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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE'DE YETISTIiRILEN BAZI CELTIK CESITLERININ GENETIK
CESITLILiGININ ISSR TEKNIiGi iLE SAPTANMASI

Bahadir TORUN

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Emel SOZEN
2013, 64 Sayfa

Bu tez calismasinda, Tiirkiye’de gelistirilen 28 ¢eltik (Oryza sativa L.)
cesitlerinin genetik cesitlilik seviyeleri ISSR markirlar1 kullanilarak belirlenmistir.
Calismada 20 adet ISSR primeri kullanilmis ve 217'si polimorfik toplam 268 bant
elde edilmistir. Olusan bantlarin biiyiiklikleri 250 bp ile 2500 bp arasinda
degismistir. Primerlerin olusturdugu bant sayilar1 5-22 arasinda olup primer basina
ortalama bant sayis1 ise 13.4 olarak hesaplanmistir. Elde edilen bantlar var (1) ya
da yok (0) seklinde degerlendirilmis ve NTSYS Pc 2.0 programi kullanilarak
benzerlik matrisi ve  UPGMA teknigine gore dendrogram olusturulmustur.
Primerlerin hepsi polimorfizm gostermistir. Primerlerin polimorfizm yiizdeleri
%40.00 ile %94.12 arasinda degismis, ortalama polimorfizm ise %80.97 olarak
bulunmustur. Polimorfizm Bilgi igerigi (PBI) degerleri 0.274 ile 0.374 arasinda
degismis ve ortalama degeri 0.347 olarak hesaplanmistir. Calisma sonucunda
birbirine en ¢ok benzeyen cesitler Efe ve Hamzadere (0.856) , birbirine en az
benzeyen cesitlerin ise Demir ve Bafra Yildizi (0.395) c¢esitleri oldugu
gorlilmiistiir. Bu calismanin devam etmekte olan geltik 1slah ¢alismalara katki

saglayacagi disilintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Oryza sativa , Celtik, ISSR-PCR, Genetik Cesitlilik
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

DETERMINATION OF THE GENETIC DIVERSITY BETWEEN SOME
RICE VARIETIES DEVELOPED IN TURKEY USING ISSR TECHNIQUE

Bahadir TORUN

Anadolu University Graduate School of Sciences Biology Program

Supervisor: Assoc. Prof.Dr. EMEL SOZEN
2013, 66 Pages

In this study, the genetic diversity levels of 28 different Rice varieties
developed in Turkey were determined by using ISSR markers. We used 20
different ISSR primers and obtained 268 bands of which 217 were polymorphic.
Band size varied between 250 bp and 2500 bp. Band numbers for each primer
produced varied between 5-22 with an average number of 13.4. Bands were
recorded as present (1) or absent (0) and similarity matrix was created by using
NTSYS Pc 2.0 software and a dendrogram was constructed based on UPGMA
technique. All primers used showed polymorphism. Polymorphism percentages
varied between 40.00% and 94.12% with an average of 80.97%. Polymorphism
Information Content (PIC) values varied between 0.274 and 0.374 with an
average value of 0.347. As a result, the most similar varities were found as Efe
and Hamzadere (0.856) and the least similar varieties were found as Demir and
Bafra Yildiz1 (0.395). The results obtained from this study is thought to contribute

the ongoing rice improvement programs.

Key Words: Oryza sativa , Rice, ISSR-PCR, Genetic Diversity
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1. GIRIS
1.1. Oryza sativa L.'nin Taksonomisi
Domain : Eukaryota

Kingdom : Viridiplantae
Phylum : Streptophyta

Class : Liliopsida
Subclass : Commelinids
Ordo : Poales
Family : Poaceae

Subfamily  : Ehrhartoideae

Tribe : Oryzeae
Genus : Oryza
Species : Oryza sativa L. [1]

Oryza cinsi 1753 yilinda Linnaeus tarafindan tanimlanmistir [2]. Poaceae
ailesinden Oryzeae grubuna aittir. Oryzeae grubu 12 adet cins igerir [3]. Oryza
cinsi ise 20'si yabanil tip olmak iizere 22 tiir igerir [4]. Voughan ve ark. [2] kiiltiir
ve yabanil celtik tiirleri i¢in yeni bir adlandirma Snermistir: O.sativa sensu lacto
subspp indica ve japonica, ve O.rufipogon sensu lacto subspp nivara (tek yillik)
ve rufipogon (¢ok yillik). Buna ek olarak iki yeni yabani ¢eltik tiirii daha Oryza
cinsi altinda tanmmistir (O.glumaepatula, O.malapuzhaensis). Cizelge 1.1'de

Oryza cinsinin tiirleri, genomik siniflandirilmasi ve kromozom sayist verilmistir.

1.2. Oryza Cinsinin'nin Filogenisi

Molekiiler saat verileri baz alinarak Oryzeae grubunun 20-22 milyon yil
once Oryzinae ve Ziziniinae alt gruplarma ayrildigi, Oryzinae alt grubunun ise
14.2 milyon yil 6nce Oryza ve Leersia cinslerine ayrildigir belirlenmistir [5].
Oryza cinsi Ui¢ gruba ayrimustir: Padia, Brachyantha ve Oryza [5]. Taban olarak
kabul edilen Padia'da O.schlechteri, O.ridleyi, O.granulata kompleksleri
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bulunmaktadir. Branchyantha grubundaki tek tiir O.branchyantha tiridiir. Oryza
grubunda ise O. officinalis ve O.sativa kompleksleri bulunmaktadir [5].

Bu komplekslerden O. sativa A, O. officinalis B,C, D ve E genom tipine
sahiptir. AA genom tipine sahip Oryza tiirleri arasindaki ilk ayrimin 2 milyon yil

once oldugu diistiniilmektedir [5]. Sekil 1.1'de Poaceae ailesinin farklilasmasi

gosterilmistir.
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Sekil 1.1. Molekiiler ve morfolojik karakterlere dayanilarak hazirlanan Poaceae ailesinin filogenisi
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Cizelge 1.1. Celtik (Oryza sp) cinsinin tiirleri, kromozom sayisi, genom grubu ve yetisme alanlari

[4]

Tiir Ad1 Kromozom Genom | Afrika Orta ve Giiney Asya Avustralya
Sayisi (2n) Tipi Amerika
O.sativa 24 AA + + +
O.glaberrima 24 AA +
O.barthii 24 AA +
O.glumaepatula 24 AA +
O.longistaminata 24 AA +
O.meridionalis 24 AA +
O.nivara 24 AA +
O.rufipogon 24 AA + + +
O.punctata 24 BB,BBCC +
O.malampuzhaensis 48 BBCC +
O.minuta 24 BBCC + +
O.eichingeri 24 CC + +
O.officinalis 24 CC + +
O.rhizomatis 24 CC +
O.alta 48 CCDD +
O.grandighumis 48 CCDD
O.latifolia 48 CCDD +
O.australiensis 24 EE +
O.brachyanta 24 FF +
O.granulata 24 GG +
O.meyeriana 24 GG +
O.longiglumis 48 HHIJJ +
O.ridleyi 48 HHIJJ +
O.schlechteri* 48 HHKK +
O.coarctata** 24 HHKK +

OECD 1999 : Vaughan & Morishima 2003,
* Ge S., Sang T., Lu B., Hong D. 1999

** http://www.gramene.org/db/ontology/search?1d=44109,



http://www.gramene.org/db/ontology/search?id=44109
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1.3. Celtik (Oryza sativa) Tiiriiniin Morfolojik Ozellikleri

Celtik dik, giiclii veya narin c¢esitli ylikseklik ve formlarda bulunan bir
bitkidir. Govdesi 80-120 cm boyunda kiimelenmis i¢i bos bir yapidadir. Diiz ve
tilysiiz bir yapisi vardir. Yaprak 15-30 cm uzunlugunda paralel damarli, dilsi veya

kulaks1 yapidadir. Cicek durumu dik veya egik gevsek salkim, spiklet 7 mm

uzunlugunda, diiz, tek ¢igekli, ¢esitli uzunlukta dikenli veya dikensizdir [6].

ORYZA SATIVA
B

Sekil 1.2. Oryza sativa subsp. basaklar1 [4]
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1.4. Celtigin Genetik Ozellikleri

O. sativa' nin genetik Onciilerinin O. rufipogon ve O.nivara oldugu yapilan
arastirmalarla gosterilmistir [7]. PlantsDB (Plant Database) ve ITIS (Integrated
Taxonomic Information System)'e gére Oryza cinsinin 7 adet kabul edilen tiirii
vardir. Bunlar; Oryza barthii, Oryza glaberrima, Oryza latifolia, Oryza
longistaminata, Oryza punctata, Oryza rufipogon, Oryza sativa'dir. Bu kaynaklar
genelde Kuzey Amerika’ya yoneliktir; fakat ABD Tarim Bakanligt (USDA)
aragtirma komitesi 23 tiir ve 10 genotip (AA, BB, CC, BBCC, CCDD, EE, FF,
GG, HHJJ, HHKK) belirlemistir (Cizelge 1.1). Celtik tahillar arasinda en kiigiik
genoma sahip bitkidir (430 milyon niikleotit) ve 43.000-63.000 aras1 gene sahiptir.
Genomunun yarist tekrarlardan olusmaktadir. O.sativa ve diger Oryza tiirlerinin
cogu diploittir (2n=24). Fakat tetraploid olanlar1 da mevcuttur (4n=48) (Cizelge
1.1).

Oryza cinsi, cinsin genetik ¢esitliligini yansitmanin bir yolu olarak, dort
kompleks halinde siniflandirilmislardir [3]. Bu kompleksler O.sativa kompleksi,
O.officinalis kompleksi, O.granulata kompleksi ve O.ridleyi kompleksidir.

O.brachyantha ve O.schlechteri bu komplekslerin i¢inde yer almaz.

1.5. Celtigin Yasam Dongiisii

Celtigin yasam dongiisii sOyledir; dormant tohum, ¢imlenme, fide
(¢imlenmeden sonra 30 giin), koklerin biiylimesi (¢cimlenmeden sonra 30-60 giin
arasi), govde uzamasi (¢imlenmeden sonra 60. giin ve sonrasi), erken tomurcuk
(¢iceklenmeden 20-25 giin oncesi), salkim olusumu, cigceklenme (¢imlenmeden
85-110 giin sonrasi, 6-10giin siire), olgunlasma (¢iceklenmeden sonraki 35 giin),

olgunluk (¢imlenmeden sonra 107-120 giin) [8].
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1.6. Celtik Yetistirme Kosullar:

Celtik tarimi, celtik sicak iklim bitkisi oldugu i¢in, en ¢ok sicaklik ve
yagistan etkilenir. Esas olarak bol yagisli ve sicak bolgelerde yetisen celtik
bitkileri, Kuzey Yarimkiire’de ve Asya’da 41°-42° enlemine; Hokkaido Adasi’nda
44° enlemine; Avrupa’da ise Italya’nin 46° enlemine kadar ¢ikabildigi gibi; Giiney
Yarimkiire’de Avustralya’nin 35° enlemine kadar inebilmektedir [9]. Soguk
sularda ¢eltik tohumunun ¢imlenmesi yavaslar. Yetismek i¢in optimum sicaklik
18-35 °C olmalidir. Celtigin sicaklifa en duyarl oldugu evre salkim olusumunun
oldugu evre ile salkim ¢ikarma evresinin arasindaki siiredir [9]. Diger bir nokta
ise su miktaridir. Celtik bol su isteyen bir bitkidir. Bu yiizden yetistirildigi yerdeki
yagis miktar1 ve sulama kosullar1 cok dnemlidir. Yetistirilme doneminde minimum
yagis istegi  1000-1200 mm/m”dir [9]. Fakat iilkemizdeki celtik yetistirilen
Edirne, Samsun ve Balikesir'de yagis miktar1 yeterli degildir. Bu yiizden sulama
teknikleri gok 6nem tasir. Ayrica ekim igin su sicakhigmin ortalama 12 °C [10],
toprak sicakliginin da 12 °C'nin {izerinde olmasi gereklidir [11]. Nem orani ise
Karadeniz Boélgesi hari¢ diger bolgelerde verimi etkileyecek diizeyde degildir.

Celtik tarim1 i¢in arazinin diiz veya diize yakin olmas1 gerekmektedir. Yani
ova veya vadi tabanlar ¢eltik tarimi i¢in uygun alanlar1 olusturmaktadir. Celtik
yetistiriciliginin  yapildig1 topraklara c¢eltik tavalar1 denir [9]. Bu c¢eltik
tavalarindaki su akigkan olmali ve oksijen bakimindan zengin olmalidir. Bu
yiizden ¢eltik tavalar1 hafif egimli olmalidir.

Celtik her cesit toprakta yetisebilse de yiiksek verim alabilmek igin
topragin bitki besin maddelerince zengin, yumusak ve su gegirmeyen killi yapida
olmas1 gerekmektedir [9]. Kok sisteminin gelisimi i¢in 20-25 cm derinlik ve 4.5-

7.5 aras1 pH degerine sahip topraklar idealdir [12].
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1.7. Tiirkiye'de Celtik Yetistiriciligi

Ulkemizde celtik tarimi 11.06.1936 tarih ve 3039 sayili Celtik Kanunu ve
14.06.1936 tarih ve 5335 sayili kararname ile yiiriitiilmektedir. Bu kanuna gore,
sitma gibi hastaliklara yol a¢mamak igin ¢eltik tarimi izin alinarak
yapilabilmektedir.

