaver, Papaver somniferum L, ISSR, SSR, genotiplendirme



ABSTRACT

Ms Thesis

Molecular Characterization of Commercial Cultivar of Papaver somniferum in
Turkey

Giilsen BOZTEPE

Gaziosmanpasa University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Iskender Parmaksiz

Economically important plant opium poppy (Papaver somniferum L. ) is a medicinal
plant producing benzyisoquinoline alkaloids such as analgesic morphine and codein,
antimicrobial agent sanguinarine. In this study, it was aimed to utilize SSR and ISSR
markers to help breeding of poppies which contain high level of morphine. 15 ISSR and
5 SSR primers were studied on registered 17 populations . In ISSR, total 55 bands were
obtained, of which 44 were polymorphic. Average genetic distance was found to be
0,27, and Shannon index was 0,38. The least number of bands belonging to primer AT3
was 1 and the highest was 6 belonging to primers AT19, AT8 and AT15. In SSR study,
5 SSR primers were studied and 39 polymorphic bands were obtained. Avarage
genetic distance was found to be 0.47, and Shannon index was 0,46.

2010, 42 pages
Key words: Papaver, Papaver somniferum L, ISSR, SSR, genotyping



TESEKKUR

Altt yi1ldir hem lisans hem yiiksek lisans yaptigim donem igerisinde gerek egitmenligi
gerek Ogreticiligi ile bilime ve hayata hazirlanmam igin her tiirlii destegi ve imkani
saglayan danisman hocam Saym Yrd. Dog. Dr. iskender PARMAKSIZ’a, degerli boliim
baskanimiz Sayin Prof. Dr. Zekeriya ALTUNER’e, manevi destegini esirgemeyen
Sayin Yrd. Dog. Dr. Ibrahim TURKEKUL’a, bitki tohumlarmi temin etmemde
yardimlarint esirgemeyen degerli hocam Saym Prof. Dr. Neset Arslan’a ve TMO
yetkililerine, laboratuarda yaptigim ¢alismalarda ve tezimin hazirlanmasinda maddi ve
manevi destegini her zaman hissettigim degerli arkadasim, ablam Tugba GURKOK e,
basim her sikistiginda yanimda olan kiymetli arkadasim, ustam Ismail BENLI’ye,
donem boyunca her tiirli zorlugu birlikte astigimiz degerli arkadaslarim Eda
DASTAN’a ve Elif KAYMAK’a ve son olarak, bana giivenip inanan, her zaman
yanimda olduklarin1 bildigim ve beni hi¢bir zaman yalniz brrakmayacagma emin

oldugum kiymetli aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Giilsen BOZTEPE
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1.GIRIS

Bitkiler yasam i¢in 6nemli enerji kaynaklar1 olup, yasamin devami i¢in vazgecilmez
ogelerdir. Iklim sartlarinmn degisimi gdz dniine alindiginda bitki ve hayvan nesillerinin
risk altinda oldugu gozlenmektedir. Bitki populasyonlarindaki riskler tiim ekosistemleri

etkileyeceginden bitki gen kaynaklar1 daha da 6nemli hale gelmektedir.

Yiiksek bitkilerin genomlari, biiyiik ve kompleks bir organizasyona sahiptir. DNA
analizlerinde molekiiler metotlarin kullanim1 bu karmasik genomlarin incelenmesinde ki
yaklagimlardan biridir. Molekiiler markorlerin biyoloji ¢aligmalarina girmesi genetik
cesitliligin ¢alisilmasi ve tiirler arasindaki akrabaligin belirlenmesi igin yeni firsatlar
saglar. Molekiiler DNA markdrlerinin kullanimi, detayli kromozom haritalanmasi,
genlerin tanimlanmasi ve klonlanmasi, yeni bitki kiiltiirlerinin olusturulmasinda olduk¢a

umit vaat etmektedir.

Son yillarda bitki genom caligmalar1 bu alanda devrim niteli§indedir. Bitki genom
analizlerinde kullanilan molekiiler markorler bu devrimde Onemli birer ara¢ haline
gelmislerdir. Taksonomi, filogeni, ekoloji, genetik mithendisligi ve 1slah ¢alismalarinda

rutin olarak uygulanmaktadir.

DNA markor terimi bireyler arasindaki genetik ¢esitlilige ait bir terimdir. DNA markor
testleriyle elde edilen basit 6zelliklere ait genotip bilgisinin kullanim1 olduk¢a kolaydir.
Bu gibi o6zellikler siklikla bu 6zelligin fenotipini tamamen gosterebilen bir gen

tarafindan kontrol edilmektedirler.

Ulkemiz cografik konumu nedeniyle canli gesitliligi bakimindan oldukga zengindir.
Sebebi ise iklim farkliliklari, topografik gesitlilikler, jeolojik c¢esitlilikler, deniz, gél,
akarsu gibi degisik su ortami cesitlilikleri, yilikseklik farkliliklar1 ve ekolojik
farkliliklardir (Atalay 1994; Celik 2003). Diinyada Papaver cinsine ait yaklasik 110



tiiriin (Kapoor, 1997) 50 taksonunun iilkemizde bulundugu bildirilmistir (Giiner ve ark.,
2000).

Bu tez calismasmin amaci iilkemizin degisik bolgedindeki dogal florada bulunan ve
ekonomik 6neme sahip Papaver somniferum L. tiiriine ait tescilli 17 tek bitki tizerinde
ISSR ve SSR yontemiyle genetik karakterizasyon arastirmasi yapmaktir. Calismamiz
sonucunda elde edilen veriler ile Papaver somniferum L. ile ilgili yapilacak olan daha
kapsamli molekiiler calismalara ve daha fazla ekonomik Oneme sahip tiirlerin

belirlenmesiyle iilke ekonomisine katki saglayacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Papaveraceae Familyasiin Genel Ozellikleri

Papaveraceae familyasina ait tiirler genellikle Kuzey Yarimkiirenin 1liman ve subtropik
bolgelerinde yayilis gostermektedir. Bu familyada 28 cins ve yaklagik 250 tiir vardir.
Ulkemizde bu familyaya ait 5 cins bulunmaktadir (Segmen ve ark., 1995, Parmaksiz ve
ark., 2009).

2.1.1 Papaver somniferum L. Bitkisinin Genel Ozellikleri

Haghas bitkisi, narkotik ve analjezik morfin  ve kodein gibi benzilizokinolin
alkaloitlerinin biiyiik bir kismini {ireten, tohum ve yagmdan yararlanilan ve ayni
zamanda tibbi amagcla veya siis bitkisi olarak da kullanilan ¢ok yonlii bir bitkidir
(Giimiiseii, 1998, Facchini ve ark., 2007). Ticari 6neminden dolay1 Tiirkiye’de tiretimi

kontrol altinda olup, belirli bolgelerde yetistirilmesine izin verilmistir.

2.1.2. Tiirkiye’de Tescil Edilen Baz1 Hashas Cesitleri

Tiirkiye’de ilk defa, 1984 yilnda Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesinde Prof. Dr. Siikrii
Emiroglu tarafindan Emiral-84 ¢esidi hashas tescil ettirilmistir. Bu gesit gri-nefti tohum

renkli ve kirmizi ¢igeklidir. Tohumluk iiretimi yoktur.
Toprak Mahsulleri Ofisince gelistirilen bazi hashas ¢esitleri ;
Ofis-95, Afyon-95, Ofis-96 cesitleri c¢ifici populasyonundan seleksiyonla elde

edilmiglerdir. Sar1 tohumludurlar. Cesitli bolgelere adaptasyon kabiliyetleri yliksektir.
Morfin oranlar1 %0,55-0,75 arasindadir.



Ayrica Danimarka kokenli, mutlak yazlik, kiigik kapsiillii Bolvadin-95 ¢esidi tescil
ettirilmis olup 1slahta melezleme materyali olarak kullanilmaktadir. Morfin orani ¢ok

yiiksektir.

Eskisehir-Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisiinde 1slah edilen cesitler ;

Anayurt-95 ve Kemerkaya-95 c¢esitleri sar1 tohumludur. Cifti¢i populasyonundan
seleksiyonla elde edilmislerdir. Adaptasyon kabiliyetleri 1yidir. Morfin oranlar1 %0,40-
0,60 arasindadr.

Ankara-Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitiisiinde Islah Edilen Cesitler;

Beyaz Tohumlu Cesitlerden Ankara-94 seleksiyonla islah edilmistir. Tohum verimi
yiiksek, erkenci ve genis adaptasyon kabiliyetine sahiptir. Kishk ve yazlik olarak
ekilebilir. Morfin oran1 %0,40-0,60 arasindadir.

