CUKUROVA UN IVERSITESI
FEN BILIMLER i ENSTITUSU

DOKTORA TEZ i

Zubeyir DEVRAN

HIYARDA KOK-UR NEMATODLARINA KAR S| MOLEKULER
MARKIRLARIN GEL ISTIiRILMESi

BITKI KORUMA ANAB ILIM DALI

ADANA, 2006



CUKUROVA UN IVERSITESI
FEN BILIMLER i ENSTITUSU

HIYARDA KOK-UR NEMATODLARINA KAR S| MOLEKULER
MARKIRLARIN GEL ISTIRILMESI
Ziibeyir DEVRAN
DOKTORA TEZ i
BIiTK i KORUMA ANAB iLiM DALI

Bu tez 28/03/2006 Tarihinde Aagidaki Jiri Uyeleri Tarafindan Oybirli gi ile
Kabul Edilmi stir.

Imza................... Imza........cooooeiiiinnnn. Imza.........cccoeeiinnn
Prof. Dr.1. Halil ELEKCIOGLU  Prof. Dr. N. Kemal KOC Prof. Dr. H. Avni OKTEM
DANISMAN UYE UYE

Imza................... Imza.............ooo

Prof. Dr. Nebahat SARI Yrd. Dog. Dr. Galip KSKAVALCI

UYE UYE

Bu tez Enstittimiz Bitki Koruma Anabilim Dalinda hazirlanmistir.
Kod No:

Prof. Dr. Aziz ERTUNC
Enstitd Madari

Bu Calisma C. U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi ve TUB iTAK NATO-A2 Yurt Di s
Arastirma Bursu Tarafindan Desteklenmistir.

Proje No : FBE2002D203

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin vegha kaynaktan yapilan bildgerin, cizelge sekil ve fotgsraflarin kaynak
gosterilmeden kullanimi, 5846 sayil Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



Oz

DOKTORA TEZI

HIYARDA KOK-UR NEMATODLARINA KAR SI MOLEKULER
MARKIRLARIN GELISTIRILMESI

Zubeyir DEVRAN

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLiMLERI ENSTiTUSU
BiTKi KORUMA ANABILiM DALI

Dansman : Prof. Dribrahim Halil ELEKJGOGLU
Y1l : 2006, Sayfa : 116
Juri : Prof. Dharahim Halil ELEKGOGLU
Prof. Dr. Namik Kemal KOC
Prof. Dr. Hiiseyin Avni OKTEM
Prof. Dr. Nebahat SARI
Yrd. Dog. Dr. Galip KSKAVALCI

Bu calsmada Kok-ur nematodlarindVi( arenaria irk 1 ve irk 2;M. javanica; M. hapla)
dayanikli olan Lucia, Shelby ve Manteo rekombinant inbred hatlari ile duyarli olan Bateml ve
Batem2 saf hatlari melezlenerek Bitkileri, F'ler de kendilenerek Fbitkileri elde edilmitir.
Ebeveynler, IF ve R, bitkileri M. javanica irk 1 ile test edilerek dayanikli ve duyarl bireyler
belirlenmitir. M. javanica itk 1 ile test edilen Fbireylerinin 3:1 (3 duyarl, 1 dayanikh) acilim
gosterdgi ve dayaniklilgin resesif tek gen tarafindan kontrol edildielirlenmistir.

Dayaniklilik sglayan mj genine bali molekuler markir gejtirmek icin, RAPD (37 adet
primer), SCAR (14 adet primer), SSR (23 adet primer), AFLP (100 adet EcoRI-Msel primer) ve
SRAP (112 adet primer) markirlari kullanigtr. 37 adet RAPD primerinden 11 tanesinden PCR
Urind elde edilmergi 26 tanesinden ise PCR Uruni elde edilfakat ebeveynler arasinda
polimorfizm belirlenemenstir. 14 adet SCAR primerinden 7 tanesinden PCR Urinu elde gdilmi
ancak ebeveynler arasinda polimorfizm goézlemlenrtémi23 adet SSR primeri kullanilgnive
bunlardan bir tanesi ebeveynler arasinda polimorfizm wefakiat mj geni ile bglantili olmadgi
belirlenmitir. 100 adet AFLP primerinden 92 tanesinde PCR UriinU elde gdiégunlardan 2 tane
primer kombinasyonu (E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG}j genine bl oldugu belirlenmgtir. Bu
iki DNA bandi poliakrilamid jelden kesilngi klonlanmg ve dizilim analizi yapilmgtir. Dizilim
analizleri kullanilarak gegtirilen primerler dayanikli ve duyarli ebeveynlerde PCR yaplilfakat
ebeveynler arasinda polimorfizm gorilmetini E-ATT/M-CAA AFLP primer kombinasyonu
dayanikl ve duyarl ebeveynler arasinda dizilim farklilermistir. Bu dizilim farklihg herhangi bir
enzim tanima bdlgesine sahip olmaddan CAPS’a cevrilemegiive ebeveynler birbirlerinden
ayrilamangtir.