2008 yilinda diinyada 685.013.374 ton piring {iiretimi gerceklesmistir.
Uretimde ilk sirada Cin gelmektedir. Ulkemiz 735.325 ton ile iiretimde 35. sirada
yer almaktadir [13]. Ulke kurulusunun ilk yillarinda iiretim 30.000-40.000 ton
arasinda degismistir. 1935 'te 100.000 tonun iizerine ¢ikmistir. 1936 yilinda
cikarilan kanun ile tretim 40.000-50.000 ton arasma diismiistiir. 1940-1942
yillarinda 60.000 tonun altinda kalmistir [14]. 1950 yilindan sonra iiretim miktar1
artmig 1960'tan sonra 100.000 tonun altina inmemistir. 1965'ten sonra 200.000
tonun tizerine ¢ikmistir. 1990'lh yillarda 200.000-300.000 ton arasinda, 2000
yilindan sonra 300.000 tonun iizerine ¢ikmustir. 2004 yilinda 400.000 tonun
lizerine ¢ikmug, 2005'te 600.000 ton, 2006'da 700.000 ton, 2007'de 648.000 ton,
2008'de ise 753.325 ton iretim olmustur [14]. 2011 yilinda ise piring {iretimi
99000 ha alanda 516.000 ton iiretim yapilmistir. Bu 516.000 tonun 510.840 tonu
kullanilabilir iiretimdir. Ulkemizin piring talebi ise 786.107 ton olmus, aradaki
fark ithal edilmistir [15]. Yine 2011 yilinda piring yurti¢i tiiketim 563.376 ton,
ihracat ise 105.874 ton olmustur [15]. Toprak Mahsulleri Ofisinin 2011 yil1 piring
alimi 12.849 ton, alimin iiretime orani ise % 1.4 olmustur. Verim ise 2009 yilinda
7752 ha/kg, 2010 yilinda 8687 ha/kg, 2011 yilinda ise 9054 ha/kg olmustur [16].

Bolgelere gore liretim orani ise en fazla Marmara Bolgesinde (%72),
ardindan Karadeniz Boélgesinde (%19), I¢ Anadolu bélgesi (%4.5), Giineydogu
Anadolu bolgesi (%2.7) ve diger bolgelerde ise %1' lik bir iiretim vardir [14]
Uretilen iller ¢oktan aza dogru sirasi ile Edirne, Balikesir, Samsun, Corum,
Cankir1, Tekirdag, Canakkale ve Kirklareli seklindedir.

Celtik diger tahillara gore daha kisa silirede yetisir. Bu yiizden tarlada
ikinci bir iirlin alabilme imkani verir. Giiney ve Giineydogu Asyada ¢eltik muson

yagmurlar1 doneminde ekilir, diger mevsimlerde misir, yerfistigi, kirmiz1 biber,
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sogan ve susam ekilerek ekim ndbetine sokulur [9].

2006'da Tiirkiye'de tahil ekim alaninin (130.162.242 dekar) %0.9'unda,
2008 yilinda ise ekilebilir tahil alaninin (119.899.739 dekar) %0.8'1 ¢eltik tarimina
ayrilmistir [14].

1923 yilindan beri ¢eltik iiretimi ihtiyaci karsilayamamig ve ithalat
yapilmistir. Bu ekonomik bir kayiptir. 2000 yilinda 146.909 ton, 2003 yilinda
213.528 ton, 2004'te 103.887 ton, 2005'te 158.423 ton, 2008'de 179.603 ton ithalat
gerceklesmistir [14]. Yine ayni yil ton basina 803 $ toplam 144.310 $ 6deme
yapilmustir. Thracat miktar1 ise ¢ok diisiiktiir. 2000 yilinda 1435 ton, 2000-2008
arast 1000 ton altinda, 2008' de ise 4058 ton ihracat yapilmistir [14]. Kazang ise
4986$% olmustur. Celtik diger tahillara gore daha yiiksek verime sahiptir (bugday
244 kg/da, ¢avdar 199 kg/da, misir 720 kg/da, piring 757 kg/da) ve uluslararasi
piyasada getirisi digerlerinden yiiksektir [14]. Bu yiizden piring ekonomik olarak
daha fazla kazan¢ saglamaktadir. Celtik verimi 1925 yilinda 104 kg/da, 1927
yilinda 91 kg/da, 1927'den 1958'e kadar 200 kg/da iistii, 1958'de 300 kg/da iistii,
1980'den itibaren 400 kg/da iistii, 2000'de 500 kg/da, 2004'te 600 kg/da, 2007'de
691 kg/da, 2008'de 747 kg/da olmustur [14].

Ekim alanlar1 zamanla cesitli degisimler gecirir. Ulkemizde en fazla
degisime ugrayan ekim alani celtige aittir. Piring ithalatina getirilen serbestlik,
ziraatin gii¢ ve pahali olmasi gibi sebepler ile ekim alanlar1 yerini bagka tiriinlere
birakmistir. 1980'de Ege Bolgesinde bir artis gozlenmis, 1981 yilindaki kuraklik
nedeni ile Onemini yitirmis, simdi ise hi¢ ¢eltik tarimi yapilmamaktadir [9].
Trakya bolgesinde ise ¢eltigin 6nemi artmis ve glinlimiizde en ¢ok ekim yapilan

bolge haline gelmistir.
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1.8. Bitki Islahi ve Genetik Cesitlilik

Bitkiler insanlar i¢in en 6nemli besin kaynagidir. Dar anlamda insan eliyle
ve farkl siirelerde gerceklesen evrim olarak algilanabilen bitki 1slahi, arkeolojik
bulgulara gére on binlerce yi1l 6nce baslamistir [17]. Insanlar heniiz yerlesik
hayata ve tarima ge¢meden Once ve ancak belli zamanlarda tohumlar1 topraga
birakmiglar; daha sonra, biiyliyen bitkilerden bazilarinin daha iyi gelisme
gostermeleri ya da hayvanlarca daha c¢ok tercih edilmelerine veya daha yiiksek
verim diizeyine ulagmalarina dikkat edilerek, yapilan bilingli-bilingsiz segmelerle
bitki 1slahinin en temel ve 6nemli ilkelerinden olan “sec¢ilim” ortaya ¢ikmistir
[17].

Insanlarin ihtiyaclarini (iiretim ve tiiketim) gidermekte kullandiklar1 bitki
ve hayvanlarin uyum saglayabilmeleri i¢in yapilan secilim islemi (=kdiltiire alma),
belirli zaman, bdlge ve ¢evre kosullarinin etkisi altinda dogada da olugmaktadir,
iireticilerin yaptiklar1 secilim islemi bu siirecin yalnizca bir uzantisi olup daha ¢ok
aralarindan amaca uygun olanlarin se¢ilimine yoneliktir [17].

Bitki 1slahinin en 6nemli ve temel amaglarindan biri genetik cesitliligi
bitki diizeyinde stirdiirerek, klasik 1slaha ek olarak sec¢ilim, mutasyon, melezleme
ile ¢esitli molekiiler yontemleri kullanmaktir [17]. Klasik bitki 1slah1 yontemleri,
insanligin temel besin maddesini olusturan pek c¢ok kiiltiir bitkisinin {iretiminde
uygulanmaktadir [17]. Klasik bitki 1slahi, melezleme sonucu elde edilen ve agilim
gosteren doller arasindan {istiin genotiplerin fenotipik secilimine dayanmaktadir
[18]. 1970’lerin sonlarinda DNA markdrlerinin gelistirilmesiyle 1slah programlari
yon degistirmis ve aragtirmacilar karakter ile baglantili markor gelistirme yoluna
gitmislerdir [18]. Modern biyoteknoloji olarak adlandirilan bu teknikler ile normal
sartlarda klasik 1slah yontemleri ile veya dogal yollarla aktarilamayan DNA
dizilerinin hiicre veya dokularina in-vitro sartlarda g¢esitli gen aktarim teknikleri
ile aktarilmas1 ve transgenik bitkilerin elde edilmesi miimkiin olmaktadir [19].

Sonrasinda ortaya ¢ikan transgenik teknolojinin dnemli bagarilar1 arasinda;
pestisitlere, viriislere, herbisitlere dayanikli (B?) bitkilerinin (6rnek musir, soya,

pamuk) gelistirilmesi, viriis kilif proteinlerini yapan genlerin aktarilmasiyla viriise
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dayanikli bitkilerin elde edilmesi, kiiltiir bitkilerinde besin maddesi igeriginin
arttirilmasi gibi gelismeler sayilabilir [17]. Bitki 1slah1 programlarinda, 6zellikle
cinsler ve tiirler aras1 melezlemelerde kullanilacak ebeveynlerin birbirine genetik
yonden benzer (akraba) olmasi melez bitki elde edilmesi konusunda basariyi
artiracaktir. Bu nedenle melezleme programina baslamadan once, kullanilacak
genotiplerin benzerliklerinin bilinmesi bir gereklilik olarak karsimiza ¢ikmaktadir
[20].

Giderek artan niifusun besin ihtiyacini karsilamak ancak temel besin
maddelerinin {retimini artirmakla miimkiin olacaktir. Tarim alanlarimin giin
gectikce azaldig diisiiniildiigiinde, {iretimi artirmanin en etkili yolunun bitki 1slah1
olmas1 kacinilmazdir [18]. Islah c¢alismalar1 i¢in gerekli varyasyon tescilli
cesitlerden, yerel cesitlerden ve yabani akrabalardan saglanmaktadir. Bu nedenle,
bu materyallerin taranmasi ve belirlenen uygun genlerin gelistirilmis tekniklerle
kiiltiir ¢esitlerine aktarilmasi gerekmektedir [18].

Genetik c¢esitlilik biyolojik cesitliligin tiiriidiir. Biyolojik ¢esitlilik
sirastyla 1) bir mekan igerisinde ekosistemlerin ¢esitliligini, ii) ekosistemler
icindeki tiirlerin ¢esitliligini, iii) tiirler igerisinde genetik cesitliligi kapsar [21].
Genetik cesitliligin olusumunda etkili olan esas giicler dogal mutasyonlar ve bu
mutasyonlar filtreleyen dogal seleksyonlardir [21]. Mutasyonlarin yaninda gog,
tecrit ve rekombinasyonlar populasyonlar1 yavas yavas fakat devamli sekilde alt
populasyonlara ayirarak cografik irklar, alt tiirler ve de tiirler olusturarak ekolojik
kosullara uyumlu genetik ve biyolojik ¢esitlilik olusturur [21]. Tiir i¢i genetik
cesitlilik tiirlerin ve ekosistemlerin c¢esitliliginin baglica kaynagi olmanin yaninda
ayn1 zamanda ekosistemlerin stabilitesinin yani dinamik dengesinin de temelini
olusturmaktadir [21]. Amerikan Ulusal Bilim Vakfi'nin 2007 yilinda yaptigi
caligmada bir tiiriin kendi i¢indeki ¢esitliligin, tiirler arasi ¢esitliligin devam edip
siirdiiriilmesinde veya tersinde, vazgecilmez ve gerekli oldugu, genetik cesitlilik
ile biyogesitlilik arasinda baglanti oldugunu ortaya c¢ikarmistir [22]. Tir ici
genetik cesitlilik canlilarin degisen ¢evresel sartlara uyum saglayabilmesinin ve

tiirtin devamliliginin saglamanin bir giivencesidir [21].
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Genetik cesitlilik bir tlirlin gen havuzundaki genetik 6zelliklerinin toplam
sayisin1  gosterir. Bir 0Ozelligi belirleyen gen her zaman aymidir fakat genin
allellerinin baz dizisi degiskendir. Bu ise genetik ¢esitlilige neden olur [23].
Genetik ¢esitlilik 1slah programlari icin baslica kaynaktir. Islah c¢aligmalarinin
genis bir genetik taban {izerinde yiirlitiilmesi, hem uzun vadede genetik ¢esitliligin
devam ettirilmesini, hem de zamanla degisen c¢evre kosullarina ve gereksinimlere
kars1 cevap verebilmeyi saglayacaktir [21]. Genetik ¢esitliligin farkli biyotik ve
abiyotik streslere karsi genetik bir bariyer olusturduguna dair aragtirmalar
bulunmaktadir [24]. Hajjar ve ark. [25] genetik ¢esitlilikteki artigin bitki hastalik
ve zararlilarina karsi dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde dolayisiyla da tiiriin
gelistirilmesinde 6nemli oldugunu gostermislerdir. DNA belirteclerinin  bitki
1slahinda degerli bir yontem oldugu, 6zellikle genetik c¢esitlilik ve gen haritalama

calismalari ile de kanitlanmustir [26].

1.9. Genetik Cesitlilik Tespitinde Kullamilan Belirte¢ Sistemleri

Genetik ¢esitlilik belirlenmesinde li¢ degisik belirte¢ tipi bulunmaktadir.
Bunlar, morfolojik belirtegler, biyokimyasal belirtegler ve DNA belirtegleridir.