Kocatepe-96 ise melezlemeyle 1slah edilmistir, morfin orani yiiksek bir ¢esittir (%0,60-
0,85). Kislik ve yazlik ekilebilir. Yazlik ekimlerin sulanabilir yerlerde yapilmasi
gereklidir.

Beyaz hashas tohumlar i¢ tiiketimde borek, ¢orek ve tatl imalinde ve pastacilikta tercih

edilir. Ayrica ihracata uygundur.

Sar1 Tohumlu Cesitler Afyon Kalesi-95 ve Karahisar-96’dir. Bunlardan Afyon
Kalesi-95 melezleme ile 1slah edilmistir. Kapsiil, tohum ve morfin verimi iistiin bir
cesittir (Morfin oram1 %0,55-0,85). Genis adaptasyon kabiliyeti gosterir. Kislik ve
yazlik ekilebilir. Yazlik ekimlerin sulanabilir alanlarda yapilmasi uygundur. Karahisar-
96 ise; Melezleme ile elde edilmistir. Adaptasyon kabiliyeti yiiksek ve verimli bir
cesittir. Morfin oran1 %0,55-0,80dir.



Sar1 tohumlu cesitler i¢ tiiketimde borek-¢orek yapilmasinda ve yag elde edilmesinde

tercih edilir.

Mavi Tohumlu Suhut-94, seleksiyonla elde edilmistir. Morfin orani yiiksektir (%0,50-
0,90). Kislik ve yazlik ekilebilir. Kislik ekimlerin taban tarlalarda yapilmasi, yazlik
ekimlerin ise sulanabilir sartlarda yapilmasi uygundur. Cameci-95 ise, melezleme ile
elde edilmistir. Morfin oranm yiiksektir (%0,58-0,85). Morfin verimi, tohum ve kapsiil
verimleri 1yi durumda olan bir gesittir. Kislik ve yazlik ekilebilir. Yazlik ekimlerin
sulanabilen yerlerde olmasi tavsiye edilir. Adaptasyon kabiliyeti iyidir. Mavi hashas
tohumlar1 thracata uygundur (TMO, 2010).



Cizelge 3.2. Baz1 Tescilli Papaver somniferum L. Bitkilerinin Morfolojik Ozellikleri

(TMO,2010)
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2.2. Bitki Genetik Kaynaklarimin Karakterizasyonu

Bitki genetik kaynaklarinin karakterizasyonu, temel olarak tohum oOrnekleri ya da
populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin, bu 6rnek ve populasyonlardaki genetik
varyasyonun miktar1 ve dagilimmnin ortaya konmasi amaciyla yapilir. Bu dogrultuda
kullanilan genetik markdrler yardimiyla; gen bankalarinda duplike olarak muhafaza
edilen Orneklerden hangilerinin muhafaza agisindan oncelik tasidiginin, muhafaza
edilecek tohum o6rnekleri ya da populasyonlara ait optimum biiyiiklikklerin belirlenmesi,
cekirdek koleksiyonlarin olusturulmasi, gen akislarini ortaya koymaya yonelik

calismalarin yapilmas1 miimkiindiir.

Molekiiler markor teknikleri, bitkiden alimacak ¢ok az miktarda dokudan elde edilen
DNA ile biitiin bir genomun analizini miimkiin kilmasi, genellikle yetistirme
kosullarinin markoriin ifadesini etkilememesi gibi bircok {istiinliikleriyle, son yillarda
germplasm karakterizasyonunda yogun olarak kullanilmaktadir. Boylece bitki genetik
kaynaklar1 daha dogru ve kesin bir sekilde karakterize edilmeye baglanmistir. Ancak bu
markor sistemlerinin morfolojik markorlere alternatif degil, onlarin tamamlayicisi

olarak ele alinmasi daha biitiinsel bir yaklasim olacaktir (Taskin ve ark., 2010).

2.3. Molekiiler Markorler

Molekiiler markdrler, genomda bir gen ya da gen bolgesine iliskin DNA parcasi veya
biyokimyasal madde olarak tanimlanmaktadir. Bu tekniklerde baslangicta enzim alt
birimleri kullanilmakla birlikte daha sonra genomik DNA, organel DNA’s1 ya da satellit
bolgeler gibi kisimlarin esas alindigt DNA markorleri uygulama alani bulmustur

(Agaoglu ve Ergiil, 1999).

Molekiiler markorlerin varolusuyla, son 20 yilda biyolojik bilimlerin tiim planlarinda
devrim yapan yeni nesil belirtegler ortaya ¢ikmistir. DNA tabanli molekiiler markorler
taksonomi, fizyoloji, embriyoloji ve genetik miihendisligi gibi bir¢ok alanin ¢alisma
prensibini etkilemistir. Kisa zaman once basit DNA parmak izi markorleri yalnizca

kayda deger adli olaylarda kullanilirdi. Ancak son gelismeler, DNA nm tiimiiyle



modifiye edilerek gogaltilmasinin ve genom analizlerinin iglevlerinin otomasyonunun

faydasmi ortaya ¢ikarmistir (Gupta, M., 1994).

Molekiiler markdr teknolojisi son yillarda hizla geliserek, cesitlerin birbirleri arasindaki
genetik farkliligin belirlenmesi, kromozom haritalamalari, gen kaynaklarinin karakterize
edilmesi, evrimsel gelisim analizi  ve transformasyonda basar1 diizeyinin
belirlenmesinde yeni yontemler ortaya koymustur. Bu yontemler klasik yontemlere gore
biiyiikk avantajlar saglamaktadir. Molekiiler teknikler, diger tekniklere gore daha fazla
avantajlara sahip olup, cevre faktorlerinden etkilenmezler ve polimorfizm oranlari
yiiksektir. Ayni zamanda pleotropik (bir genin birden fazla fenotipik karakter tizerindeki
etkisi) ve epistatik (bir karakterin ortaya g¢ikmasmdan sorumlu olan farkli genler
arasinda baskilayici etkilerin olmasi durumu) etki gostermeyip son derece stabildirler
(Beckmann ve Soller, 1983; Tanksley, 1983; Bretting ve Widrlechner, 1995).

2.4. DNA Markoérleri ile Tlgili Teknikler

DNA markérleri temelde iki ana grupta incelenir:

2.4.1. Hibridizasyon Temeline Bagh Teknikler (RFLP)

RFLP (Enzimlerle Kesilen DNA Pargaciklarinin Uzunluk Polimorfizmi) teknigi,
DNA’nm belirli niikleotid dizilerinden enzimlerle kesilerek cesitli biiyiikliiklerde DNA
parcalar1 elde edilmesi prensibine dayanmaktadir. Giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi
yiiksektir. Ancak, ¢ok miktarda temiz DNA gerekliligi ve maliyetinin yiiksek olmasi
teknigin kullanimini smirlandiran baslica faktorlerdir. (Melez bireylerde 17 RFLP probu
kullanarak segregasyon analizi yapan Mauro ve ark. (1992), Vitis tiirlerinde bu teknigin
etkili sonuglar ortaya koyabilecegini belirtmislerdir). Restriksiyon enzimleri (RE), ¢ok
ozgiil olarak DNA’y1 belirli bolgelerden keserek genellikle 1000-20.000 baz ¢iftlik
pargalar olusturan enzimlerdir. DNA’nin RE’ler ile kesime ugratilmasinin ardindan,
agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra etidyum bromiir ile boyanan jelde
olusan DNA bantlarinin yeri ve sayist kiyaslanarak elde edilen c¢esitlilik RFLP olarak
tanimlanmaktadir (Biiyiikalaca ve ark., 2008).



2.4.2. PCR (Polymerase Chain Reaction) Temeline Bagh Teknikler

2.4.2.a RAPD (Rastgele Artirllmis Polimofik DNA)

Williams ve ark. (1990) tarafindan gelistirilen ve genellikle 10 bazlik rastgele se¢ilmis
primerlerin kullanildigi RAPD, ¢esit ve tip tanimlanma g¢alismalarinda sik¢a tercih
edilmektedir. Bu teknikte genellikle 10 niikleotid uzunlugundaki primer tek sarmalli
DNA’lar kullanilarak genom {izerinde rastgele bolgelerin DNA amplifikasyonu
gerceklestirilir. Reaksiyon sartlarinin spesifik olmamasi rastgele ¢ogaltima izin verir.
Ayrica polimorfizm oram ¢ok yiliksektir. Uygulamasinin kolay ve maliyetinin diigiik
olmasi fazlaca tercih edilmesinin nedenlerindendir. Ancak giivenirliginin sinirli olmasi

dezavantaj olusturmaktadir (bkz. Cizelge 2.2.).