AFLP markir sistemiyle gedfiirilen hiyar genomuna ait 4 adet secici primer (D1F, D1R,
D17F, D17R) SRAP forward ve reverse primerleriyle birlikte PCR yapilarak ebeveynler arasinda
farklihk aragtirilmistir. 11 adet primer kombinasyonu ebeveynler arasinda polimorfizm svetap
bunlar B bireylerinde taranngtir. MAPMAKER/EXP Version 3.0 programi kullanilarak yapilan
analizde bunlar igerisinden iki tane markimm genine 16.3 cM ve 19.3 cM uzaklikta ofdu
belirlenmitir.

Anahtar Kelimeer: Hiyar, Meloidogyne javanica irk 1, dayaniklilikymj geni, molekiler markirlar
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In this study,segregating fpopulations were obtained from crosses\f arenaria race 1,
race 2,M. incognita, M. hapla resistant recombinat inbred lines Lucia, Shelby and Manteo with
susceptible lines Bateml and Batemgirfivuduals were phenotyped wili. javanica race 1 in a
test including parents and F1 plants of the corresponding crosses. Resistance segregated 1:3 in F
populations, indicating the presence of an recessive resistance gene.

In order to determine molecular markers linkedrfogene, 37 RAPD, 14 SCAR, 23 SSR,
100 AFLP (EcoRI-MSel) and 112 SRAP were used to screen the parents for polymorphism. 26 of the
37 RAPD resulted with amplification product but none were polymorphic. Smilarity, 7 of the 14
SCAR gave bands but none were polymorphic. 23 SSR primers with known map locations were used
to scren parents. Only one gave polymorphism but it was not linkeyl gene. Of the 100 AFLP
primers, 92 produced bands and two yielded candidate markers (E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG)
linked tomj gene. These two bands were cut of polyacrylimide gel, cloned and sequence analysed.
Primers designed from the sequences did not yield polymorphic bands between parents. In addition,
the sequences did not contain any restriction site which could have been used to convert them to
CAPS markers.

The two sequences obtained from AFLP polymorphic marker were used premiarly to design
D1F, D1R, D17F and D17R primers. SRAP forward and reverse primers were used in combination
with these four spesific primers to search for polymorphism between parents. Of the 112 primer
combination 11 yielded polymorphism between parents anddividuals were screened with these
markers. MapMaker Exp 3.0 software was used to analyze the 11 markers. Two markers limked to
gene 16.3 cM and 19.3 cM.

KeyWords. CucumberMeoidogyne javanica race 1, resistancej gene, molecular markers