1.9.1. Morfolojik Belirtecler

Adindan da anlasilabilecegi gibi morfolojik &zellikler dikkate alinir.
Kalitatif bir goézlem yapilir. Populasyonda bireyi ya da bir birey grubunu
digerlerine gore farkli kilan 6zellik belirteg olarak kullanilir. Mesela ¢icegin rengi
veya yapragin sekli gibi 6zellikler morfolojik belirte¢ olarak kullanilir [27]. Fakat
bu belirtecler kisithdir ve ayn1 morfolojideki baska tiir veya cesitler ile

karistirilabilir.

1.9.2. Biyokimyasal Belirtecler

Biyokimyasal belirtegler icerisinde sekonder metabolitler, tohum depo

11
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proteinleri ve izozimler sayilabilir. Molekiiler belirteclere gore daha ucuzdurlar.
Bu belirteglerdaki varyasyonlar, kodlayict DNA bdlgelerindeki benzer olmayan
degisikliklerden ya da translasyon sonrast (post-translasyonel) protein
modifikasyonlarindan kaynaklanirlar [23]. Populasyonun yapist biyokimyasal
belirteglerin  kullanimin1 etkiler. Izozimler tiirler arasi belirteg olarak iyi

caligmalarina ragmen yakin akraba tiirler arasinda kullanish degillerdir.

1.9.3. DNA Belirteglar

Molekiiler belirtecleri, morfolojik belirtegclerdan ayrilan en 6enli 6zellikleri
sunlardir [28]:

-Morfolojik belirteclerin ¢ogunun fenotipi tiim bitki seviyesinde teshis
edilebilir. Ancak molekiiler lokuslar, tiim bitkide, doku ve hiicre seviyesinde
denenebilirler.

-Allel frekansi, morfolojik belirtecler ile karsilastirildiginda molekiiler
lokuslarda daha yiiksek olma egilimindedir.

-Morfolojik mutantlar, istenilmeyen fenolojik etkiler ile bir arada olmaya
meyillidirler.

-Morfolojik lokustaki alleller, heterozigot genotiplerin tanimlanmasini
sinirlayan bir dominant-resesif tarzinda birbirini etkiler.

-Molekiiler lokuslar, bir  populasyondaki bireylerin genotiplerinin
belirlenmesine izin veren kodominant tarz sergilerler.

Tek bir belirteg biitiin ihtiyaclar1 karsilayamaz. Bu yiizden ¢esitli
belirtecler bir arada kullanilmaktadir. Belirte¢ segerken su noktalara dikkat etmek
gerekir: yiiksek polimorfizm, dominant-kodominant durumu, belirte¢in genomda
dagilimi, tekrarlanabilirlik, glivenilirlik, kolay analiz ve otomasyon uygunlugudur.
Bu o6zellikler tek bir belirtecda olmadigi icin bu 6zelliklerden en fazla uygunluk
gosteren se¢ilmelidir [29]. DNA belirtecleri hibridizasyona dayali ve PCR' dayali

olmak iizere iki gruba ayrilir.

12
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1.9.3.1. Hibridizasyona Dayah Belirteclar (RFLP)

Kesilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) hibridizasyona dayali
kodominant bir belirteg sistemidir [30]. Bu yontemde DNA restriksiyon enzimleri
ile kesilir, olusan parcalar elektroforez ile ayrilir ve sonra naylon veya nitroseliilloz
membrana transfer edilir. Daha sonra isaretli problar yardimi ile belirlenir.
Giivenilirdir, kodominanttir ve orta derecede polimorfizm gosterir. Bunun yaninda
pahal1 bir tekniktir, yiiksek miktar ve kalitede DNA gerektirir. Ayrica nitelikli is

giicii ihtiyaci da vardir.

1.9.3.2. PCR'a Dayal Belirte¢ Sistemleri

PCR ilk olarak Saiki ve ark. [23] tarafindan kullanilmistir. PCR teknigi ile
DNA parcalari, 1s1 yardimi ile, hiicre disinda ¢ogaltilabilmektedir. Gliniimiizde
PCR biyolojinin pek ¢ok alaninda pek ¢ok farkli amagla kullanilmaktadir. Genetik
cesitlilik ve populasyon genetigi ¢alismalarinda, rekombinant DNA
caligmalarinda, gen klonlamada, molekiiler sistematik  calismalarda,
mikroorganizmalarin tanilanmasinda blotlama islemlerinde, cDNA
kiitiiphanelerinin olusturulmasinda oldugu gibi veya gerektiginde modifiye
edilerek kullanilmaktadir. PCR islemi ii¢ temel asamadan olusur. Bunlar:
denatlirasyon, baglanma ve uzamadir. Denatiirasyon asamasinda Cift iplikli kalip
DNA 1s1 yardimu ile denatiire edilir ve tek iplikli hale getirilir. Primer bu tek iplikli
DNA iizerinde komplementer kendine komplementer olan bolgeye baglanir.Taq
polimeraz enzimi ortamdaki dNTP' leri kullanarak yeni DNA ipligini sentezler. Bu
asamalarin hepsi bir dongiiyii olusturur. Bu dongii basa donerek 30-45 kez tekrar
eder.

PCR'a dayali belirte¢ sistemleri genetik ¢esitlilik calismalarinda en c¢ok
kullanilan sistemlerdir. RFLP'nin dezavantajlarindan dolayr PCR 'a dayanan
teknikler 6nem kazanmis ve gelismistir. Bu teknikler RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence

13
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Repeats), SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) teknikleridir.

Cizelge 1.2' de bu tekniklerin karsilastirilmasi gosterilmistir.

Cizelge 1.2. PCR temelli tekniklerin kargilagtirtlmasi ( [23, 33])

Teknik Polimorfizm Dominanthk Verimlilik Otomasyon Maliyet

RAPD Orta/Ylksek Dominant Diisiik Orta Diisiik

AFLP Yiiksek Dominant Yiiksek Orta/Yiiksek Orta

SSR Yiiksek Kodominant Yiiksek Orta/Yiiksek Diistik

ISSR Yiiksek Dominant Yiksek Orta/Yiksek Diisiik

SRAP Yiiksek Kodominant Orta Orta/Yiiksek Diisiik
A. RAPD-PCR

RAPD teknigi 1990 yilinda Williams ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir. Kolay, hizli ve dizi bilgisi istemeyen bir tekniktir. Fakat bu
teknigin uzunluk sinirlamasi vardir. 2000 bp'den daha uzun mesafelerde
polimerazin ¢aligma kabiliyeti azalir [23]. Tekrarlanabilirligi diistiktiir. RAPD
belirteglerinin en biiyiik dezavantaji, belirtecin iiretildigi populasyonun disinda o
belirte¢in bulunamamasidir [23]. Bu teknikte kisa primerler kullanilarak genomik
DNA'nin rastgele bolgeleri ¢ogaltilir. Az miktarda DNA yeterlidir. Ucuz ve
hizlidir. Dominant belirte¢ 0Ozelligindedirler. Tekrarlanabilirligi diisiiktiir ve

giivenilirligi sinirhidir.

B. AFLP-PCR

AFLP teknigi Vos ve ark. [31] tarafindan ticari bir kitin modifiye edilmesi
ile gelistirilmistir. AFLP restriksyon enzimlerinin spesifikligini PCR tekniginin
yalinlig1 ile birlestiren bir tekniktir [32]. AFLP teknigi PCR amplifikasyonuna
dayanarak genomik restriksyon fragmentlerinin belirlenmesini saglar. Bu teknik

ii¢ basamaktan olusur:
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-DNA'nin restriksiyonu ve oligoniikleotit adaptorlerin ligasyonu

-Restriksiyon fragmentlerinin seg¢ici amplikasyonu

-Fragmentlerin jel analizleri [32]

Maliyetli olmasina ragmen RFLP teknigine gore daha kolaydir ve yiliksek
polimorfizm gosterir. Bu yontemin en biiyiilk dezavantaji karmasik olmasidir.

Her bir basamak i¢in yapilan optimizasyon bu yontemi zorlastirir [33].

C. SSR-PCR

Okartoyik canlilarin genomunda bulunan 2-6 niikleotit uzunlugunda tekrar
eden dizilere mikrosatellit denir. Mikrosatelltiler STR (Short Tandem Repeat)
veya SSR (Simple Sequence Repeat) olarak da adlandirilmaktadir [23]. Telomer
bolgelerde bulunan minisatellitlerin aksine genomda yayilis gosterirler.
Kodominant o6zellik gosterirler, fakat bunlarin gelistirilmesi pahali ve zaman
alicidir [33]. SSR'lerin etrafindaki DNA dizileri ayni tiirlin bireyleri arasinda
korunmuslardir. Ardisik SSR tekrarlarinin sayisindaki farklilik, PCR sonucunda
farkli uzunlukta parga olusturur [23]. Bu teknik bu durumu temel alarak calisir.

Zaman ve emek istegi yliksek bir tekniktir.

D. SRAP-PCR

Li G. ve Quiros C.F. [33] tarafindan Brassica cinsinde haritalama ve gen
etiketleme g¢alismasinda gelistirilmistir. ORF'lerin (Open Reading Frames-Agik
Okuma Cergeveleri) amplifikasyonuna dayanmir. Iki primer amplifikasyonunu
temel alir [33]. Ileri ve geri primerler 17-18 baz uzunlugundadir ve ilk 10-11 baz
merkez sekanstir ve ileri primerde CCGG, geri primerde ise AATT sekansi ile
devam eder. SRAP belirteglerinin %20'si kodominanttir [33]. Basit, giivenilir, orta
verimlilikte ve yiiksek otomasyonu olan bir tekniktir. Ozel primer istegi bu

teknigin dezavantajidir.
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E. ISSR-PCR

Ilk olarak Zietkiewicz ve ark. [34] ve Gupta ve ark. [35] tarafindan
gelistirilmistir. Bu yontemde SSR bolgeleri arasinda kalan parcalar PCR araciligi
ile ¢ogaltilir ve analiz edilir. Dominant 6zellik gosterir ve otomasyon seviyesi
yuksektir. ISSR yontemi hizli, uygulamasi basit ve ucuz bir yontemdir. Bu ylizden
genetik arastirmalarda siklikla kullanilir. ISSR'nin en biiylik avantaji sekans
bilgisine ihtiyag duymamasidir. Bu ylizden 6zel primer tasarimina gerek yoktur.

ISSR teknigi 5° ve 3’ sonda giiclendirilen kisa, tekrarlanan DNA
zincirlerinin  primer olarak kullanilmasini, PCR {iriinlerinin elektroforez ile
biiytikliiklerine gore ayrilmasii ve jel iizerinde DNA’larin tespitini igerir [23].
Tek primer kullanilir. Yani ileri ve geri primer olmak tizere iki primer kullanilmaz.
Yontemin primerleri, basit olarak tekrarlanan DNA zincirleridir (Orn: GAG CAA
CAA CAA CAA CAA). Yiksek bant sayis1 6nemli bir avantajdir. RAPD yontemi
ile benzemesine ragmen primerlerin baglanma sicakliklar1 daha yiiksektir. Son

yillarda SSR tabanli belirteclerin kullanimi su sebeplerden dolay: artmistir:

1-Allelik varyasyonlarin yiiksek seviyede olmasi ve kodominant karakter
tagimalar1 bakimindan maliyetlerinin diismesi,

2-PCR uygulandigindan dolayr ¢ok diisiik miktarda dokuya ihtiyag
duymasi,

3-Ozellikle ISSR  belirteglerinin  digerlerine  gére daha  hizh
uygulanabilmesi,

4-Bir tiir i¢in gelistirilen primerlerin akraba tiirlerde de ayni bolgeyi
cogaltabilmesidir [36].

ISSR belirtegleri genetik yapi, genetik ¢esitlilik, filogeni, gen tespiti,
genom haritalama c¢aligmalarinda ve evrimsel biyolojide kullanilmaktadir.
Ornegin; Martin ve ark. [37] 12 ISSR primeri kullanarak Diplotaxis cinsine ait 10
tiriin genetik ¢esitliligini incelemislerdir. Xiao LQ [38] Cycas guizhouensis
bitkisinde ISSR belirtegleri ile ¢esitlilik arastirmasi yapmistir. Haisehen ve Guizhu

[39] Somneratia cinsine ait 6 tlirlin genetik akrabalik seviyelerini ISSR
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belirtecleriyle belirlemislerdir. Gaiero ve ark. [40] Uruguay’ dan toplanan Buita
cinsine ait tehlikede olan B. paraguayensis, B. lallemanti ve B. yatay tiirleri
arasindaki genetik cesitliligi incelemislerdir. Saleh [41] RAPD ve ISSR
belirtecleri kullanarak Arthrocnemum macrostachyum (Chenopodiaceae)’un
genetik c¢esitliligini yorumlamislardir. Ahmed ve ark. [42] Kallustan gelisen aya
geng Dbitkilerinin somaklonal ¢esitlilik arastirmasinda ISSR belirteglerindan
yararlanmislardir. Lin ve ark. [43] ISSR belirteclerini kullanarak Dogu Asya'daki
tehlikede olan Camellie japonica tiirlerinin genetik gesitliligini arastirmislardir.
Toplam 20 adet primer kullanmislar ve 9%90.1'lik polimorfizm orani elde
etmislerdir. Zhang ve ark. [44] ISSR belirtecleri kullanarak Cin'deki Miscanthus
sinensis populasyonlarinin genetik cesitliligini arastirmislardir. Toplam 9 adet
ISSR primeri kullanmiglar ve %52.3'liikk molekiiler ¢esitlilik orani elde etmislerdir.
So6zen [45] kighik Triticale kiiltlirlerinin arasindaki genetik ¢esitliligi ve akrabalik
iligkilerini ISSR belirtecleri ile degerlendirmistir. Arslan ve Tamkog¢ [46] Poa
angustifolia ve Poa trivialis tirleri arasindaki genetik akrabaligi ve genetik

cesitliligi belirlemek igin ISSR-PCR yo6ntemini kullanmiglardir.