Cizelge 2.2. RFLP ve RAPD markor teknikleri arasindaki avantaj ve dezavantajlar

RFLP RAPD

Kalitim Basit, Mendel, Kalici, Kodominant Basit, Mendel, Dominant

Polimorfizm Derecesi Yiiksek Yiiksek

Allelik Varyant Tespiti Evet Hayir

Saptanan Lokus Sayus: 1-3 1-10

Teknik Zorluk Orta Yiiksek

Giivenirlik Yiiksek Orta/yiiksek

Gereken DNA Miktar 2-10 pg. 10-50 pg.

Gereken Sonda Tipi Tiire Ozgii Kopya Genomik DNA | Rastgele Oligoniikleotid
Veya cDNA Klonlar Primerleri
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2.4.2.b AFLP (Cogaltilmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi)

Vos ve ark. (1995)’nin gelistirdigi AFLP teknigi, DNA’nin enzimlerle kesilerek kesim
uclarina adaptor eklenmesi, kesilen parcalarin ¢ogaltilmasi ve bu pargalarin
elektroforezle goriintillenmesi asamalarindan olugmaktadir. Cogaltilan parg¢a uzunlugu
farklilig1 veya polimorfizmi anlamina gelen AFLP teknigi RAPD teknigi ile RFLP
tekniginin dezavantajlarin1 gidermek tizere gelistirilmistir. Bu teknikte dnce birisi alt,
digeri dort bazi tamyan iki restriksiyon enzimi tarafindan kesilir. Kesilen parcalarin
uclarina niikleotid dizilisi sentetik olan DNA’lar eklenir. Eklenen sentetik DNA nin
yani adaptoriin niikleotid dizisini de tasiyan baslatict DNA’lar yani primerlerin

kullanimiyla nispeten spesifik DNA cogaltimi yapilir.

2.4.2.c SRAP (Sekans iliskili Cogaltilan Polimorfizm)

17 ile 20 niikleotid arasinda kullanilan 6zel primerlerle genomda kodlama yapan DNA
parcalarini cogaltamaya dayal1 bir metottur. Ko-dominantlik ve tekrarlanabilme 6zeligi,
morfolojik karakterlerle iliskilerinin fazlalig1 avantajlari arasinda yer alirken 6zel primer
istegi ise bir dezavantajidir. SRAP iki 6zel primer kullanir (bir brimer ¢ifti) bu
primerlerin 13 ile 15 nt uzunlugundaki sol tarafi (5°-) degisik bazlardan olusur ve
CCGG bazlariyla uzatilir. Diger primer ise yine benzer seklide olup 3°- ucu AATT

bazlariyla bitirilir.

SRAP, bitkilerde genetik farklilik calismalar1 i¢cin son donemlerde gelistirilmis bir
molekiiler markor sistemidir (Li ve Quiros, 2003). ISSR’dan farkli olarak SRAP teknigi
primer dizilerinin kendine has dizaynini kullanarak genomdaki kodlanmis dizileri
hedefler ve bir kisim ko-dominant markorlerin tanimlanmasinda sonuglanir. SRAP
primerleri, 17 veya 18 niikleotid uzunlugundadir. 13 veya 14 bazlik bir 6z dizi ve bunun
icinde 5° ucunda spesifik olmayan 10 veya 11 niikleotidden olusur, bu diziyi forward
primerde CCGG ve reverse primerde AATT izler (Li ve Quiros, 2001). SRAP
markorleri genetik farkliligi belirlemek (Ferriol ve ark., 2003) ve ayni zamanda gen
isaretleme ve genom haritalanmasi (Li ve Quiros, 2003) i¢in kullanigh bir yontem

olarak tanimlanmustir.
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2.4.2.d CAPS (Kesilip Cogaltilmis Polimorfik Diziler)

Kesilmis ¢ogaltilmis polimorfik markérler DNA pargalarini ¢ogaltmak i¢in primerler
olarak kullanilirlar. Bu pargalar daha sonra RFLP’yi ortaya koymak i¢in restriksiyon
endoniikleaz enzimleriyle kesilmektedir. CAPS metodunda genellikle bilinen DNA
dizilerinden ¢ogalmas: s6z konusudur ve uygun kesim enzimleri ile belirlenir. Bu
yontemde polimorfizm oranin yiiksek olmast igin uygun CAPS primerleri ve uygun

enzim kombinasyonuna ihtiyag¢ vardir (Kunihisa ve ark., 2005).

2.4.2.e Mikrosatellitler

Mikrosatellitler 1-6 niikleotidten olusan basit dizi tekrarlaridir. Mikrosatellitlerin
frekansi tiirler arasinda, degisiklik gdstermesine ragmen yliksek yapili organizmalarin
hepsinde bulunmaktadir. Bunlar, genomda bol ve yaygm olarak bulunurlar ve diger
genetik markorlere gore daha yiliksek seviyede polimorfizm gosterirler ve kolay
tanimlanabilir olmalar1 sayesinde bu markorler olduk¢a Kullanighidir. Diger molekiiler
markor tipleri ile karsilastirildiginda ko-dominant kalitim gostermeleri ve otomasyon

potansiyeli a¢isindan pek ¢ok avantaja da sahiptir ( Holton, 2001).

Metzgar ve ark. (2000) de yaptig1 ¢alismada 7 Okaryotik hatlar i¢in 3 ve 6 niikleotid
tekrarlarin hem kodlanan hem de kodlanmayan bolgelerde oldugunu, ancak diger
tekrarl dizilerin frekansi kodlanan bolgelerde kodlanmayan bdlgelere gore daha diisiik
bulmustur. Bu bulgular, kodlanan ve kodlanmayan mikrosatelit frekanslarmdan,
Kodlanan bolgelerdeki ¢erceve kaymasi mutasyonlarmma karsi spesifik seleksiyondan
dogan farkliliklar1 ortaya koymaktadir ve nontriplet tekrarlarindaki uzunluk

degisimlerinden kaynaklanmaktadir.

Mikrosatelitler ¢ok basit bir sekilde dizilebilirler, 6rnegin 2 veya daha fazla tekrarh
dizileri igcerir —(NIN2.....Nx)- veya daha karmasik bir yapiya, (CA)n(GT)n veya (dC-
dA)n(dG-dT)n, sahip olabilirler. Kusurlu veya bilesik olarak isimlendirilen

mikrosatelitler pek cok kez tekrar eden dizilerin arasinda bosluklara sahiptir, drnegin



12

(GAN(N)n(CT)n. Bitkilerdeki en sik mikrosatelitler dintikleotid motiflerden
olusmustur, genellikle (AT)n ve (GT)n, hayvanlarda ise (AC)n tekrarlar1 yaygindir
(Morgante ve ark., 2002, Panaud ve ark., 1995). Triniikleotidler de ise, TAT tekrarlar1
yaygindir. Mikrosatelitlerin bazi gesitleri belli bitki gruplarma spesifiktir ve daha ¢ok
bulunur, 6rnegin CCG/CGG tekrarlar1 diger tahil veya dikotiledon bitkilere gore
piringte daha bol bulunur (Morgante ve Olivieri, 1993).

2.4.2.f SSR (Basit Dizi Tekrarlar)

1-10 (genellikler 3-6) baz ¢ifti arasinda, kisa diziler halinde genomda rastgele dagilmis
tekrar dizileridir. SSR, son yillarda olduk¢a fazla tercih edilen mikrosatellit
markorlerinden biridir. Genomda bol olmasi, yiiksek polimorfizm géstermesi, Mendel
kalitimina uygunlugu, kodominantlik ve farkli laboratuvarlarda tekrar tiretilebilir olmasi
gibi Ozellikleri sayesinde bu markor teknikleri c¢aligmalarda daha c¢ok tercih

edilmektedir (Martin ve ark., 2006).

Basit tekrarli DNA dizileri genelde 1 ile 6 niikleotid uzunlugunda bazlarin ardisik
olarak bulunmasi olayidir. Ornegin ikili tekrar ATATATATATATATATATAT
seklindedir. Burada ardisik olarak tekrar eden bazlar AT'dir ve bu 6rnekte AT 10 kez
tekrarlanmaktadir ve AT(10) seklinde ifade edilir. Herhangi bir DNA’nin basit tekrarli
olarak isimlendirilebilmesi i¢in once belirli bir motifin (yukaridaki 6rnekte motif AT’
dir) ve bu motifin belirli bir sayida bulunmas1 gerekir. Genelde ikili bir motifte motif

sayisinin en az 8 olmasi bu sekansa basit tekrarli sekans olarak adlandirilmasini saglar.

SSR markérlerinin dogal olarak bilgilendirici yapist Brassica rapa da gosterilmistir. 19
adet B.rapa kiiltiiriinde 38 primer ¢iftinin 35’inde (%92 si) 232 allel tespit edilmistir.