TESEKKUR

Bu calsmada, molekiler markirlar (RAPD, SCAR, AFLP, SRAP ve SSR)
kullanilarak hiyarda kok-ur nematodlarina skadayaniklilgl sgglayan my genine
bagh markirlarin gektirilmesi argtiriimistir.
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OZASLANDAN’a (Zirai Micadele Argtirma Enstitisi, ADANA); tez basimi
sirasindaki yardimlarindan dolayr Anama GorevlisiSenol YILDIZ'a (Cukurova
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Bolumii, ADANA); stramanin AFLP,
klonlama ve sekans cginalari sirasinda laboratuar imkénlarini sunan Jéerie
katkilarindan dolayr Dr. Mahmut TOR’e (Warwick University, HRI, UNITED
KINGDOM); AFLP markir sonuglarinin gerlendiriimesinde katkida bulunan Dr.
Volkan CEMK’e (Warwick University, HRI, UNITED KINGDOM); markirlarin
haritalanmasi ve analizi, SRAP markirlarinin kullanimi ve tezin yazimindgé&rlde
katkilarindan dolayr Dr. Nedim MUTLU'ya (Bati Akdeniz Tarimsal #inana
Enstitist, ANTALYA); tezi titizlikle okuyan ve gerekli dizeltmelerde bulunan
Ziraat Muhendisiilyas TEKSAM’a (Bati Akdeniz Tarimsal Argirma Enstitst,
ANTALYA); molekiler calsmalarim sirasinda ayni laboratuarl pgyfam
arkadalarim Dr. Munevver GOCMEN (Bati Akdeniz Tarimsal Aiama Enstitlisu,
ANTALYA), Ziraat Yuksek Muhendisi Haticl KTEN (Bati Akdeniz Tarimsal
Aragtirma Enstitlisi, ANTALYA) ve Drilknur POLAT'a (Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitistu, ANTALYA) cok tgekkur ediyorum.



Bu calsmada projeyi destekleyen Cukurova Universitesi Bilimselstmaa
Projeleri Birimine, AFLP, klonlama ve sekans gatalari icin 6 ay sureyle Yurt R
Arastirma Bursu (NATO-A2) deste saslayan Turkiye Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Kurumu’'na (TUBTAK, ANKARA), calisma imkani sunan Enstiti
Yonetimine, Bitki Koruma ve Sebzecilik BoliminigRanlarina tgekkir ederim.

Egitimim sirasinda maddi ve manevi katkilarindan dolay! sevgili anneme ve
babama tgekkir etmeyi bir borg biliyorum.
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1. GIRIS

Tirkiye'de 1.048.803 hektar alanda, 25.395.111 ton sebze Uretimi yapiimakta
olup, bunun % 81'lik kismini meyvesi yenen sebzeler (domates, karpuz, kavuz,
hiyar, biber, patlican, fasilye vb) giurmaktadir. Hiyar, yillik 1.725.000 ton drin
kapasiteyle, domates (9.700.000 ton), karpuz (3.800.000 ton) ve biberin (1.745.000
ton) ardindan dordiinct gelmektedir (FAO, 2005).

Ulkemizde sebze yatiricili ginin yogun yapildgl bolgelerde (Akdeniz, Ege,
ve Marmara) ekonomik dizeyde verim ve kalite kayiplarina neden olan birgok
hastalik ve zararli etmen bulunmaktadir. K6k-ur nematodMdofdogyne spp.)
bunlarin icerisinde en 6nemlilerindendir. Bitkilerin koklerinde irili-ufakli ur
olusturmalari ile taninabilen Kok-ur nematodlari, bitki paraziti nematodlarinin en
onemli gruplarini olgturmakta olup, diinyada 80 turl tespit edskmi(Siddiqi,
2000). Dunyanin tropik ve subtropik iklim bélgelerinde yiratilerstaraalarda
ekonomik dneme sahip dort Kbk-ur nematod tivi ificognita Chitwood 1949M.
javanica Chitwood 1949M. arenaria Chitwood 1949 veéM. hapla Chitwood 1949)
bulunmutur (Netscher ve Sikora, 1990). Bununla birlikte Uzerinde bedendi
konukguya bal olarak konukgu irklari ve c¢ok sayida virllent-avirtlent
populasyonlari belirlenrgir (Decker ve Fritzsche, 1991; Xu ve ark, 2000).
Turkiye'de yapilan ¢agmalarda iseM. incognita, M. javanica, M. arenaria, M.
hapla ve M. thamesi’nin bulundyu, M. incognita ve M. javanica’nin en yaygin
tirler oldygu, M. arenaria ve M. hapla'’nin ise ender rastlanan turler ofgu
bildirilmektedir (Yuksel, 1974; Elek¢igu ve Uygun, 1994; Elekgiu ve ark, 1994;
Mennan ve Ecevit, 1996; §it ve Elekciglu, 2000). Ayrica Turkiye'de Kok-ur
nematod turlerinin irklarini belirlemek amaciyla yuritilen sgadlarda, D@gu
Akdeniz Bolgesi'ndéM. javanica’'ya ait 1 tane (irk 1)M. incognita’ya ait 2 tane (irk
2 ve irk 4) olmak uzere toplam 3 tane Kok-ur nematod irkgi{Ste Elekgiglu,
2000), Bafra ve Caamba ovalarinda is®l. incognita’ya ait 1 tane irk (irk 2)
belirlenmitir (Mennan ve Ecevit, 2001).