1.10. Konu {le Ilgili Onceki Calismalar

Blair ve ark. [47] celtikte mikrosatellit motif frekansin1 ve parmak izi
analizini ISSR belirtecleri kullanarak yapmislardir. 59 kiiltiire edilmis celtik ¢esidi
kullanmiglar ve ¢oklu-(GA) motifinin ¢oklu-(GT) motifinden daha fazla oldugunu
bulmuslardir.

Nagaraju ve ark. [48] florasan tabanli ISSR-PCR ve SSR belirtegleri
kullanarak geleneksel ve evrimlesmis Basmati ve Basmati olmayan c¢eltik
cesitlerinin genetik analizini yapmislardir. Caligmalarinda 19 SSR ve 12 ISSR
primeri kullanmiglardir. PCR reaksiyonlarinin sonucunda 70 SSR ve 481 ISSR
band1 elde etmislerdir. En az genetik ¢esitliligi geleneksel Basmati ¢esitlerinde en
cok genetik cesitliligi ise evrimlesmis Basmati ¢esitlerinde gozlemislerdir.

Parashant ve ark. [49] Oryza sativa subsp indica'nin genetik cesitliligini

AFLP belirtecgleri ile arastirmislardir. Arastirmalarinda 49 hint celtik cesidi
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kullanmiglar ve 9 primer kombinasyonu ile 644 AFLP belirteg1 ortaya
¢ikarmislardir.

Wu ve ark. [50] RAPD ve ISSR belirtecleri kullanarak Oryza cinsinin bir
tiirii olan Oryza granulata ile ¢alismislardir. Bu ¢alismadaki amag¢ Cin'in Yunnan
bolgesinde tehlikede olan yabani geltik tiirlerini koruyabilmektir. Bu ¢aligmanin
sonucunda O. granulata populasyonlar1 arasindaki genetik varyasyon oraninin
diger populasyonlara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Cekirdek
populasyonlarin in sifu korunmasi gerektigi onerisi yapilmistir.

Garris ve ark. [51] yaptig1 ¢calismada Oryza sativa L'nin genetik yapisini
ve ¢esitliligini aragtirmistir. SSR belirtecleri ile yaptiklar1 arastirmanin sonucunda
169 niiklear ve iki kloroplast lokusu bulmuslardir.

Cao ve ark. [52] SSR belirtecleri kullanarak kuzeydogu Cindeki Oryza
sativa f. spontanea populasyonlarinin genetik ¢esitliligini aragtirmiglardir.
Arastirma  sonucunda  bolgeler arasinda  %35'lik  genetik  varyasyon
belirlemislerdir.

Qian ve ark. [53] RAPD belirtecleriyla giliney ve giineydogu Asya O.
granulata gesitlerinin genetik ¢esitliligini arastirmiglardir. Calismalar1 sonucunda
2030 polimorfik 243 bant elde etmisler ve %83.5'lik polimorfizm orani
bulmuslardir.

Bhuyan ve ark. [54] RAPD ve ISSR belirtegleri kullanarak geleneksel
Assam ¢eltiginin genetik ¢esitlilik analizini yapmiglardir. Caligmalarinda 24 adet
celtik ¢esidi kullanmiglar ve % 92,5 polimorfizm oranina sahip 81 RAPD bandi ve
%98 polimorfizm oranina sahip 201 ISSR band1 elde etmislerdir.

Wan ve ark. [55] ISSR belirtegleri kullanarak Cin'in Yunnan bolgesindeki
Oryza meyerianamin 34 populasyonunda genetik ¢esitlilik arastirmasi
yapmuslardir. 13 ISSR belirtec1 kullanilmisg, toplamda 168 bant amplifiye edilmis
bunlardan 135'i polimorfik ¢ikmustir.

Seetharam ve ark. [56] SSR belirtecleri ve morfolojik karakterler
kullanarak c¢esitlilik arastirmasi yapmislardir. Bu ¢alismada 30 ¢eltik genotipinin
kara 1rklari, saf hatlar, somaklonlar, iiretim hatlar1 ve sahil tuzlu ortama adapte

olmus varyetelerinin genetik c¢esitlilik dereceleri incelenmistir.
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Zhao ve ark. [57] Oryza rufipogon ve Oryza sativa arasindaki genetik
farklilig1 Alttiir-spesifik Intron Uzunluk Polimorfizm (SSILP) belirtegleri
kullanarak calismislardir. Caligmalarinda her bir tiirden 10 bireyle ¢alisarak 57
SSILP belirteg1 elde etmislerdir.

Kumagai ve ark. [58] kloroplast DNA'sinin yiiksek degisken bolgelerini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada Oryza cinsinin genetik ¢esitliligini ve evrimsel
iligkilerini arastirmiglardir. Arastirmaya tiim kloroplast sekansini1 kiyaslayarak
baslamislardir. Tiim kloroplast genomunu ve yiiksek degisken bolgeleri in slico 6n
analizle karsilastirmiglar ve bunun sonucunda cesitliligi yiiksek kalitede test
etmeye yarayacak onemli bolgelere ulagsmiglardir.

Kanawapee ve ark. [59] RAPD ve SSR belirtecleri kullanarak tuz
toleransindaki degisimlerde genetik cesitliligi incelemislerdir. 30 ¢eltik kiiltiiriinii
5 tolerans kategorisine ayirmiglardir. 20 adet RAPD primeri ve 20 adet SSR
primeri kullanilmistir. Toplamda 161 RAPD belirte¢1 ve 190 SSR alleli tiretilmis
ve %68,94 ve %89,47 polimorfizm orani elde edilmistir.

Mengistu [60] yiliksek lisans tez c¢alismasinda Etiyopya’daki c¢eltik
cesitlerinin genotipini ISSR parmak izi, fenotipik c¢esitlilik ve ozellik iligkilerini
incelemiglerdir. Bu calismada, 18 c¢eltik ¢esidinde 5 ISSR primeri ile 62’si
polimorfik (% 82,67) 75 bant elde edilmistir.

Swamy ve ark. [61] QTL analizleri kullanarak Oryza sativa cv Swarna x
O. nivara geri caprazlamalartyla molekiiler haritalama yapmiglardir. Aragtirma
sonucunda 30 QTL belirlenmistir.

Kumbhar ve ark. [62] ISSR belirtecleri kullanarak celtigin molekiiler
cesitliligini incelemislerdir. Toplam 13 ISSR primeri ile %97.08'lik polimorfizm
oranina sahip 103 bant elde etmislerdir.

Celtik ile iilkemizde yapilan molekiiler ¢calismalar sinirh sayidadir.

Stirek H. ve Beser N. [63] Trakya'da yetisen ¢eltigin verim komponentleri
arasindaki iligkiler ile bunlarin ¢eltik tane verimi iizerindeki dogrudan ve dolayl
etkilerini incelemislerdir. Biyolojik verim ve hasat indeksinin tane verimi tizerinde
dogrudan etkiye sahip oldugunu gozlemislerdir.

Sahin [64] "Tosya-Osmancik ve Kargi ilgelerinde Celtik Ziraati" isimli
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caligmay1 yapmustir. Bu ¢aligma ile ¢eltik tariminin yapilma sartlarint belirlemeye
calismis ve yukaridaki ilgelerdeki durumu ortaya ¢ikarmayi amaglamistir.
Biiyiikiinal ve Bay [65] Tiirkiye'deki celtik cesitlerinin tohum depo
proteinleri ve RAPD belirtecleri ile genetik analizini yapmiglardir. Toplamda 29
tanesi polimorfik olmak iizere 42 bant ve %69'luk polimorfizm orani elde
etmislerdir.
Tasligil ve  Sahin [66] 'Tiirkiye'de Celtik Yetistiriciligi ve Cografi

Dagilim1' isimli bir caligma yapmuislardir.

1.11. Calismanin Amaci

Celtik Tiirkiye'deki ve diinyadaki en dnemli besin kaynaklarindan biridir.
Ayrica ekonomik agidan da ¢ok Onemli bir bitkidir. Giiniimiizde azalan su
kaynaklar1 ve daralan ekim alanlar1 g6z oniline alindiginda kit kaynaklara daha
dayanikli, daha az alanda daha ¢ok dane verimli cesitlerin gelistirilmesi son
derece dnemlidir. Bu sebeplerle bu bitkinin 1slah ¢alismalar1 devam etmektedir.

Islah ¢aligmalarinda kullanilmak {izere segilecek ebeveyn bitkilerin genetik
cesitlilik seviyelerindeki farklilik yeni g¢esitlerin gelistirilmesi i¢in oldukca
onemlidir. Ulkemizde celtik cesitlerinde genetik ¢esitlilik iizerine molekiiler
seviyede yapilan tek ¢alisma RAPD ve tohum depo proteinlerinin kullanildigt bir
caligmadir. Yapilan literatiir arastirmasinda ¢eltik gesitleri iizerinde ISSR analizine
dayal1 bir c¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle c¢alismamizda Tiirkiye'de
gelistirilmis olan celtik cesitlerinden 28 tanesinin ISSR-PCR yontemi ile genetik

benzerlik seviyelerinin belirlenmesi amaglanmastir.
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2. MATERYAL, YONTEM

2.1. Materyal

Bu caligmada iilkemizde gelistirilmis 28 ¢eltik ¢esidi kullanilmistir. Bu
cesitlerden 23 tanesi T.C. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi'na bagh Trakya
Tarimsal Arastirma Enstitlisiinden (TTAE), 5 tanesi Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisti’'nden (KTAE) temin edilmistir. Calismada kullanilan c¢eltik ¢esitleri ve
ebeveyn bilgileri Cizelge 2.1'de listelenmistir. Cesitlerin olgunlasma giin sayisi ve

verim bilgileri ve boy uzunluklar1 Cizelge 2.2'de verilmistir.

21



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 2. 1. Tarimsal Arastirma Enstitiilerindenden temin edilen geltik ¢esitleri ve ebeveyn

bilgileri [TTAE (1-23)'den saglanan gesitler, KTAE (24-28)'den saglanan cesitler]

BG=Bulgaristan, F=Fransa, I=Italya, RUS=Rusya, TR=Tiirkiye

22

SIRANO CESIT ADI ANA ADI BABA ADI
1 Osmancik 97 Rocca (1) Europa (I)
2 Demir Plovdiv (BG) Lido (I)
3 Kiral Gritna (I) Balilla-28 (F)
4 Gonen Bonni (I) Shinei
5 Halilbey Ipsala Veneria (I)
6 Ece 8203- TR413-6-1-1 8260- TR470-6-1-1
7 Kirkpmar Ipsala 80110-TR253-4-1-1
8 Sumnu Rialto (I) Koral
9 Beser Ipsala Mutasyon
10 Kiziltan Veneria (I) Thainato
11 Aromatik-I Introdiiksiyon
12 Tunca Rocca (I) Thainato
13 Pagali Osmancik-97 820700-TR480-1-1-1-1
14 Cakmak Trakya N1-41T-1T-0T
15 Efe Baldo (I) Demir
16 Hamzadere Demir 83013-TR631-4-1-2
17 Siirek 95 Rocca (1) Rodina (BG)
18 Serhat 92 Rocea (1) Krasn?r({i%r;l;y-424
19 Trakya Baldo (1) Komsomolsky (RUS)
20 Ergene Delta (F) Zoria (BG)
21 Merig Delta (F) Akgeltik (TR)
22 Ipsala Rodina (BG) Delta (F)
23 Altinyazi Baldo (I) Ribe (I)
24 Mevliitbey Drago (BG) Kral
25 Kizilirmak N1,41 T-1T-0T 8317-TR 635-1-2
26 Osmancik - -
27 Karadeniz Roma (I) Silla
28 Bafra Yildizi Ballilla-28 (F) TR666-8-1-1-1
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Cizelge 2.2. Celtik ¢esitlerinin olgunlagma giin sayisi, verimleri ve boy uzunluklari [86]

Verim Boy Uzunlugu
Cesit ad1 Olgunlagma (Giin)| Potansiyeli (cm)

(kg/da)
Trakya 128 850 113
Ergene 117 800 100
Merig 125 800 100
Ipsala 125 850 110
Altinyazi 130 800 110
Serhat-92 128 800 105
Siirek-95 130 1000 100
Osmancik-97 130 1000 100
Kiral 130 900 90
Demir 135 1100 85
Gonen 125 850 105
Halilbey 132 1100 100
Kirkpinar 125 900 105
Ece 135 900 90
Sumnu 135 900 90
Beser 130 850 100
Kiziltan 135 1000 85
Aromatik-1 140 700 80
Tunca 135-140 800-900 90
Cakmak 130 800-1000 95-100
Efe 125-130 800-900 100-105
Hamzadere 130 800-900 95
Pasali 120-125 780-850 95-100
Osmancik - 800-850 -
Karadeniz 118-131 600-650 100-130
Bafra Yildiz1 - 650-815 -
Mevliit Bey 129-135 700-750 -
Kizilirmak 115-130 658-813 80-95

2.2. Yontem

Celtik cesitleri arasindaki genetik cesitliligin ISSR-PCR teknigi ile
belirlenmesinde sirasiyla DNA izolasyonu, DNA saflik ve miktar dl¢timii, PCR
uygulamasi, PCR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilmesi, elektroforez
sonuglarinin gdriintiillenmesi ve sonuglarin bilgisayar analiz programlar ile

yorumlanmas1 asamalar1 gergeklestirilmistir.
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2.2.1. Celtik tohumlarmnin cimlendirilmesi

Planlanan calismada enstitiilerden gelen c¢eltik ¢esitlerinin her birinden 20-
25 adet tohum i¢lerinde kurutma kagitlari olan 9 mm ¢apli petrilere yerlestirilerek
13 saat 151k, 11 saat karanlik ve % 60 nem derecesine ayarlanmig iklim kabininde
(Sanyo, MLR-350H) ¢imlenmeye birakilmistir. Petrilere diizenli olarak distile su
verilerek kurutma kagitlarinin islak tutulmasi saglanmistir. Cimlenmenin 17.
gliniinde yaklasik 15 cm uzunluguna erisen fidelerden DNA izolasyonu igin
yaprak materyali toplanmistir. Kesilen yaprak parcalart aliiminyum folyolara

sarilarak etiketlenmis ve -20°C’ye kaldirilmistir.