Suwabe ve ark. (2002), Saal ve ark. (2001) B.napus genomunu B. oleracea’da 120
primer ¢ifti kullanarak degerlendirilmis ve 63 tanesinin Polimorfik bant olusturdugu
belirlenmigtir. B. napus’ta 61 cift primerde 198 polimorfik bant gozlenmistir. Bu
bulgular, bir Brassica tiiriinde degerlendirilen primer ¢iftlerinin diger Brassica

tiirlerinde de kullanilabilecegini 6ne siirmektedir.
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Dahasi, SSR allelleri genom boyunca rastgele dagilmis olabilir, bu, az sayida PCR
primer setlerinin potansiyel olarak genis bir dizilimine sahip olabilecegini isaret eder
Bazi arastirmacilar SSR markdrlerinin  floresans tabanli otomatik teknolojiyle
birlestirildiginde varyetal ayrimda etkili bir teknik oldugunu goéstermislerdir (Saal ve
ark., 2001).

SSR kiigiik miktarda DNA gereksinimi, yiiksek polimorfizm ve otomasyon 6zelliginden
dolay1 kullanim i¢in RFLP’den daha kolaydir. SSR markoérleri kolayca arastiricilar
arasinda degis tokus edilebilir. Ciinkii her lokus primer dizileri tarafindan
tanimlanmistir. SSR, RAPD den daha saglam bir analiz metodudur ve AFLP den daha
cok transfer edilebilirdir. SSR tahil bitkilerinin genetik haritalanmasinda RFLP’nin
yerini almaktadir. SSR’larn AFLP ile beraber kombinasyonu detayli genetik haritalar
olusturmak i¢in kullanilir. Ayni1 zamanda ko-dominant yapisi genetik haritalamada

SSR’larin bir avantajidir (Holton, 2001).

Zhang ve ark. (2005), 31 Acala pamuk ¢esidini 63 SSR primeri ile analiz etmisler ve
Acala-1517 gesitleri arasindaki genetik mesafe 0,06-0,38 olarak belirlenmistir. Acala-

1517 gesitleri arasinda 6nemli bir genetik varyasyonun tespit edildigi de bildirilmistir.

Carolan ve ark. (2006), yapmus olduklari ¢alismada ITS ribozomal DNA ile Papaver
cinsi ve cinse ait seksiyonlarin tek atadan gelistiklerini ifade etmislerdir. Buna gore;
morfolojik karakterlerin yeterli aywra¢ olamayacag: vurgulanmistir. Morfolojik olarak
heterojen olan Meconidium, Oxytona ve Pilosa seksiyonlarmin sintiplerinin
tanimlanmasi zordur. Calismanin sonunda, genomik ve floresans in situ hibridizasyon
calismalar1 sonucu diploid P. bracteatum’un hexaploid P. pseudoorientale’nin atasi

oldugu ileri siiriilmiistiir.

Rajesh ve ark. (2008), Hindistan’da yaptiklar1 ¢alismada 3 hindistan cevizi yetistirme
komunitesinden alman, yetistigi bolgeden almarak bagka bolgeye adapte olarak
yetistirilen bitkileri temsil eden 102 bitkinin genetik ¢esitliligi arastirilmistir. 14 SSR

markorii kullanilarak toplamda 90 band olustugu tespit edilmistir ve lokus bagina
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ortalama 6,42 band belirlenmis olup ortalama polimorfizm bilgi icerigi 0,61 dir. Lokal
alanlara adapte olmus, Hindistan cevizi bitkisinin degerli karakterlerinin genetik
erozyona maruz kaldigini belirtmis ve bu c¢alisma Hindistan cevizinin genetik
kaynaklarmin degerlendirilmesi ve korunmasinda zirai alanda pratik uygulamalara sahip

oldugunu belirtmislerdir.

Oliveira ve ark. (2010), yapmus olduklar1 galismada Papaya Germplazm Bank tan alinan
30 germplazm aksesyonu kullanilarak polimorfizm i¢in Genbanktan test edilerek alinan
sekans bilgilerinin verileri ile Carica papaya L. bitkisine ait 81 adet yeni mikrosatellit
markorler tanimlanmistir. Bu veriler genotipler arasinda ikili genetik karsilastirmalari
tahmin etmede kullanilmistir. Sonug olarak mikrosatellitlerin ¢ogu polimorfik olarak
tespit edilmistir (%73). Bu markorler soylarin incelenmesinde, melezleme ve papaya

populasyon yapisinin incelenmesinde olduk¢a fayda saglayacaktir.

Bourguiba ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Tunus kayisist aksesyonundaki genetik
cesitliligin calisildigi mikrosatellitlerin haritalama etkisini belirlemislerdir. Prunus
tirlerinde bu markérlerin yiiksek polimorfizmi heterozigotlugu gerektiren bir sonug
ortaya koymustur. Jeolojik merkezlerine gore bu grubun genetik fakliliklar1 daha yavas
iken, gen kagisi buna bagli olarak gergeklesmektedir. Sonug olarak genetik degisikligin
Olclimii icin haritalanan markorlerin etkisi, siradan bir baskasi ile karsilastirilmis ancak,
calisilan aksesyonlarda genetik iliskilendirmenin goz Oniine alinmasmin avantajinin

olmadigi ileri siirtilmiistiir.

Parmar ve ark. (2010), domateste yaptiklari ¢alismada 25 adet tanimlanmig ve
tamimlanamamis domates ¢esidinde, 23 adet SSR primeri kullanarak, aralarmndaki
akrabalik iliskileri, tanimlanmalar1 ve genetik cesitlilikleri hakkinda net bulgular elde
etmislerdir. Yaklasik 150 ile 1000 bp lik araligindaki biiyiikliiklerde 40 allel tespit
edilmistir. Bu sayede Amerika’ya ait 25 lokaliteden alinan domates ¢esitleri, UPGMA

metodu ile 5 gruba ayrilmstir.
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2.4.2.9 ISSR (Basit i¢ Dizi Tekrarlari)

RAPD teknigine benzemekle birlikte ISSR teknigi, kullanilan primerlerin mikrosatellit
bolgelerinden ¢ogaltilmis olmalari ve primer baglanma sicakliklarinin yiiksek olmasi ile
RAPD tekniginden ayrilir. ISSR teknigi ile ilgili caligmalar 1994 yilinda baglamistir
(Zietkiewicz ve ark., 1994; Gupta ve ark., 1994) ve sonraki ¢alismalarda bu teknigin
varyasyonu belirlemede yliksek etkiye sahip oldugu saptanmistir. ISSR teknigi ile 2
farkli elektroforez ve boyama teknigini deneyen Moreno ve ark. (1998), cesitler
arasinda polimorfizm saglandigini, en net ve parlak bantlarin poliakrilamit jel

elektroforez teknigi ve glimiis nitratla boyamadan elde edildigini belirtmislerdir.

ISSR teknolojisi ters diizenlenmis yakin aralikli mikrosatelitlerin arasindaki bolgelerin
(100-300 bg) amplifikasyonuna dayanmaktadir (Zietkiewicz ve ark., 1994). Bu
bolgelerin amplifikasyonu i¢in kullanilan 16-18 b¢ uzunlugunda tek primerleri iceren
cok sayida basit dizi tekrarlar1 herhangi bir SSR motifi ve 5° veya 3’ ucuna baglanmis
tesadiifi se¢ilmis niikleotidlere dayanabilir. Ayrica baglanmamis primerler de
kullanilmaktadir (Bornet ve ark., 2002). PCR iiriinleri belirsiz SSR bolgeleridir. ISSR

lar genellikle bir reaksiyonda 25-50 iirtin gogaltabilirler.

ISSR parmak izi analizi dizi bilgisi gerektirmez. (CA), gibi tekrar dizilerine bagl olan
primerler (CA)s RG veya (AGC)s TY gibi dejenere 3’ucundan yapilabilir. 1ki SSR
markorii arasinda ¢ogaltilmig PCR iirlinleri parmak izi ve ¢esitlilik analizleri, genom

haritalamasi i¢in kullaniglhi multilokus markor sistemidir (Zietkiewicz ve ark.,1994).