Tanm alanlarinda Kok-ur nematodlariyla micadele genel olarak; ekim
nobeti, solarizasyon, kimyasal micadele ve dayanilfitleen kullaniimasi ile

yapiimaktadir (Young, 1992; Roberts, 1992; Sijmons ve ark. 1994; Gheysen ve ark,
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1996; Tzortzakakis ve ark., 1999; Tytgat ve ark., 2000). Ekim ndbeti, uzun streli
yurataldigiinde baari s&lamakta, ygun sebze Uretimi yapilan alanlarda isgabeu
olamamakta veya tercih edilmemektedir. Bunun dslidea nedeni Kok-ur
nematodlarinin konukgu dizilerinin oldukga gemilmasindan kaynaklanmaktadir.
Toprak solarizasyonu yaz aylarinda uygulanmakta ve genellikle sonbahar
ekimlerinde bgariyla uygulanmaktadir. Yilda iki Griin ygirilen seralarda veya
ilkbahar ekim sisteminde ise uygulanamamaktadigeDmuicadele yontemlerinin
uygulanmadii durumlarda ise kimyasal micadele uygulamalari en spkubalan
yontemlerdendir (Boerma ve Hussey, 1992). Bu yontemde daha c¢ok ejéiti
fimigantlar veya nematisitler kullaniimaktadir. Nematodlarasikawllanilan
fimigantlar ve nematisitler giou kullaniimadginda insan ve gevre @agl agisindan

cok buyuk riskler olgtururlar.

Kok-ur nematodlarina kar uygulanan micadele yontemlerinin en
onemlilerinden birini de dayanikh gderin kullanimi olgturmaktadir (Boerma ve
Hussey, 1992; Vrain, 1999). Dayaniklihk gaialari, nematodun geinesini
tamamen engellemesi veya ¢ok az duzeyde tutmasi, 6zel uygulamé tekaiet
ekipman gerektirmemesi, @ir micadele yontemlerine gore maliyetinin dahglili
olmasi ve gevre dostu olmasindan dolay! tercih edilmektedir (Cook ve Evans, 1987,
Boerma ve Hussey, 1992). Kok ur nematodlarinaikdomates (Yaghoobi ve ark.,
1995; Milligan ve ark., 1998), tutin (Yi ve ark., 1998), soya (Tamulonis ve ark.,
1997a, 1997b), tath patates (Ukoskit ve ark., 1997), patates (Brown ve ark., 1996),
yerfistgl (Burow ve ark., 1996; Garcia ve ark., 1996)sedtali (Lu ve ark., 1998)
gibi farkh bitki tirlerinde dayanikhlik 1slahi caimalari yapilmy ve dayanikli
¢ssitler Ureticilerin hizmetine sunulngtur.

Hastalik ve zararhlara dayanikli gen kaynaklargatta ¢gunlukla bitkilerin
yabani formlarinda bulunmakta olup melezleme sgadiari ile kultar formlarina
aktarilmaktadir (Boerma ve Hussey, 1992). Kimi durumlarda dayanikli gen ya da
genleri tgiyan yabani tarler ile kiltir formlari arasindaki melezlemeleyabin
olamamakta ve istenilen Ozellik aktarilamamaktadir. Bu durum islagmeddirina
sinirlama getirmektedir. Bu sinirlamalar, doku kaltird ve molekuler yontemler

kullanilarak giderilmeye c¢allmaktadir. Burada dayanikli gen, gigk yontemlerle
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(mapped, cDNA library, chromosom walking, transposon tagging) izolasyonu
yapildiktan sonra klonlanmakta ve gen aktarim yontemléw@rapacterium
tumefaciens, biyolistik, elektroporasyon, mikroenjeksiyon vb.) kullanilarak bitkiye
aktariimaktadir (Boerma ve Hussey, 1992; Vrain, 1999).