2.2.2. DNA izolasyonu ve saflastirilmasi

Yaprak ornekleri sivi azot kullanilarak havanda pudra haline gelene dek
ogiitildiikten sonra 2ml'lik ependorflarin i¢ine alinmistir. DNA izolasyonu i¢in 2X
CTAB (cetil three metil amonyum bromid) yontemi kullanilmustir [67]. 2X CTAB

lizis tamponu Cizelge 2.3'teki gibi hazirlanmigtir.

Cizelge 2.3. 2X CTAB lizis tamponu bilesenleri

NaCl 14ml 1.4M veya 4.095¢g toz
Tris 1M (pH=8) Sml
CTAB lg
EDTA (0.5M) 2ml
PVP (Polyvynil pyrodine) 0.5g

(Cozeltinin son hacmi distile su ile 50 ml'ye tamamlanmis ve 120°C 'de 20
dk otoklavlanmistir. Daha sonra tampona 200 pl merkaptoetanol eklenmistir.
DNA izolasyon prosediirii ise asagidaki gibi uygulanmaistir:
2X CTAB tamponu 65°C'ye 1sitilip hazir hale getirilmistir.
1. Siv1 azotta ogiitiilmiis 500 mg bitki materyali 2 ml'lik ependorf tiipe
alnarak tizerine 800-1500 pl CTAB eklenmis ve pipetle karistirilarak

homojen hale getirilmistir.
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2. Tipler 62°C 'de 30-60 dk inkiibe edilmis ve her 5 dk'da bir tiipler alt
iist edilmigtir.

3. Karigim tiipiine esit hacimde kloroform:izoamil alkol eklenerek 10dk
alt iist edilerek karistirilmistir.

4. Tipler 10000 rpm'de 10 dk santrifiijlenmis ve siipernatant yeni tiipe
aktarilmustir.

5. Aktarilan miktarin 2/3'i kadar -20°C 'de izopropanol eklenmis, birkag
kere alt list edildikten sonra -20°C 'de 2 saat inkiibe edilmistir.

6. Tiipler 10000 rpm'de 10 dk santrifiijlenmistir.

7. DNA pelleti 300 ul %70 etil alkol ile yikanmis ve ¢eker ocakta
kuruyana kadar bekletilmistir.

8. Kuruyan DNA pelleti istenilen DNA konsantrasyonuna gore 50-100 pl

steril deiyonize suda ¢oziindiirtilmiistiir.

2.2.3. DNA miktar ol¢iimii

DNA miktar 6l¢iimiine gegcmeden 6nce izole edilen DNA 6rneklerinden 8
ul alinarak % 0.8'lik 75 ml agaroz jelde 90 V’ta 35 dk yiiriitiilmiis ve DNA'larin
kalitesinin prosediire devam etmeye uygun olup olmadigi kontrol edilmistir.
DNA'lar jelde tek, parlak bir bant olarak gézlenmis ve bu 6rneklerin Nanodrop
Spektrofotometre ile 260 ve 280 nm dalga boyunda saflik ve miktar tayinleri
yapilmustir. Agaroz jelde ¢ok silik veya 11kl yol seklinde goziiken ornekler i¢in
DNA izolasyonu tekrarlanmistir. Olgiim sonuglarina gére DNA 6rnekleri PCR
caligmalarinda kullanilmak {izere pl'sinde 2 ng olacak sekilde steril distile su ile

seyreltilmistir.

2.2.4. ISSR-PCR analizleri

Bitki orneklerinden izole ettigimiz DNA'lar ve British Colombia
Universitesi Biyoteknoloji laboratuvarinda dizayn edilen ISSR primer setinden

20 tanesi rastgele secilerek PCR islemi gerceklestirilmistir.

25



Deneyler sirasinda 20 adet ISSR primeri kullanilmistir. Kullanilan
primerler Cizelge 2.4' te listelenmistir. Uygulanan PCR protokolii ise Cizelge 2.5'
teki gibidir. PCR bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 2.6’da verilmistir.

Cizelge 2.4 Kullanilan ISSR primerleri ile ilgili bilgiler
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Primer Ad1 Primer Dizisi TA(°C) | Uzunluk | % G/C
GAG-(CAA)s Gag CAA CAA CAA CAA CAA 50 18 38,89
(CAG)s CAg CAg CAg CAg CAg 50 15 66.67
VHV-(GT),G VHYV gTg TgT gTg TeT gTg 55 18 44.44
(AG)s-G AgA gAg AgA gAg AgA gG 52 17 52,94
(GA)s-T gAg AgA gAg AgA gAg AT 50 17 44,44
(GA)s-A gAg AgA gAg AgA gAg AA 50 17 47,06
(AG)s-T AgA gAg AgA gAg AgA gT 50 17 47,06
(AG)s-C AgA gAg AgA gAg AgA gC 52 17 52.94
(AC)s-C ACA CACACA CACACACC 52 17 52.94
(TCG)s-G TCg TCg TCg TCg TCg TCg g 64 19 68,42
(AGC)s-T AgC AgCAgCAgCAgCAgCT 62 19 63,16
(AGC)-G AgC AgC AgCAgCAgCAgCg 64 19 68.42
(AGC)s-C AgC AgC AgC AgC AgC AgC C 64 19 68.42
(AC)s-G ACA CACACACACACACg 52 17 52,94
(GT)s-C gTg TgT gTg TgT gTg TC 52 17 52,94
BDB-(ACA);s BDB ACAACAACAACAACA 52 18 27.78
DD-(CGA)s DDC gAC gAC gAC gAC gA 55 17 58.82
(AG)-YT AgA gAg AgA gAg AgAgYT 52 18 44.44
(GT)-YC gTg TgT gTg TgT gTg TYC 55 18 50.00
(CAA)s CAA CAA CAACAA CAA 40 15 33.33
(Y=(C,T) B=(C,G,T) D= (A,G,T) V= (A,G,C) )
Cizelge 2.5. PCR prosediirii
SICAKLIK (°C)  SURE DONGU
SAYISI
ONDENATURASY 94 4 dk 1
ON
DENATURASYON 94 45 sn
BAGLANMA 40-64 45 sn 45
UZAMA 72 90 sn
SON UZAMA 72 7 dk 1
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Cizelge 2.6 Kullanilan PCR bilesenleri ve miktarlari

BILESEN MIKTAR
dH,O 12.8 ul
10X Taq Buffer (Fermantas) 2.5 ul (1X)
25mM MgCl, (Fermantas) 2 pl (2 uM)
2,5mM dNTP 2.5 pl (2.5 uM)
2,5mM Primer 2 ul (2.5 pM)
Kalip DNA 3 pl (6 ng)
Taq Polimeraz (Fermantas) 0.2 ul (1 U)
Toplam 25 ul

PCR reaksiyonlar1 25 pl hacimde 1X Taq Buffer, 2 uM MgCl12, 2.5 uM
dNTP, 2.5 pM primer, 6 ng kalip DNA ve 1U Taq polimeraz enzimi ile
hazirlanmigtir. Her bir primer i¢in hazirlanan negatif kontrol reaksiyonlara
eklenmistir. Ayrica reaksiyonlarin bant profillerinden emin olmak icin bazi
bireyler rastgele secilip PCR reaksiyonu ikinci kez tekrarlanmistir.

Primerlerin baglanma sicakliginin belirlenmesinde asagidaki formiil
kullantlmistir;

(A+T) x 2°C + (G+C) x 4°C

PCR reaksiyon kosullar1 6n denatiirasyon i¢in 94°C 4 dk, denatiirasyon
icin 94°C 45 sn, baglanma i¢in 40°C-64°C arasinda hesaplanan degere gore 45 sn,
uzama i¢in 72°C 90 sn ve son uzama i¢in 72°C 7 dk sicaklik ve siireler ile
yapilmistir. Denatiirasyon, baglanma ve uzama asamalar1 "1 dongii" olarak kabul
edilmis ve 45 defa tekrarlanmistir. Deneyler Applied Biosystems Veriti gradient

termal dongii cihazi ile gergeklestirilmistir.
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2.2.5. Jel elektroforezi uygulamalari

PCR iiriinleri yatay jel elektroforezi (Thermo, Midicell Promo) ile %1.2'lik
agaroz jel lizerinde ayrilmistir. Jeller 0.5X TBE tamponundan hazirlanmis ve
yiiriitme iglemi yine 0.5X TBE tamponu ile yapilmistir. Jellere katilasmadan oOnce
10ul etidyum bromid (0.5 pg/ml) eklenmistir.

PCR iiriinleri her bir kuyucuga 9 pl 6rnek 1 pl yiikkleme tamponu olmak
tizere 10 pl yiikklemis ve 90 V'ta 80 dk yiiriitiilmiistiir. Bant biiytikliiklerinin
belirlenmesi amaciyla her jelde ilk ve son kuyucuklara 100 bp'lik DNA ladder
(Fermentas) ylklenmistir. (Sekil 2.1)

bpnpdSpg %
W00 280 5.6
fa{,zmm 28.0 56
1500 28.0 5.8
/4200 280 56
/ 1000 800 160
490 270 54
= 7 B0 270 54
= 700 270 54
E — B0 270 54
5 — 500 800 160
g _ 400 0.0 6.0
2 300 0.0 6.0
o — 20 300 6.0
L
s _ {00 30.0 6.0
=
=
=
-
0.5 plane, 8 cm length gel,
1XTEE, 5Viem, 1 h

Sekil 2.1 Fermantas Gene Ruler 100 bp DNA ladder Plus
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2.2.6. Elektroforez sonu¢larinin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi

Jeller yiiriitme isleminden sonra Uvitec Biolab marka jel dokiimantasyon
sistemi ile gorlintilenmis ve fotograflanmistir. Fotograflar GNU Image
Manupulation Program (GIMP) ile diizenlenmistir. PCR sonrasinda olusan
bantlarin biiyiikliikleri 100 bp DNA ladderin bant biiyiikliikleri (Sekil 2.1) ile
kiyaslanmistir.

Her bir primer icin elde edilen bantlar jel fotograflar1 iizerinde
karsilagtirilarak her bireyde var (1) veya yok (0) seklinde sayilanmasi ile ikili
matris olusturulmustur. Bu veriler kullanilarak c¢esitler arasindaki genetik
benzerlik degerleri Jaccard esitligi [68, 69] kullanilarak NTSYS-Pc.2.02. [70]
programinda belirlenmistir. Yine ayn1 programda bu benzerlik degerleri
kullanilarak UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean)
metodu ile c¢esitler arasindaki genetik iligkileri gosteren dendrogram elde

edilmistir.

2.2.7. Polimorfizm bilgi iceriginin hesaplanmasi

Polimorfizm bilgi icerigi (PBI), bir markirin bir popiilasyon icindeki
polimorfizmi belirleme degeridir. PBI belirlenebilir allellerin sayisina ve bunlarin
dagilim frekansina dayanir ve gen ¢esitliliginin esdegeridir [71].

Calismada kullandigimiz primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI)
Riek De ve ark. (2001) dominant markirlar i¢in kullandig1r asagidaki formiil
yardimi ile hesaplanmustir [72]:

PBI = 1- [f2+ (1- )] 2.1

Bu formiilde f, veri setindeki markirin frekansidir.
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3. BULGULAR

3.1. DNA izolasyonu

Genetik materyal kullanmay1 gerektiren biitiin ¢alismalar icin DNA
ekstraksiyonu ve saflastirilmasi sarttir. Bu nedenle bizim calismamizda da
elimizdeki 28 ¢eltik (Oryza sativa L.) cesidinin iklim kabininde ¢imlendirilen
tohumlarindan ¢imlenmeden 17 giin sonra geng¢ yapraklar1 toplanmis ve yapraklar
sivi azot kullanilarak porselen havan ve tokmakla toz hale getirilmistir.
Sonrasinda bu toz materyalden 2X CTAB yontemi ile genomik DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir [67].