Liidtke ve ark. (2010), Polygala L. tiiriiniin karakterizasyonu tizerine yaptigi ¢alismada
6 ISSR markorii ile 9 tiirde %100 polimorfik olan 75 band belirlenmistir. Gliney Afrika’
da Polygalaceae familyasina ait bitkiler benzer morfolojik 6zelliklere sahip oldugundan
smiflandirilmast oldukga giigtiir. Bu baglamda, ISSR markdrii genetik karakterizasyon
ve Polygala nin tiirler arasi akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde kullanilmustir. Tiirler
arasindaki farkli gruplarm belirlenmesinde olduk¢a basarili olunan ISSR sonuglar ile
Giiney Brezilya’da morfolojik olarak yeni teshis edilen bir Polygala tiri de

netlestirilmistir.
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Acharya ve Sharma (2009) ticari hashas germplazmlar1 ile yaptiklar1 molekiiler
karakterizasyon ¢aligmalarinda 12 RAPD ve 9 ISSR primeri kullanmiglardir. 24
germplazm arasinda yapilan ¢alismada RAPD markoriinde 32 polimorfik bant ( %
69.52), ISSR markoriinde 27 degerlendirilebilir polimorfik bant gozlemislerdir. RAPD
dendograminda bir biliylik grup A kiigiik grup B olusurken 2 germplazmin 2 kiimesi
ayr1 kalmistir. ISSR dendograminda bir biiyiik grup A, bir kiigciik grup B olusurken
UOP-60 germplazm kiimesi ayr1 kalmistir. RAPD ISSR birlestirilmis analizlerinde ise
bir biiyiik grup A ve kiiciik grup B,C,D olusurken UOP-60 genotipi ayr1 kalmistir. Bu
sonuclara gore kiiltiire alinmis germplazmlarin biliylik bir kismmm ayni kiimeye

diistiigiinii ve genetik ¢esitliligin diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Christopoulos ve ark. (2010) Yunanistan’da dogal olarak yetisen ve kiiltiire alinmig 56
ceviz (Juglans regia L.) aksesyonu ile yaptiklar1 ¢alismada 7 ISSR primeri kullanmiglar
ve benzerlik katsayr degerini ortalama 0,48 olarak bulmuslardir. Dogal Yunan
populasyonlarinin  genotipleri uluslararas1 kiiltiirlere goére daha fazla cesitlilik
gosterdigini  belirlemiglerdir. Yunan germplasmlarinda, goriilen degerlendirilebilir
morfolojik Ozellikleri ile yiiksek cesitliligin kombinasyonu, kiiltiire alinmis cevizdeki
genetik cesitliligin en yiiksek seviyeye c¢ikarilmasinda, ceviz {iretim programlarinda ve

germplasm yonetim aktivitelerinde yararl olabilecegini gostermislerdir.
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2.5 SSR ve ISSR Arasindaki Avantaj ve Dezavantajlar

Genetik markdrler ile yapilan birgok calismada SSR ve ISSR tekniginin oldukga iyi
sonuglar verdigi goriilmektedir. ISSR, siralanmalar1 yanlardan (sag ve sol) yiiksek
derecede korunmus olan ve tek par¢a gen i¢cinde dagilmis olan kimi niikleotidlerin ikili
dizi tekrarlarina dayalidir (Chambers ve MacAvay, 2002). Mikrosatellitlerin bazi
tiplerinde spesifik veya daha ¢ok belirli bir bitki grubu i¢in uygun oldugu goriilmiistiir
(Morgente ve Vogel, 1994). Bu markor sisteminin avantajlari; genetik degiskenliklerin
incelenmesi i¢in diger bir ¢ok molekiiler markor sisteminden teknik olarak daha basit ve
ayrica in vitro kiiltlirin 6n asamalarinda bile bol polimorfizm doguran, ¢ogaltilabilir
sonuglar saglamasidir (Tsumura ve ark., 1996). Ayrica, varyete tanimlamasi ve genetik
farkliligin  degerlendirilmesinde filogenetik arastirmalar icinde uygun oldugu

goriilmistiir (Raina ve ark., 2001) (bkz. Cizelge 2.3.).

Gomes ve ark. (2009) SSR ve ISSR markorlerini kullanarak Olea europaea L. nin
genetik ¢esitliligini arastirmistir. 41 ¢esidinin DNA s1 11 ISSR primeri ile ¢alisilmis ve
108’1 polimorfik olan 135 tekrarlanabilir band tespit edilmistir. ISSR da % 79 oraninda
polimorfizm goriilmiistiir. 6 SSR primerinde ortalama her primerde 11 allel olan
toplamda 67 allel tespit edilmistir. Bu ¢alisma 41 ¢esit zeytin arasinda ki farkliliklar1 ve

onlar1 tescillemeyi biiyiik oranda garantileyen bir sonug ortaya ¢ikarmaktadir.
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Cizelge 2.3. SSR ile ISSR arasindaki farklar

OZELLIK SSR ISSR
Polimorfizm Yiiksek/ Cok Yiiksek Yiiksek/ Orta
Seviyesi
Bulunma Yiiksek Yiiksek
Miktar1
Polimorfizm Tekrarlarin Uzunlugundaki Degismeler/ Baz Degisiklikleri
Yapisi Motif Sayis1 (Insersiyonlar,

Delesyonlar) SSR
Tekrarlarinin
Uzunlugu Ve Motif
Sayist
Kalitim Sekli Ko-Dominant Dominant/Ko-
Dominant
Lokus Evet Hayir
Ozgiilliigii
Uretkenlik Yiiksek Yiiksek/Orta
Iscilik Yiiksek (Kiitiiphane Yapimimnda Ve Diisiik
Ayiklanmasinda Is Giicii Kayb1
Zaman Genellikle Zaman Alan Kiitiiphane Insa Asamasi Diisiik
Ve Ayiklama Gerekir
Temel Baglant1 Haritalar1, Genetik Cesitlilik Identlﬁc_atlon of
Uygulamalar Calismalar1, Gen Isaretleme . Cu!tlvars,
’ Filogenetik Caligmalar
Temel Yiiksek Polimorfizm Seviyesi (26 Allel’e Multilokus Ve
Avantajlar Kadar), Ko-Dominant Kalittm Modu, Cok Reaksiyon Basina
Yiiksek Uretkenlik Yiiksek Polimorfik
Patern Uretimi, Teknik
Kolaylig1, Diisiik Ucret
Teknik Orta/Diisiik (Kiitiiphane Yapimi ve Ayiklanmasi Diisiik/Orta
Gereksinim Harig)
Dizi Bilgisi
Gereksir? imi Evet Hayr
Tutar Orta Diisiik

Papaver somniferum L. gibi yasa dis1 bitkilerin tanimlanmasinin 6nemli oldugunu
belirten Lee ve ark. (2010) bu bitkinin tanimlanmasinda tiim bitkiler i¢in evrensel ve
sadece hashasa spesifik toplam 10 markor test etmislerdir. Papaveraceae ve
Fumariaceae familyalarinda yer alan 14 tirin ITS (Nuclear Internal Transcribed
Spacer), 18S rRNA plastid rbcL ve trnL-trnF IGS (intergenik spacer) gibi evrensel
markorlerinin genetik uzakligini dizi karsilastirmalari ile elde ettiklerini belirtmiglerdir.

Hem ITS bolgelerinin hem de trnL-trnF IGS bdlgelerinin yiiksek derecede ayrigim
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gosterdigini bildirmislerdir. Morfin biyosentezinde yer alan 6 adet kodlama bdlgesi
gelistirmiglerdir. Sadece ticari haghasta morfin biyosentezinde yer alan TYDC, NCS, ve
BBE amplikonlarinin varligi veya yokluguna goére 3 markor ve genus spesifik
CYP80BI1, SAT ve COR gen bolgelerine ait 3 markor gelistirmiglerdir. Gelistirilen bu
markorlerin ticari hashas bitkisinin kriminal DNA analizlerinde kullanilabilecegini

belirtmiglerdir.

Tantasawat ve ark. (2010) Vigna unguiculata spp. Sesquipedalis (Yardlong fasulyesi)
bitkisini SSR ve ISSR markoérleri ile teshis etmis, yani sira morfolojik agidan da
degerlendirmiglerdir. 23 adet akrabalik iliskisi bulunmayan Vigna unguiculata spp.
Sesquipedalis aksesyonu ve 7 boriilce ve Yardlong fasulyesi hibritinin aksesyonu SSR
ve ISSR ile aralarinda ki genetik ¢esitlilik arastirilmigtir. Bu 30 adet aksesyon UPGMA
analizi ile 2 biiyiikk gruba ayrilmistir. Her lokusta yaklasik 4,91 allel olup toplamda 54
allel tespit edilen 16 SSR primerinin 11’inin % 90,91°i polimorfik bulunmustur. Bu
polimorfik SSR markorii 28 Yardlong ve bodur fasulye aksesyonunu basariyla
ayrigtirmistir. 16 ISSR primeri kullanilarak toplamda 312 ISSR fragmenti gdzlenmis ve
polimorfizm % 90,03 olarak bulunmustur. Bu oran SSR ‘dan 0,137-0,276 daha diisiik
bulunurken multilokus markor indeksi oranlar1 3,495 olarak kayda gegmistir. Bu da
SSR ‘dan 0,669 oraninda daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar yardlong
fasulyesi ile bodur fasulyenin akrabalik iligskisinde ISSR 1 genetik ¢esitliligi tahmin

etme seviyesi bakimindan daha ytiksek etkiye sahip oldugunu gostermektedir.