3.2.DNA Miktar ve Saflik Tayini

Molekiiler biyolojide izolasyon sonrasi basamaklara gegmeden once elde
edilen DNA'larin safliginin kontrolii gereklidir. Ayrica DNA'nin miktarinin
nanogram veya mikrogram diizeyinde belirlenmesi de elzemdir. Bunlar1 saglamak
icin genellikle ultraviyole 1s1k absorbsiyona dayali spektrofotometrik dl¢limler
yapilir. Celtik ¢esitlerinden elde ettiimiz DNA'larin saflik ve miktarlar
Nanodrop Spektrofotometre ile 6l¢iilmiistiir. Miktar bakimindan en yiiksek ve en
diisiik degerler sirast ile 1295.9 ng/ul (Kiziltan) ve 64.8 ng/ul (Aromatik-I) olarak
elde edilmistir. Niikleik asitler 15181 en 1yi 260 ve 280 nm dalga boyunda absorbe
ederler. Bu yiizden 6l¢iim bu iki deger arasinda yapilir ve bunlarin birbirine orani
niikleik asitlerin safligin1 verir. Bu oranin 1.8-2.0 degerleri arasindaki 6l¢timii saf
olarak kabul edilir. Aksi takdirde fenol bilesiklerinin ve/veya proteinlerin gerektigi
kadar uzaklastirilamadigi yorumu yapilabilir. Calismamizda DNA o6rneklerinin
saflik degerleri 2.0-2.24 arasinda bulunmustur. Saflik degerleri 2.0'nin {izerinde
olan DNA 6rnekleri PCR reaksiyonlarinda basarili sonuglar verdiklerinden tekrar
izolasyon yapilmamistir. Elde edilen DNA saflik ve miktar degerleri Cizelge

3.1'de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Celtik ¢esitlerinden izole edilmis DNA'larin miktar ve saflik 6l¢iim sonuglari

Cesit Adn 260/280 ng/ml
nm
Osmancik-97 2.24 337.5
Demir 2.07 306.3
Kiral 2.08 492.9
Gonen 2.06 548.0
Halilbey 2.08 372.2
Ece 2.00 484.5
Kirkpmar 2.16 1022.9
Sumnu 2.14 12449
Beser 2.14 960.5
Kiziltan 2.15 1295.3
Aromatik-1 2.04 64.8
Tunca 2.17 676.2
Pasah 2.03 508.0
Cakmak 2.04 313.0
Efe 2.06 449.9
Hamzadere 2.11 306.2
Siirek-96 2.17 866.8
Serhat 92 2.08 544.0
Trakya 2.17 298.0
Ergene 2.15 215.1
Meri¢ 2.06 380.7
ipsala 2.01 545.3
Altinyaz 2.01 349.8
Mevliitbey 2.04 347.9
Kizihirmak 2.11 461.7
Osmancik 2.14 230.6
Karadeniz 2.13 278.5
Bafra Yildiz 2.04 388.8
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3.3. ISSR PCR Optimizasyonu

Kullandigimiz primerlerin en iyi sonuclar1 verebilmesi i¢in miktar ve
reaksiyon  kosullarinin  optimum  degerlerlerinin  bulunmas1  gereklidir.
Caligmamizda ilk olarak ticari PCR karigimi seklinde satilmakta olan ve iglemleri
hizlandiracagini diisiindiiglimiiz OneTaq QuickLoad 2X Master Mix with Standart
Buffer (New England Biolab: UK) denenmistir. Bu denemede Cizelge 3.2'deki
miktarlar ve Cizelge 3.3'teki sartlarda GAG-(CAA)s primeri ile PCR kurulmustur.
Yapilan elektroforez sonrasinda tatmin edici sonuglar gézlenememistir. Daha
sonra ticari miks optimize edilmeye calisilmistir. Optimizasyon i¢in karigima,
birbirinden bagimsiz olarak primer, MgCl,, ANTP, enzim, kalip miktarlarinda
degisiklikler yapilarak PCR kurulmustur (Cizelge 3.4). Fakat tatmin edici

sonuclar elde edilememistir.

Cizelge 3.2. Ticari MasterMix i¢in PCR Bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
MasterMix 12.5
dH20 7.5
Primer 2
Kalip DNA 3
Toplam 25

Cizelge 3.3. Ticari Master Mix i¢in Reaksiyon Kosullari

Basamak Sicaklik (°C) Siire (sn) Dongii
On 94 30 1

denatiirasyon
Denatiirasyon 94 30

Baglanma 50-64 45 30

Uzama 68 90
Son Uzama 68 300 1
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Cizelge 3.4. Ticari MasterMix ile optimizasyon amagli denenen bilesenlerin miktarlar

Bilesen Karisima Eklenen Miktarlar
()
MasterMix 12.5
Primer 1.5-2.0-3.0
MgCl, 0-1.33-1.66
dNTP 0-0.5-2.0
Enzim 0-0.1
Kalip 1.5-3.0
dH,O 25ul'ye tamamlayacak sekilde

Bu denemelerden sonra normal PCR prosediiriine geri doniilmiistiir.
Cizelge 2.5'teki sartlar ve Cizelge 2.6'daki miktarlar ile deneme yapilmustir. Elde
edilen sonuglar tatmin edici olunca caligmaya bu sartlar kullanilarak devam

edilmistir.
3.4. ISSR PCR Analizi

Asagidaki sekillerde M markiri, 1-28 ¢eltik cesitlerini (Cesit adlar1 igin
Bkz. Cizelge 2.1), -K ise negatif kontrolii ifade etmektedir.
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Sekil 3.1. GAG-(CAA)s primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

GAG-(CAA)s primeri ile 151 polimorfik 17 bant elde edilmistir.
Polimorfizm oram1 % 80.24'tiir. Elde edilen PBI degeri ise 0.352'dir. Bant
biiytikliikleri 500-1600 bg arasinda degismektedir.

Sekil 3.2. (CAG)s primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(CAQG);s primeri ile 16's1 polimorfik 19 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 84.22'dir. Elde edilen PBI degeri 0.373'tiir. Bant biiyiikliikleri 700-1650
bg¢ arasinda degigmektedir.
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Sekil 3.3. VHV-(GT), -Gprimeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

VHV-(GT),-G primeri ile 15'1 polimorfik 17 bant elde edilmistir.
Polimorfizm oran1 % 88.24'tiir. Polimorfizm bilgi icerigi 0.364'tlir. Bant
biiytikliikleri 500-1750 bg arasinda degismektedir.

Sekil 3.4. (AG)s-G primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AG)s-G primeri ile 9'u polimorfik 11 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 81.82'dir. Polimorfizm bilgi igerigi 0.370'tir. Bant biiytikliikleri 450-1550

bg arasinda degismektedir.
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Sekil 3.5. (GA)s-T primeri ile Oryza sativa ¢esitlerinde olusan bant profilleri

(GA)s-T primeri ile 19'u polimorfik 22 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 83.37'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.374'tiir. Bant biiyiikliikleri 350-
1900 bg arasinda degigsmektedir.

Sekil 3.6. (GT)s-YC primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(GT)s-YC primeri ile 12'si polimorfik 13 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 92.31'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.366'dir. Bant biiyiikliikleri 650-
1500 bg arasinda degigsmektedir.
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Sekil 3.7. (GA)s-A primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olugan bant profilleri

(GA)s-A primeri ile 9'u polimorfik 13 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 69.24'tiir. Elde edilen PBI degeri ise 0.364'tiir. Bant biiyiikliikleri 500-
1600 bg arasinda degigsmektedir.

Sekil 3.8. (AG)s-T primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AG)s-T primeri ile 8'1 polimorfik 13 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 61.54'tir. Elde edilen PBI degeri ise 0374'tiir. Bant biiyiikliikleri 450-
2100 bg arasinda degismektedir.
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Sekil 3.9. (AG)s-C primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AG)s-C primeri ile 19'u polimorfik 21 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 90.48'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.320'dir. Bant biiyiikliikleri 400-
2500 bg arasinda degigsmektedir.

Sekil 3.10. (AC)s-C primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AC)s-C primeri ile 13'i polimorfik 15 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 86.67'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.340'ir. Bant biiyiikliikleri 650-
2100 bg arasinda degigsmektedir.
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Sekil 3.11. (CAA)s primeri ile Oryza sativa ¢esitlerinde olusan bant profilleri

(CAA)s primeri ile 2'si polimorfik 5 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 40.00'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.300'diir. Bant biiyiikliikleri 1100-
1300 bg arasinda degismektedir.

Sekil 3.12. (TCG)s-G primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olugan bant profilleri

(TCG)s-G primeri ile 13"t polimorfik 14 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 92.86'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.274'tiir. Bant biiyiikliikleri 400-
1500 bg arasinda degismektedir.
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Sekil 3.13. (AGC)e-T primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AGC)6-T primeri ile 4'ii polimorfik 6 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 66.66'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.360'tir. Bant biiyiikliikleri 350-
2100 bg arasinda degigsmektedir.

Sekil 3.14. (AGC)s-G primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AGC)6-G primeri ile 16's1 polimorfik 17 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 94.12'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.304'tiir. Bant biiyiikliikleri 250-
1900 bg arasinda degismektedir.
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Sekil 3.15. (AGC)e-C primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AGC)6-C primeri ile 9'u polimorfik 12 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 72.73'tiir. Elde edilen PBI degeri ise 0.347'dir. Bant biiyiikliikleri 300-
2500 bg arasinda degigsmektedir.

Sekil 3.16. (AC)s-G primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(AC)s-G primeri ile 12'si polimorfik 14 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 85.72'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.372'dir. Bant biiyiikliikleri 500-
2500 bg arasinda degismektedir.
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Sekil 3.17. (GT)s-C primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

(GT)s-C primeri ile 5'1 polimorfik 7 bant elde edilmistir. Polimorfizm orani
% 71.43'tiir. Elde edilen PBI degeri ise 0.363'tiir. Bant biiyiikliikleri 600-2400 bg

arasinda degismektedir.

Sekil 3.18. DBD-(AC); primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

BDB-(ACA); primeri ile 6's1 polimorfik 10 bant elde edilmistir.
Polimorfizm oram1 % 60.00'tir. Elde edilen PBI degeri ise 0.309'dur. Bant
biiytikliikleri 450-2200 bg arasinda degismektedir.
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Sekil 3.19. DD-(CGA)s primeri ile Oryza sativa gesitlerinde olusan bant profilleri

DD-(CGA)s primeri ile 10'uw polimorfik 11 bant elde edilmistir.
Polimorfizm oran1 % 90.91'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.371'dir. Bant
biiyiikliikleri 500-2000 bg arasinda degismektedir.

Sekil 3.20. (AG)s-YT primeri ile Oryza sativa L. gesitlerinde olusan bant profilleri

(AG)s-YT primeri ile 5'1 polimorfik 11 bant elde edilmistir. Polimorfizm
oran1 % 45.46'dir. Elde edilen PBI degeri ise 0.350'dir. Bant biiyiikliikleri 400-
1600 bg arasinda degigsmektedir.
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3.5. PCR Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Kullanilan 20 adet ISSR primerinden toplam 268 adet bant olusturmustur.
En fazla bant 22 bant ile (GA)s-T primerinde, en az bant ise 5 bant ile (CAA)s
primerinde ortaya ¢ikmustir. Primer basina ortalama bant sayisi ise 13.4'tir.
Bantlar var (1) ya da yok (0) seklinde degerlendirilmistir. PCR deneyleri
sonucunda olusan 268 adet bandin 51 tanesi monomorfik, kalan 217 bant ise
polimorfiktir. Bunu yiizde olarak hesapladigimizda bantlarin  %19.02'si
monomorfik, kalan %=80.97'si ise polimorfiktir. Caligilan primerin hepsinde
polimorfizm gbézenmistir. Cizelge 3.6'da primerlerin olusturdugu bant sayisi,
yaklagik en biiylik ve en kii¢iik bant boyutlar: ile polimorfik bantlarm %'leri
verilmistir. Biitiin primerler dikkate alindi§inda bantlarin biiytikliikleri 250 ile
2500 bg arasinda degismektedir.

Cizelge 3.5. Primerlerin ortalama bant biiyiikliikleri ve % polimorfizm oranlar1 ve PBI degerleri

Primer Ad1 Bant Baz Cifti Arahg % Polimorfizm Polimorfizm Bilgi
Sayisi (bg) icerigi (PBI)
GAG-(CAA); 17 500-1600 88.24 0.351
(CAQG)s 19 700-1650 84.22 0.373
VHV-(GT),G 17 500-1750 88.24 0.364
(AG)s-G 11 450-1550 81.82 0.370
(GA)s-T 22 350-1900 83.37 0.374
(GA)-A 13 500-1600 69.24 0.364
(AG)s-T 13 450-2100 61.54 0.374
(AG)s-C 21 400-2500 90.48 0.320
(AC)s-C 15 650-2100 86.67 0.340
(TCG)s-G 14 400-1500 92.86 0.274
(AGC)s-T 6 350-2100 66.66 0.360
(AGC)e-G 17 250-1900 94.12 0.304
(AGC)e-C 12 300-2500 72.73 0.347
(AC)-G 14 500-2200 85.72 0.372
(GT)s-C 7 600-2400 71.43 0.363
BDB-(ACA), 10 450-2200 60.0 0.309
DD-(CGA)s 11 500-2000 90.91 0.371
(AG)s-YT 11 400-1600 45.46 0.350
(GT)s-YC 13 650-1500 92.31 0.366
(CAA); 5 1100-1300 40.0 0.300
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Bantlar var (1) ya da yok (0) seklinde degerlendirildikten sonra NTSYS-
Pc.2.02 programi kullanilarak analiz edilmis ve benzerlik Cizelgesu (Cizelge 3.7)
ile Jaccard benzerlik degerlerinden yola ¢ikarak bir dendogram (Sekil 3.21) elde

edilmistir.
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Cizelge 3.6. NTSYS-Pc.2.02 programu ile elde edilen benzerlik oranlari
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Sekil 3.21.Celtik ¢esitlerinin ISSR markirlar1 kullanilarak olusturulan dendogrami
(1:0Osmancik97, 2:Demir, 3:Kiral, 4:Gonen, 5:Halilbey, 6:Ece, 7:Kirkpinar, 8:Sumnu,
9:Beser, 10:Kiziltan, 11:Aromatik-I, 12:Tunca, 13:Pasali, 14:Cakmak, 15:Efe,
16:Hamzadere, 17:Siirek95, 18:Serhat92, 19:Trakya, 20:Ergene, 21:Merig, 22:1psala,
23:Altinyazi, 24:Mevliitbey, 25:Kizilirmak, 26:0Osmancik, 27:Karadeniz, 28:Bafra
Yildizi)
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4. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

Celtik diinyada bugday ve musirla beraber en ¢ok tarimi yapilan tahildir.
Ayrica, yiliksek besin degerleriyle, diinyanin en O&nemli besin kaynaklar
arasindadir. Bu nedenlerle ¢eltigin ekonomik 6nemi ¢ok biiyiiktiir. Bu ¢alismada
20 adet ISSR primeri kullanilarak analiz edilen 28 adet celtik ¢esidinin genotipleri
arasindaki genetik iliskiler dominant bir markir teknigi olan ISSR-PCR y6ntemi
ile ortaya cikarilmistir. Literatlir aragtirmasi sonucunda Tiirkiye'de gelistirilmis
celtik ¢esitleri tizerine ISSR markirlart ile yapilmis genetik  bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Calismamiza en yakin c¢alisma Biiyilikiinal ve Bay [65]'n
Tiirkiye'deki ¢eltik cesitlerinin tohum depo proteinleri ve RAPD markirlari
kullanarak yaptiklar1 genetik analiz ¢aligmasidir. ISSR analizleri sonucunda 28
celtik ¢esidinin tamami birbirinden ayrilmistir. Genetik benzerlik indeksi Jaccard
esitligine gore NTSYS-Pc.2.02. [70] programinda hesaplanmistir. Soyagacinin
elde edilmesinde UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Average) yontemi kullanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen soyagacinda 2 ana
grup olusmustur. Ik ve biiyiik grubu Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden
gelen cesitler (A), ikinci ve kiiclik grubu ise Karadeniz Tarimsal Arastirma

Enstitlistinden gelen ¢esitler (B) olusturmustur (Sekil 3.21).

4.1. Bant Sayilar1 ve Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan 20 adet ISSR primeri toplam 268 bant vermis olup
en az bant (5 adet) (CAA)s primerinden, en fazla bant (22 adet) (GA)s-T
primerinden elde edilmistir. Olusan 268 bandin 217 tanesi polimorfiktir
dolayisiyla gozlenen polimorfizm oram1 %80.97" dir. Primerlerin polimorfizm
oranlar1 %40.00-%94.12 arasinda degismektedir. Polimorfizm oran1 en diisiik olan
primer %40.00 ile 5 bant veren (CAA)s, polimorfizm orani en yiiksek olan primer
de %94.12 ile 17 bant veren (AGC)6-G primeridir. En fazla bant veren (GA)s-T
primerinde 22 bandin 19' u polimorfiktir. En az bandi veren (CAA)s primerinde 5

bandin 2' si polimorfiktir
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Wan ve ark. [55] Oryza meyeriana'nin 34 farkli populasyonunda 13 farkli
ISSR primeri ile yaptiklar1 ¢alismada 135' 1 polimorfik olan 168 bant elde etmisler
ve polimorfizm oranint %80.36 bulmuslardir. Qian ve ark. [53] Oryza granulata
ile RAPD markirlar1 kullanarak yaptiklari ¢aligmada 203" @i polimorfik olmak
tizere, %83.5 polimorfizm orani ile 243 bant elde etmislerdir. Rajani ve ark. [73]
10 adet Oryza sativa gesidi ile RAPD primerleri kullanarak yaptiklari ¢calismada
363" i polimorfik 428 bant elde etmislerdir. Bu bantlarin polimorfizm orani ise
%85.02 dir. Goriildiigii iizere c¢alismamizda elde edilen polimorfizm oranlari
benzer veya farkli markir sistemleri kullanilarak yapilan diger ¢aligmalarda elde
edilen polimorfizm oranlari ile uyumludur.

Calismamizda farkl sabitleyici niikleotitlere sahip ayni tekrar dizilerinden
olusan primerler farkli sayida bant olusturmustur. Ornegin, sabitleyici bazi G olan
(AC)s-G primeri 14 bant, sabitleyici bazi C olan (AC)s-C primeri 15 bant
olusturmustur. Ayni sekilde sabitleyici bazi A olan (GA)s-A primeri 13 bant,
sabitleyici baz1 T olan (GA)s-T primeri ise 22 bant olusturmustur. Diger bir benzer
primer grubuna bakacak olursak sabitleyici baz1 C olan (AGC)e-C primeri 12 bant,
sabitleyici bazi G olan (AGC)e-G primeri 17 bant ve sabitleyici bazi T olan
(AGC)6-T primeri 6 bant olusturmustur. Son olarak sabitleyici bazi C olan (AG)s-
C primeri 21 bant, sabitleyici baz1 G olan (AG)s-G primeri 11 bant ve sabitleyici
bazi T olan (AG)s-T primeri 13 bant olusturmustur. Bu sonug¢ bize kisa dizi
tekrarlarindan olugan ISSR primerlerine farkli sabitleyici baz eklenmesi suretiyle
bu primerlerin genomda farkli bolgelere baglanma olasiliginin arttirilabilecegini
gostermektedir.

Reddy ve ark. [74] (AG) ve (GA) tekrarli primerlerin ¢eltik genomunda
daha net bantlar olusturdugunu sdylemislerdir. Ayrica Sonah ve ark. [75]
caligmalarinda O. sativa' da 313 tane (AG) tekrar1 bulmuslardir. Bizim
calisgmamizda en yiiksek bant sayisini (GA) ve (AG) tekrarli primerler vermistir.
Calisgmada kullandigimiz diniikleotit ve triniikleotit tekrarli primerlerden elde
edilen polimorfizm degerleri farklilik gostermektedir. Diniikleotit tekrarl
primerlerin olusturduklar1 ortalama bant sayis1 13.92, polimorfizm yiizdesi ise %

79.04 iken trinilikleotit tekrarli primerlerin olusturduklar1 ortalama bant sayisi
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12.63, polimorfizm yiizdesi ise % 84.1' dir. Benzer sekilde Galvan ve ark. [76]
yaptiklar1 calismada trintikleotit tekrarli primerlerin irettikleri bantlarin %53’
iniin, dintikleotit tekrarli primerlerin iirettikleri bantlarin ise %38' inin polimorfik
oldugunu bulmuslardir. Diniikleotit tekrarli primerlerin olusturdugu bant sayisi
triniikleotit tekrarli primerlerin olusturdugu bant sayisindan yiliksek bulunmustur.
Bu beklenen bir sonugtur. Ciinkii Sonah ve ark. [75] yaptiklar1 bir ¢alismada
monokotil ve dikotil bitki tiirlerindeki mikrosatellit bolgelerinin dagilimini
arastirmiglar ve Oryza sativa' da diniikleotit tekrar bolgelerinin sayisinin (37.282)
triniikleotit tekrar bdlgelerinin sayisindan (29.819) daha fazla oldugunu

gostermislerdir.

4.2. Polimorfizm Bilgi Iceriginin Degerlendirilmesi

Farkli markir sistemleri polimorfizm seviyelerine bagl olarak farkli bilgi
icerigine sahiptirler [77]. Dolayisiyla bir genetik ¢aligma tasarlanirken polimorfik
lokuslara sahip bir markirin bulunmasmin zorlugu/kolayligi, ¢alismada ne kadar
markirin gerekli olacagi ve bu markirlarin hangi oranda polimorfik olmalar
gerektigi gdz Oniinde bulundurulmalidir. Bu sorular markirlarin bilgi igerigini
Olcerek cevaplandirilabilir [77].

Polimorfizm bilgi igerigi (PBI) degeri genetikte yaygin olarak kullanilan
bir markir lokusunun polimorfizm 6l¢iisii olarak kullanilir. Bu deger ebeveynlerin
sahip oldugu markir allellerinden hangilerinin bir sonraki nesle kalitildigini
gosterir. PBI degeri kodominant markirlar icin 0.5 ile 1.0 arasinda degisirken
dominant markirlar i¢in (ISSR, RAPD, AFLP gibi) azami 0.5 degerine sahiptir
[78].

Cizelge 3.6’ daki polimorfizm bilgi igerigi degerlerine bakildiginda
primerlerinin PBI degerlerin 0.274 ile 0.374 arasinda degistigi goriilebilir. PBI
degerinin ortalamas1 ise 0.347'dir. ISSR markirlar1 dominant karakterli
oldugundan galismamizdaki markirlarin PBI degeri beklenildigi gibi 0.5 'in
altindagikmustir. Polimorfizm bilgi igerigi agisindan bakildiginda en diisiik degere

sahip olan primerin (0.274) (TCG)s-G primeri, en yiiksek degere sahip olan
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primerin de (0.374) (CAG)s primeri oldugu belirlenmistir. Bu da bize 28 celtik
cesidinden olusan populasyonda, calismada kullandigimiz 20 adet ISSR
primerinden en fazla polimorfizm bilgisini (CAG)s primerinden, en az
polimorfizm bilgisini ise (TCG)s-G primerinden elde edebilecegimizi

gostermektedir.

4.3. Benzerlik Cizelgesinin ve Dendrogramin Degerlendirilmesi

Genetik benzerlik degerlerine bakildiginda Efe ve Hamzadere ¢esitlerinin
en yakin c¢esit olup, en yliksek benzerlik degerine (0.856) sahip oldugu
saptanmistir. Diger en yakin ¢esitler (0.800 ve {istii ) ise Ece ve Kirkpinar (0.818),
Kirkpmar ve Sumnu (0.820), Hamzadere ve Siirek-95 (0.831), Siirek-95 ve
Serhat-92 (0.836), Meri¢ ve Ipsala (0.809) cesitleridir. Birbirine en az benzer
cesitler ise Demir ve Bafra Yildizi olup, en kiigiik benzerlik degerine (0.395)
sahiptirler. Diger az benzer ¢esitler (0.410 ve alt1) ise Osmancik-97 ve Karadeniz
(0.405), Osmancik-97 ve Bafra yildiz1 (0.399), Demir ve Karadeniz (0.409), Kiral
ve Karadeniz (0.399), Kiral ve Bafra Yildiz1 (0.410), Gonen ve Bafra Yildizi
(0.402) cesitlerdir. Trakya’dan gelen ¢esitler icinde genetik acidan birbirine en
yakin iki ¢esidin Efe ve Hamzadere (0.856) ¢esitleri oldugu, Karadeniz’den gelen
cesitler arasinda genetik olarak en yakin gesitlerin Mevliitbey ve Osmancik
(0.784) ¢esitleri oldugu belirlenmistir. Karadeniz Tarimsal Arastirma
Enstitiisiinden ve Trakya Tarimsal Arastirma Enstitiisiinden gelen c¢esitler tek grup
olarak ele alindiginda en fazla benzerlik Altinyazi ve Mevliitbey (0.664) cesitleri
arasindadir. Tim ¢esitlere ait ortalama benzerlik degeri 0.656 olarak
hesaplanmustir.