Genetik baglant1 haritalar1 molekiiler 1slah programlarin temelidir. Chen ve ark (2010)
yaptig1 calismada 94 bireyin F1 doli kullanilarak Pinus koraiensis’ in genetik baglanti
haritasin1 ilk kez ortaya ¢ikarmiglardir. 122 molekiiler markér 11 baglanti grubunu
haritalamistir. Bu markorlerden 96 ‘s1t SRAP, 25’1 SSR ve 1’1 ISSR markoriidiir.
Hazirlanan harita ile Pinus koraiensis’in gelecekteki genomik c¢aligmalari igin kritik
bilgiler elde edilmistir. Yaymlanan makalede Kore Cami’nin (Pinus Kkoraiensis)
genetik haritasmm SSR, SRAP ve ISSR markoérleri ile  genom kapsaminda daha iyi

hazirlanmasimi es zamanli olarak sagladig1 dile getirilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
Materyal olarak kullanilan bitkiler Tirkiye’de ticari 6neme sahip olan ve 1slah
calismalar1 yapilan 17 cesit Papaver somniferum tiirii bitkilerdir. Ankara Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimiinden temin edilen tohumlar GOP Universitesi

Bitki Biyoteknolojisi ve Molekiiler Genetik laboratuarinda bulunan bitki biiyiitme

dolabinda yetistirilmistir. Bitkilerden DNA izolasyonu i¢in geng¢ yapraklar alimmistir
(bkz. Sekil 3.1.).

08/02/2010 »'-@w,
d4

I

Sekil 3.1. Bitki biiylitme kabininde yetistirilen P.somniferum L. bitkileri

Tez’de Kullanilan Hashas Cesitleri

Cizelge 3.1. Calismada Kullanilan Hashas Cesitlerinin Isimleri

ORNEK ADI ORNEK ADI ORNEK ADI
KOCATEPE-96 OFis-8 TMO-2
ANKARA-94 CAMCI-95 AFYON-95
OFiS-4 OFIiS-95 OFIS-3
SUHUT-94 KEMERKAYA-95 TMO-3
ANAYURT-95 OFIS-96 AFYON KALESI
TMO-1 KARAHISAR-96
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3.1.1 Kullanilan SSR ve ISSR Primerleri

Calismada baz dizileri asagida belirtilen 5 adet SSR ve 15 adet ISSR primeri

kullanilmistir (bkz. Cizelge 3.2. ve 3.3.).

Cizelge 3.2. Calisilan SSR primerleri ve Tm degerleri

Primer Primerlere ait baz dizileri (5'-3") Erime Sicakhg (°C)
VRZAGI15F GGATTTTGGCTGTAGTTTTGTGAAG 54,9
VRZAG15R ATCTCAAGCTGGGCTGTATTACAAT 56,3
VRZAG21F TCATTCACTCACTGCATTCATCGGC 59,5
VRZAG21R | GGGGCTACTCCAAAGTCAGTTCTTG 59,3
VRZAG25F CTCCACTTCACATCACATGGCATGC 60,4
VRZAG25R CGGCCAACATTTACTCATCTCTCCC 59,4
VRZAG29F ATAACCAGGACAAGTTATTCAAGCC 55,2
VRZAG29R ACCCAATTGACCATCTTTTATGCTG 55,9
VRZAG64F | TATGAAAGAAACCCAACGCGGCACG 61,9
VRZAG64R TGCAATGTGGTCAGCCTTTGATGGG 61,9

Cizelge 3.3. Kullanilan ISSR primerlerinin isimleri ve baz dizileri

Primer ™ Primerlere ait baz dizileri (5'-3")
AT1 49,90 GAGAGAGAGAGAGAGACC
AT2 48,56 AGAGAGAGAGAGAGAGTC
AT3 48,48 TCTCTCTCTCTCTCTCG
AT4 45,66 CTCTCTCTCTCTCTCTT
AT5 46,79 GAGAGAGAGAGAGAGAC
AT6 48,15 AGAGAGAGAGAGAGAGG
ATS8 51,53 AGAGTTGGTACGTCTTGATC
AT10 42,51 GTGTGTGTGTGTAC

AT11 50,91 CTCCTCCTCCTCGC

AT12 60,60 ACCACCACCACCACCACC
AT14 47,36 GACAGACAGACAGACA
AT15 47,37 ACTGACTGACTGACTG

AT16 47,03 AGTCAGTCAGTCAGTC

AT17 58,08 GTCGTCGTCGTCGTCGTC
AT19 49,90 CTCTCTCTCTCTCTCTCTG
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3.2. Yontem
Bu caligmada DNA izolasyonu yapilarak SSR ve ISSR olmak iizere iki farkli markor
teknigi kullanilmistir. SSR’da; klasik PCR, Poliakrilamid Jel Elektroforezi sistemleri
kullanilirken, ISSR’da yine klasik PCR ve Agaroz jel Elektroforezi sistemleri
kullanilmistir.

3.2.1. Bitki Orneklerinin Laboratuar Cahsmalan i¢in Hazirlanmasi

Laboratuvar sartlarinda oda sicakliginda giin 15181 yeterli miktarda alarak yetisen

0
bitkilerin geng yapraklar1 alinarak sivi azotla par¢alanip -80 C’de muhafaza edilmistir.
3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin Fermentas marka Genomik DNA izolasyon kiti kullanilmustir.

DNA izolasyon islemi su basamaklardan olugsmaktadir.

e 50-100 mg ogiitiilmiis bitki 6rnegi ependrof tiiplerine alinmis, tizerine 100 pul TE

Buffer eklenerek fiksasyonu saglanmustir.

e 400 pl lizis (parcalayici) soliisyonu eklenmistir.

(0]
e 5dakika 65 C de inkiibe edilmistir.
e Uzerine 600 pl kloroform eklenmis ve hafifce 3-5 kez alt {ist edilmistir.
e 2 dakika 10000 rpm de santrifiij edilmistir.

e Ust tarafta kalan kisim yeni bir tiipe alimmustir.

800 pl seyreltilmis yogunlastirict soliisyonu (precipitation solution) eklenmistir.
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o 1-2 dakika alt iist edilmistir.
e 2 dakika 10000 rpm de santrifiij edilmistir.
e Ust tarafta kalan kisim atilmustur.
e Tiipiin dibinde kalan DNA pelleti 100 pl NaCl soliisyonu ile ¢oziilmiistiir.

e Ayni zamanda her tipe 0,7 pl RNAaz eklenmistir ve 10 dk inkiibasyon

edilmistir.
e 300 pl soguk etanol eklenmistir.

[0}
e 10 dakika -20 C de inkiibe edilmistir.

4 dakika santrifiij edilmis ve tistte kalan kisim atilmastir.

% 70’lik soguk etanol ile DNA peleti yikanmistir. DNA peleti 100 pl TE (Tris -EDTA
Buffer) i¢inde ¢ozdiiriilmistiir (bkz. Cizelge 3.1.).

3.2.3. PCR Uygulamasi
PCR islemi igin Apollo Instrumentation ATC401 cihaz1 kullanilmigtir. PCR mix

icerisine agagida belirtilen hacimlerde ve konsantrasyonlarda PCR bilesenleri katilmistir

(bkz. Cizelge 3.4. ve 3.5.).
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Cizelge 3.4. ISSR PCR miks protokolii

PCR o6geleri Final Konsantrasyon | Kullamlan Miktar (ul)
dH,O 13,75
10x Buffer Mg free
1X 2,5

(BIOBASIC)
20 mM MgSO4 (BIOBASIC) 2,8 mM 3,75
10 mM dNTP (Vivantis) 0,3 mM 1
primer 0,4uM 0,8
Taq DNA polimeraz

0,2U 0,2
(BIOBASIC)
DNA 20 ng 3
Toplam 25

Cizelge 3.5. SSR PCR miks protokolii

PCR o6geleri Final Konsantrasyon | Kullanilan Miktar (ul)
Su 13,95

10x Buffer Mg free (BIOBASIC) 1X 2,5

20 mM MgSO4 (BIOBASIC) 2,8 mM 3,5

10 mM dNTP (Vivantis) 0,3 mM 0,75
Forward primer 0,4uM 0,4

Reverse primer 0,4 uM 0,4

Tag DNA polimeraz (BIOBASIC) 0,1V 0,5

DNA 30 ng 3

Toplam 25
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Uygulanan PCR Protokolii

ISSR i¢in;
1 dongii olarak 94°C de 5dk on denatiirasyon, 40 dongii olarak; her dongiide 94°C de 30
sn denatiirasyon, 42-63 °C aras1 60 sn baglanma, 72°C de 75 sn uzatma, 1 dongii olarak

72°C de 10 dk son uzatma gerceklestirilerek PCR sonlanmaktadir.