Dendrograma baktigimizda (Sekil 3.21) gesitlerin net bir sekilde iki ana
gruba ayrildigin1 gorebiliriz (A ve B). Biiyilk grup olan A grubu en fazla
farklilagmanin oldugu gruptur ve net bir sekilde Al ve A2 olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. A1 grubu A2 grubundan kii¢iik olup Osmancik-97, Demir ve Kiral
cesitlerini  kapsamaktadir. Bu c¢esitler hemen hemen benzer olgunlasma

siiresinesahiptirler, fakat verim ve boy uzunlugu acisindan farkhidirlar. A2 grubu

51



@) ANADOLU UNIVERSITESI

da iki alt dala ayrilmistir. Bu dallardan birisini tek basma Beser c¢esidi
olusturmaktadir. Beser ¢esidi Ipsala cesidinden mutasyon ile elde edilmesine
ragmen (Cizelge 2.1) Ipsala cesidi A2 grubunun diger dalinda yer almistir. Yine
A2' nin alt dallarindan digerinde bulunan Gonen cesidinin en biiyiik farki
veriminin digerlerinden daha diisiik olmasidir. Daha ileri bir bogumdan dallanan
Kiziltan c¢esidinin boyunun digerlerinden daha kisa olmasi bu dallanmay1
aciklamada kullanilabilir. A2 grubundaki diger ¢esitlerin verimleri 800-900 kg/da
(Cizelge 2.2) arasinda degismektedir. Biiyiikiinal ve Bay [65] calismalarinda,
RAPD markirlar kullanmalarina ragmen, bizim ¢alismamizda oldugu gibi Siirek-
95 ve Serhat-92 c¢esitlerini aynt bogumdan dallandirmiglardir. Fakat bizim
caligmamizin aksine, bizim ¢alismamizda farkli alt gruplarda yer alan (A1 ve A2)
Osmancik-97 ve Altinyazi cesitleri ile Demir ve Ipsala cesitlerini aym yerde
kiimelendirmislerdir.

B grubu ise tamamiyla KTAE' den gelen cesitleri kapsamaktadir. B grubu
da B1 ve B2 olarak ikiye ayrilmistir. B2 grubundaki tek ¢esit Bafra Yildiz1 ¢esidi
olmustur. Bafra Yildiz1 ¢esidinin verim agisindan B1 grubundaki cesitlerden ¢ok
fazla farki yoktur. Bu durum morfolojik farkliliklarin Bafra Yildizi ¢esidinin ayri
bir dal olusturmasinda katkis1 olabilecegine isaret etmektedir.

Dendrogram ve benzerlik indeksi matriksi incelendiginde; TTAE'den
temin edilen ¢esitlerin bir arada kiimelendikleri, KTAE'den temin edilen ¢esitlerin
de yine kendi aralarinda kiimelendigi gorilmiistiir (Sekil 3.21). Kiiltiire alinmig
celtikte ¢ogunlukla kendine tozlagsma goriilsede diisiik oranda dogal c¢apraz
tozlagsma da goriilmektedir [79]. Capraz tozlagmanin goriildiigii durumlar %1 gibi
diisitk bir oranda ifade edilsede bu oran birbirine bitisik ekim alanlarindaki
fiziksel temas ve riizgarm etkisi ile daha yiiksek olabilir. Ozellikle stigmas1 basak
kabugundan disariya dogru uzanan geltik varyetelerinde dis caprazlanma orani
yiiksektir [79]. Dolayisiyla, TTAE' den ve KTAE' den gelen ¢esitlerin ayr1 gruplar
olusturmasinin sebebi birbirine yakin konumlu ekim alanlarindaki farkli geltik
cesitlerine ait polenlerin ¢esitli etkenlerle bitkiler arasi tasimarak c¢apraz
tozlasmanin gerceklesmesi ve cesitlerin birbirlerine olan benzerligini arttirmasi

olabilir.
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Genotiplerin gelistirildikleri merkezlere gore gruplanmalari Triticale [45],
pamuk [80], Basmati ¢eltik c¢esitleri [81] ve bugday [82] ¢esitleri i¢in de
bildirilmistir.

4.4. Cesitlerin Benzerliginin Ebeveynler Acisindan Degerlendirilmesi

Birbirine en yakin ¢esit olan Efe ve Hamzadere ¢esitlerinin ebeveynlerine
bakacak olursak Efe ¢esidi Baldo (ana) ve Demir (baba) ¢esitlerinden gelistirilmis,
Hamzadere cesidi ise Demir (ana) ve 83013-TR631-4-1-2 (baba) ¢esidinden
gelistirilmistir. Ikisinde de ortak olan ebeveyn Demir gesididir. Ayrica bu iki
cesidin birbirine yliksek oranda benzemesi bu iki ¢esidin diger ebeveynlerinin ¢ok
yakin olmasa da iligkili olabilecegini diisiindiirtmektedir. Bu iki ¢esidin
ebeveynlerinden biri olan Demir ¢esidi ile benzerligine bakildiginda; Demir
cesidinin Efe cesidi ile benzerligi 0.555, Demir ¢esidinin Hamzadere ¢esidi ile
benzerligine bakildiginda ise 0.567 oldugu gériilmektedir (Cizelge 3.6). Ikinci
birbirine en yakin olan Siirek-95 ve Serhat-92 cesitlerinin ebeveynlerine
bakildiginda siras1 ile Rocca (italyan) ve Rodina (Bulgar), Rocca ve
Krasnodarsky-424 (Rus) oldugu goriilmektedir. Bu iki ¢esidin yine disi ebeveyni
Rocca olan Osmancik-97 ile olan benzerligine bakacak olursak Siirek-95'in
Osmancik-97 ile olan benzerliginin 0.595, Serhat-92' nin Osmancik-97 ile olan
benzerliginin 0.607 oldugunu goriirtiz. Genel olarak baktigimizda ortak ebeveyni
olan gesitler dendrogramda daha yakin konumlarda bulunmaktadirlar.

Birbirine en az benzeyen cesit olan Demir ve Bafra yildiz1 ¢esitlerinin
ebeveynleri sirasi ile Plovdiv (ana) ve Lido (baba), Ballilla-28 (ana) ve TR666-8-
1-1-1 (baba)'dir. Ayrica ebeveyn bilgilerine ulasamadigimiz Osmancik ¢esidinin
benzer adi tasiyan Osmancik-97 c¢esidi ile benzerliginin 0.421 oldugu
gorlilmektedir. Bu ise bize Osmancik ¢esidinin ebeveynlerinin Osmancik-97’den
farkli oldugunu gostermektedir. Osmancik ¢esidine en yakin ¢esit olan Mevliitbey
cesidi ile olan benzerligi 0.784’liik oran dikkate alindiginda bu yiiksek oran bize
Mevliitbey c¢esidinin ebeveynleri olan Drago ve Kral cesitlerinden birinin

Osmancik c¢esidinin ebeveynlerinden biri olabilecegine isaret etmektedir.
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Gorildugi gibi dendrogramda bazi gesitler ebeveynlerine yakin gruplanirken bazi
cesitler ise ebeveynleriyle uyumlu bir sekilde dallanmamislardir. Ileride yapilacak
caligmalarda cesitlerin ebeveynlerinin de analizlere dahil edilmesi daha net
sonuglara ulagilmasini saglayacaktir.

Geleneksel 1slah yontemleri ile ¢cok sayida yeni ¢esit, tireticilerin hizmetine
sunulmustur. Ancak, bu yontemlerle cesit gelistirmede uzun zamana, fazla emege
ve kaynaga gerek duyulmaktadir [83, 84]. Mutasyon ile yeni ¢esitler olusturma
geleneksel yontemlere gore daha hizli gergeklesmektedir. Mutasyon islahi ile
melezleme 1slah1  karsilastirildiginda, mutasyon 1slah1 sonucunda ¢esidin
genotipinde olduk¢a az degisiklik meydana gelmektedir [85]. Bu ¢alismada
kullanilan geltik gesitlerinden Ipsala ve Beser buna bir érnek olusturabilir. Bu iki
cesidin benzerlik oram 0.613 olarak bulunmustur. ipsala ve Beser cesitlerinde
olusturulan bant profillerine bakildiginda (AG)s-T (Sekil 3.5) primerinin hem
Ipsala hem de Beser ¢esidinde ayn1 molekiiler agirliklara sahip 6 bant olusturdugu
gorlilmektedir. Diger taraftan (AG)s-G (Sekil 3.4) primeri Beser’de 6 bant
olustururken, Ipsala’da 3 bant olusturmustur. Bu bantlardan sadece 2' si
Ipsala'daki bantlarla ortak olup digerleri farklidur.

Erkek ebeveynleri aymi olan (Thainato) Kiziltan ve Tunca g¢esitlerinin
benzerligi 0.656' dir. Yurt disindan getirilen Aromatik-I ¢esidinin en benzer
oldugu cesit 0.694 ile ebeveynleri Rocca (italyan) ve Thainato (Ispanyol) olan
Tunca cesididir. Buradan Aromatik-I ¢esidinin ebeveynlerinin italyan Rocca veya
Ispanyol Thainato ile iliskili olabilecegi diisiiniilebilir.

Cesitlerin geneline bakacak olursak en fazla verim potansiyeli 1100 kg/da
ile Demir ve Halilbey cesitlerindedir [86]. Bu c¢esitlerden Demir A1 dalinda yer
alirken, Halilbey A2 dalinda yer almaktadir. TTAE' den gelen ¢esitler arasinda en
az verim potansiyeli ise 700 kg/da ile Aromatik-I ¢esidindedir. Diger c¢esitler i¢in
bu potansiyel 800-1000 kg/da arasinda degismektedir. KTAE' den gelen ¢esitler
arasinda en az verim potansiyeli 648.43 kg/da ile Karadeniz ¢esidinde, en fazla
verim potansiyeli ise 836.93 kg/da ile Osmancik g¢esidindedir. Bunlarin yaninda
yukarida bahsettigimiz Ipsala’nin mutasyonu olan Beser ile verim potansiyeli

acisindan ayni oldugu goriilmektedir (Cizelge 2.2). En fazla verime sahip olan
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Demir ve Halilbey cesitlerinin benzerligi 0.719' dur. Dolayisiyla, bu ¢esitlerden
herhangi birinin ebeveyn olarak kullanilacagi bir ¢alisma ile verimi yiiksek yeni
cesitler elde edilebilir.

Demir ve Halilbey cesitlerinin ebeveynlerine bakacak olursak Demir ¢esidi
Plovdiv (BG) ve Lido (I) oldugu goriilmektedir (Cizelge 2.1). Halilbey ¢esidinin
ebeveynleri ise Bulgar ve Fransiz melezi olan Ipsala ile Veneria (I)'dir (Cizelge
2.1). Aymi sekilde diger yiliksek verimli cesitlere bakarsak; (1000 kg/da)
Osmancik-97'nin ebeveynlerinden biri italyan kdkenli Rocca'dir, Siirek-95' in bir
ebeveyni italyan (Rocca), digeri ise Bulgar (Rodina)'dir. En yiiksek verime sahip
cesitlerin ebeveynlerinden birinin Italyan oldugu goriilmektedir. Iki ebeveyni de
Italyan olan Osmancik-97 ve Altinyazi gesitlerinden Osmancik-97'nin daha
yiiksek verime sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum devam eden celtik
gelistirme calismalarinda Italyan kokenli gesitlerin daha yiiksek verimli gesitlerin
gelistirilmesinde yardime1 olabilecegini diisiindiirtmektedir.

4.5. Sonuclar

* Bu caligmada toplan 28 adet ¢eltik cesidi kullanilmistir. Bu cesitler
arasindaki genetik benzerlik seviyeleri ISSR markirlariyla tespit edilmistir.

*  Yapilan deneyler sonucunda benzerlik degerlerinin 0.395 ile 0.856
arasinda degistigi goriilmektedir. Ortalama benzerlik degeri ise 0.656
olarak bulunmustur. Birbirine en ¢ok benzeyen cesitler Efe ve Hamzadere
(0.856), birbirine en az benzeyen g¢esitler ise Demir ve Bafra Yildizi
(0.395) cesitleridir (Cizelge 3.7 ve Sekil 3.21).

* (Calismada 217' si polimorfik 268 bant elde edilmis ve polimorfizm orant
%80.97 olarak bulunmustur. Primerlerin polimorfizm oranlar1 %40.00 ile
%94.12 arasinda degismektedir. En diisikk polimorfizm orani %40 ile
(CAA)s primerinde, en yiiksek polimorfizm orani ise %94.12 ile (AGC)¢-
G primerindedir.

e Trintikleotit tekrarli primerlerin polimorfizm orami diniikleotit tekrarli

primerlerin  polimorfizm oranindan yiiksektir. Trintlikleotit tekrarh

primerlerin polimorfizm oran1 %84.1, diniikleotit tekrarli primerlerin
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polimorfizm orani %79.04 olarak bulunmustur.

PBI degerleri 0.274 ile 0.374 arasinda degismektedir. Ortalama PBI degeri
0.347'dir. En diisiik PBI degeri 0.274 ile (TCG)s-G primerinde, en yiiksek
PBI degeri ise 0.374 ile (CAG)s primerindedir.

Elde ettigimiz sonucglar dogrultusunda calistigimiz c¢esitlerin ISSR
markirlariyla net bir sekilde ayrilabilecegi goriilmiistiir. Fakat benzerlik
degerlerinin yiiksek olmasi genetik cesitlilik oranmin diisiik oldugunu
gostermektedir.

Genetik ¢esitliligin korunmasi adma celtik 1slah ¢aligsmalarinda birbirine
genetik agidan az benzeyen c¢esitlerin kullanilmasi 6nemlidir. Bu
caligmadan elde edilen sonuglarin bir baska markir sistemiyle de teyit
edildikten sonra ileride yapilacak islah caligmalarina katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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