SSR igin;
1 dongii olarak 95°C de 5dk 6n denatiirasyon, 30 dongii olarak; her dongiide 95°C de 30
sn denatiirasyon, 55-65°C arast 30 sn baglanma, 72°C de 30sn uzatma, 1 dongii olarak

72°C de 5 dk son uzatma gerceklestirilerek PCR sonlanmaktadir.

3.2.4. Elektroforez islemi

PCR iriinlerini elektroforez etmek icin ISSR tekniginde % 1’lik agaroz jel, SSR
tekniginde ise %8 lik poliakrilamid jel hazirlanmistir. DNA’nin boyanmasi i¢in etidium
bromiir kullanilmigtir. 25ul PCR {iriinii tizerine 3pl yiikleme boyasi eklenerek, ISSR’da
yatay elektroforez tankina yerlestirilen jel tizerine 15ul hacimlerde yiiklenmis ve 90
voltta ortalama 2 saat yiirtitiilmiistiir. SSR’da Dikey elektroforez tankina yerlestirilerek
yine 15 ul hacimlerde yiiklenmis ve 300 voltta ortalama 3-4 saat yliriitiilmiistiir.

3.2.5. DNA Bantlarinin Goriintiilenmesi

Elektroforez uygulamasi bittikten sonra KODAK Gel Logic 200 jel goriintiileme cihazi

kullanilarak UV 151k altinda resimler alinarak degerlendirilme yapilmustir.

3.2.6. DNA Bantlarinin Degerlendirilmesi

ISSR ve SSR bantlar1 1 ve 0 olarak kayit edilmis olup, ‘1’ bandm varligini ‘0’ ise
bandm yoklugunu gostermektedir. Materyaller arasindaki genetik mesafe POPGENE32
versiyon 1.32 (Population Genetic Analysis) ve MEGA 4.1 (Molecular Evolutionary

Genetics Analysis) programlari ile analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

ISSR ¢alismasinda Papaver somniferum L. c¢esitlerinde 15 primer ¢alisilmistir (bkz
Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.). Calisilan primerlerin tamami polimorfiktir. 15 ISSR primeri
toplam 55 bant olusturmus olup 44 tanesi polimorfiktir. En az bant veren AT3 primeri
tek bant, en ¢ok bant veren AT19, AT8 ve AT 15 primeri 6 bant vermistir. Verilere gore
en yakin genetik mesafe 0,08 en uzak 0,64 tiir. Genetik mesafesi 0,08 olan 1 ¢ift bitki
bulunurken 1 ¢ift bitki arasinda ise genetik mesafe en uzaktir (bkz Sekil 4.2. ve Sekil
4.1.). Ortalama genetik mesafe 0,27, Shannon indeksi 0,38 dir. Polimorfizm orani ise %
80,00 dir.

L2314 566 7 .8 10 P 121314 15

-— - ,.-—-

Sl Lt 1 e Ulh

Sekil 4.1. ISSR AT11 primerinin %1 agaroz jel goriintiisii

|\/I1 2 3456 78 9101112131415

o Lad | l'lﬂ!hn'“ f

Sekil 4.2. ISSR AT8 primerinin %1 agaroz jel goriintiisii
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ankara-94
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3.655 4.766 ofis-8

11.621
2.676 tmo-2
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afyon kalesi

12.307 )
2.811 ofis-3

Sekil 4.3. ISSR primerlerinin olusturdugu, bitkiler arasinda filogenetik iligkiyi gésteren
dendogram
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Olusturulan dendogram sonucunda bitkiler A ve B olmak iizere iki biiyiikk gruba

ayrimislardir.

Al grubu;

Bu grupta Kocatepe-96, Ankara -94 ve Camci-95 bitkileri yer almaktadir.
A2 gubu;

Suhut-94 ve Ofis-94 bu grupta yer almaktadir.

A3 grubu;

Diger gruplarm aksine bu grupta tek bir bitki olarak TMO-1 bulunmaktadir.
B1 grubu;

Anayurt-95, Ofis-95, Kemerkaya-95, Karahisar-96 ve Ofis-96 cesitleri bu grupta
bulunurken Kemerkaya-95 ve Karahisar-96 digerlerine gore daha ¢ok benzerlik

gostermektedirler.

B2 grubu;
TMO-3, Ofis-8,ve Afyon-95 ¢esitleri bu grupta bulunmaktadir.
B3 grubu;

Bu grupta sadece TMO-2 yer almaktadir. A grubunda en fazla ayrisim gosteren cesit
TMO-1 oldugu gibi, B grubunda en fazla ayrisim gdsteren g¢esitte morfolojik agidan
birbiriyle olduk¢a benzer yapiya sahip TMO-2 dir.

B4 grubu;

Afyon Kalesi ve Ofis-3 cesitleri bu grupta yer alir.
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SSR markéri kullanilarak galisilan 5 primerden elde edilen veriler dogrultusunda ise;
toplamda 47 banttan 39’u polimorfik olarak tespit edilmis, polimorfizm orani1 %82,98,
Shannon indeksi 0,46, Nei indeksi 0,31 bulunmustur (bkz. Sekil 4.4.). Verilere gore en
yakin genetik mesafe 0,089 en uzak 0,95 ‘dir. Genetik mesafesi 0,089 olan 1 ¢ift bitki
bulunurken, 2 ¢ift bitki arasinda ise genetik mesafe en uzaktir (bkz. Sekil 4.5.).
Ortalama deger ise 0,47 olarak bulunmustur. Bu ortalama deger ¢esitlerin birbirlerine

akrabalik derecesini gostermektedir.

Sekil 4.4. SSR VRZAG15 primerinin %8 poliakrilamid jel goriintiisii
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Sekil 4.5. SSR primerlerinin olusturdugu, bitkiler arasinda filogenetik iliskiyi gosteren
dendogram
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Olusturulan dendograma gore bitkiler A ve B olmak iizere iki biiyiik gruba ayrilmistir.

Al grubu;

Kocatepe-96 ve Ankara -94 bu grupta yer almaktadir.

A2 grubu;

Bu grupta Anayurt-95, Ofis-3 ve Ofis-8 bitkileri bulunmaktadir.

A3 grubu;

Kemerkaya-95 bu grupta bulunan tek bitkidir.

B1 grubu;

Ofis-4, Suhut-94 ve TMO-2 bitkileri bu grupta bulunurken, Ofis-4 ve Suhut-94

birbirlerine daha ¢ok benzerlik gostermektedirler.

B2 grubu;

Bu grupta TMO-3 ve Afyon-95 bitkileri bulunmaktadir.

B3 grubu;

TMO-1,Camc1-95, Ofis-95 ve Karahisar-96 dan olusan bu grupta TMO-1 ile Camci -95;
Ofis-95 ile Karahisar-96 kendi aralarinda kii¢iik gruplara ayrilmustir.

B4 grubu;

Afyon Kalesi ve Ofis-96 bitkileri bu grupta yer almaktadirlar.
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Sekil 4.6. SSR+ISSR primerlerinin olusturdugu, bitkiler arasinda filogenetik iliskiyi
gosteren dendogram
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POPGENE32 versiyon 1.32 (Population Genetic Analysis) ve MEGA 4.1 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) programlarinda SSR ve ISSR bantlarinin okuma
degerlerinin birlikte girilmesi sonucu Olusturulan tek dendograma gore bitkiler A ve B
olmak tiizere iki biiyiik gruba ayrilmistur.
Al grubu;
Kocatepe-96 ve Ofis-8 gesitleri yer almaktadir.
A2 grubu;
Camci1-95 ve TMO-2 bu grupta yer almaktadir.
B1 grubu;
TMO-1 ve Ankara-94’iin yer aldig1 gruptur.
B2 grubu;
Ofis-95, Ofis-3, TMO-3 ve Suhut-94 bitkileri bu grupta yer alirken, Ofis-95 ve Ofis-3

bitkileri kendi aralarinda daha fazla benzerlik gosterir. TMO-3 ve Suhut-94 ise

digerlerine gore daha az benzerlik gosterirler.

B3 grubu;

Ofis-4 ve Kemerkaya-95 c¢esitleri bu grupta bulunmaktadir.

B4 grubu;

Anayurt-95 ve Afyon-95 bu grupta yer almaktadir.
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B5 grubu;

Ofis-96, Karahisar-96 ve Afyon Kalesi bu grupta bulunmaktadir ve Ofis-96 ile
Karahisar-96 birbirleri ile daha fazla benzerlik gosterir.
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5. TARTISMA ve SONUC

ISSR ve SSR markdr teknikleri genetik ¢esitliligin ortaya konulmasi agisindan iyi sonug

alian tekniklerdendir.

Calismada 15 ISSR primeri kullanilarak 17 farkli gesitte toplam 55 bant tespit edilmis
olup bunlardan 44’1 polimorfiktir. Polimorfizm oran1 % 80,00 iken, en yakin genetik
mesafe 0,08 en uzak mesafe ise 0,64 olarak tespit edilmistir. Ortalama genetik mesafe
ise 0.27°dir. 5 SSR primeri kullanilarak toplamda 47 banttan 39’u polimorfik olarak
belirlenmistir. Polimorfizm oram ise %82,98’dir. Ortalama genetik mesafe 0.47°dir.
Christopoulos ve ark. (2010) ise 56 ceviz (Juglans regia L.) aksesyonu ile yaptiklari
calismada 7 ISSR primeri kullanmiglar ve benzerlik katsayr degerini ortalama 0,48
olarak bulmustur. Bu iki farkli markor tekniginden elde edilen bu sonuglar birbiri ile

uyumludur.

SSR markoriiniin hem teknigi agisindan hem de kodominant olmasinin getirdigi sonug
ile ISSR teknigine gore daha 1yi ayrisim gosterdigi goriilmektedir. Daha 6nce Oxytona
seksiyonundaki Papaver tiirlerinde yapilan ¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda
SSR tekniginde %100 (Benli, 2009), RAPD tekniginde %92,55 (Parmaksiz, 2009) ve
ISSR tekniginde %96,97 (Giirkdk, 2009) polimorfizm orani tespit edilmistir. Diger
yandan; Acharya ve Sharma (2009) Hindistan’da kiiltiire alinmis ve dogal yetisen 24 P.
somniferum L. bitkisinde RAPD c¢alismalarinda polimorfizm orami %69.52 olarak
bulunmustur. ISSR ¢aligmalarinda polimorfizm orani ise % 100 olarak bulunmustur.
Liidtke ve ark. (2010) nin Polygala L. tiiriinde yapmis oldugu ¢alismada polimorfizm
oran1 %100 olarak belirlenmistir. Tantasawat ve ark. (2010) SSR ¢alismasi sonucu
polimorfizm orant %90,91, ISSR caligma sonucu ise polimorfizm orani % 90,03 tiir.
Gomes ve ark. (2009) SSR ve ISSR markdrlerini kullanarak Olea europaea L. da

yapmus olduklar1 arastirmada ISSR primerinde % 79 oraninda polimorfizm goriilmiistiir.

Bu bizim yaptigimiz ¢aligmada SSR ile ISSR primerlerinin aralarinda ki polimorfizm

oraninin farkliligin1 desteklemektedir.
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Yapmis oldugumuz ¢alismada 5 SSR primerinde ortalama her primerde 10 allel olan 47
allel bulunurken, 15 ISSR primerinde ise ortalama her primerde 7 allel olan 102 allel
tespit edilmistir. Gomes ve ark. (2009) ise 41 ¢esit Olea europaea L. nin ayni markor
sistemlerini kullanarak yaptigi calismada 11 ISSR primerinde 108’1 polimorfik olan 135
tekrarlanabilir band tespit edilmistir. 6 SSR primerinde ise ortalama her primerde 11
allel olan toplamda 67 allel tespit edilmistir. Her iki caligma birbirlerini destekler
niteliktedir.

Calismamizda; ISSR analizleri sonucunda elde edilen dendograma gére A ve B olmak
tizere iki biiyiik grup olusmustur. Kocatepe-96, Ankara -94, Camci-95, Suhut-94, Ofis-
94 ve TMO-1 A grubunda kiimelenirken, Anayurt-95, Ofis-95, Kemerkaya-95,
Karahisar-96, Ofis-96, TMO-3, Ofis-8, Afyon-95, TMO-2, Afyon Kalesi ve Ofis-3 ise
B grubunda kiimelenmistir. Bu gruplar i¢inde birbirine en yakin genotipler 0,0183
genetik mesafeye sahip olan TMO-2 ve Ofis-3 iken, 0,6400 genetik mesafeyle birbirine
en uzak genotipler Ankara-94 ve Afyon Kalesi’dir.

SSR analizleri sonucunda elde edilen dendograma gore A ve B olmak iizere yine iki
biiyiikk grup olusmustur. A grubunda Kocatepe-96, Ankara -94, Anayurt-95, Ofis-3,
Ofis-8 ve Kemerkaya-95 ¢esitleri bulunurken, B grubunda Ofis-4, Suhut-94, TMO-2,
TMO-3, Afyon-95, Afyon Kalesi, Ofis-96, TMO-1,Camc1-95, Ofis-95 ve Karahisar-96
cesitleri yer almaktadir. Bu gruplar igerisinde birbirine en yakin genotipler 0,0889
genetik mesafe ile Ofis-4 ile Suhut-94 iken en uzak genetik mesafe 1.00 ile Anayurt-95

ile Karahisar-96 olarak tespit edilmistir.

SSR ve ISSR verilerinin birlikte analizlerinin degerlendirildigi dendogramda yine A ve
B olmak iizere iki bilyiik grup elde edilmistir. Kocatepe-96, Ofis-8, Camc1-95 ve TMO-
2 A grubunda bulunurken, B grubunda TMO-1 ve Ankara-94, Ofis-95, Ofis-3, TMO-
3,Suhut-94,0fis-4, Kemerkaya-95, Anayurt-95, Afyon-95, Ofis-96, Karahisar-96 ve
Afyon Kalesi bulunmaktadir. En uzak genetik mesafe 0,6360 ile Kocatepe-96 ve TMO-
3, TMO-1 ve Afyon Kalesi arasinda iken, en yakin genetik mesafe 0,1476 ile Ofis-4 ve
Suhut-94 arasindadir.
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Bu sonuglar degerlendirildiginde SSR analizleri ile SSR+ISSR birlikte analizlerinin
ISSR’a gore birbirleri ile daha fazla uyum gosterdigi goriilmektedir (bkz. Sekil 4.3., 4.5.
ve 4.6.). Acharya ve Sharma (2009) nin yaptig1 ¢caligmada dendogramlara baktigimizda
RAPD, ISSR ve RAPD+ISSR dendogramlarm bizim ¢alismamizdaki gibi birbiri ile gok

uyum gostermedigi gorilmiistiir.

Morfolojik ve anatomik ag¢idan incelendiginde elimizde bulunan veriler sonucunda bazi
cesitler oldukca farkli 6zellikler gosterirken yaptigimiz ¢aligma sonucunda elde edilen
dendogramda birbiri ile daha yakin akrabalik derecesinin oldugu goriilmektedir.
Ornegin; Afyon-95 ve TMO-3 cesitlerinde tag yaprak rengi farkliign goriilmektedir.
Afyon-95°te koyu beyaz olan ta¢ yapraklar, TMO-3 ¢esidinde orta viyole olarak tespit
edilmistir. Ayrica Afyon-95’in tohum rengi sar1 iken, TMO-3 pembe olarak kayitlara
gecmistir. Yine genetik mesafesi ¢ok yakin olan TMO-2 ve Ofis-3 iin ta¢ yapraklari
incelendiginde TMO-2 nin Ofis-3 e gore daha koyu renkli oldugu gorilmiistiir. Ayni
zamanda kapstillerin agilabilirligine bakildiginda TMO-2 nin agilmaz kapsiilli Ofis-3
iin acilabilir kapsiillii oldugu tespit edilmistir. Cigeklenme zamanlar1 arasinda da bu iki
bitki arasinda farklilik goriilmektedir (bkz. Cizelge 3.2.). Liidtke ve ark. (2010)
Polygala L. tiirtiinde yapmis oldugu ¢alismada da Polygalaceae familyasmin tiir bazinda
smiflandirilmasinda morfolojik 6zellikler yeterli olmadigindan ISSR verileri ile tiirler

arasindaki farkli gruplar belirlenebilmistir.

Sonug olarak, elde edilen veriler, tescil edilmis 17 ¢esit Papaver somniferum L.
bitkisinin genetik cesitliligini ortaya koymustur. Daha 6nce bu ¢esitlerle ilgili genetik

acidan yapilmis baska bir ¢alisma olmamasi yoniinden ayrica 6nem tagimaktadir.
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