Dunyada farkli bolgelerde yapilan gimamalarda,M. incognita, M. javanica,
M. arenaria ve M. hapla'nin hiyar vyetitiricili gi yapilan bélgelerde problemler
olusturdusu ve ciddi kayiplara neden olgw bildiriimektedir (Netscher ve Sikora
1990; Wehner ve ark., 1991). Hiyar Uretiminingya yapildgl Kuzey Karolayna
(ABD)'da yillik % 12’'lik kayplara neden oldiw belirtiimistir (Wehner ve ark,
1991). Kuzey Karolayna'da ana zararli durumunda Majavanica ve M. arenaria’
nin neden oldgu kayiplari asgari diuzeye indirmek icin bu tirlereskaayanikli
cesit ya da ceitleri gelistirme calgmalari balatiimistir (Walters ve ark, 1993;
Walters ve ark., 1996; Walters ve Wehner, 1997; Walters ve ark., 1997; Walters ve
Wehner, 1998). Yabani hiya€gcumis metuliferus Naud)'in Kok-ur nematodlarina
(M. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M. hapla) karsi dayaniklilk gosterdi
bildirilmistir (Wehner ve ark., 1991). Bununla birlikte daha dnce bu yabaniCtir (
metuliferus) ile kadltdr hiyari C. sativus) arasindaki melezleme cahalari
kromozom sayisindaki farkliliktan dolayr gaailamadgindan (Fassuliotis, 1979)
dayaniklilgl sglayan gen ya da genlerin kultir sikerine aktariimasi klasik
melezleme yoluyla gerceklgrilememitir. Kultir c¢ssitleri  Gzerine yapilan
calsmalarda C. sativus var. hardwickii'nin R Alef LJ 90430 varyetesi Kok-ur
nematodlarinin bazi tir ve irklarin®l.(arenaria irk 1, M. arenaria irk 2 ve M.
javanica ) kar! dayanikli oldgu (Walters ve Wehner, 1997) ve bu dayanskin|
resesif tek genngj) tarafindan kontrol edil@i belirlenmitir (Walters ve ark, 1997).
Bu dayaniklik kaynginin (LJ 90430) dgsik Ozelliklere sahip hiyar materyalleri
(kultuvar, 1slah hatti ve koleksiyon materyali) ile melezlenmesi soMicarenaria
irk 1, M. arenaria irk 2 ve M. javanica turlerine dayanikli Manteo (NC-44), Shelby
(NC-45) ve Lucia (NC-46) olarak adlandirilan t¢ tane rekombinant inbred (RI) hiyar
hatti gelgtirilmi stir (Walters ve Wehner, 1997).

Genetik dayanikliik, Kok-ur nematodlarina amuicadelede kullanilan

cevre acisindan riskgianayan gavenilir bir yontemdir. KOk-ur nematodlarinaskar
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yapilan dayanikhlik ¢caimalarinin en 6nemli kismini melezleme veya kendilere
sonucu elde edilen bireylerin Kok-ur nematodlariyla testlenmesi ve sonuglarin
degerlendiriimesi olgturmaktadir. Bitkilerin, Kbk-ur nematodlariyla klasik olarak
test edilmesi uzun zaman almakta, fazlgticii gerekmekte ve inokulasyon sirasinda
sorunlarla kagilagiimaktadir. Bu problemler dayanikhlik cghalarinin yava
ilerlemesine neden olmaktadir. Bltin bu olumsuzluklar, Kék-ur nematodlarga kar
dayaniklihk sglayan gene b#i molekuler markir veya markirlarin ggiriimesiyle
asllabilmektedir. Molekuler markirlar kullanarak bitkilerin ¢cok erken ddneminde
(fide donemi) dayaniklilik geni geyip/tasimadiklari hizli ve givenlgekilde test
edilmektedir. Molekuler markirlar, ayni anda ¢ok bitkinin analizine imkan tanimakta
ve ayni bitkide birden fazla dayanikliik geni analiz edilebilmektedir. Ayrica
kullanilacak markirin codominant olmasi, heterezigot ve homozigot dayanikli
bireyleri birbirlerinden ayirabilgi icin 1slah ¢amasina buyik bir hiz vermektedir.
Bununla birlikte dayanikhlik genine Bl molekiler markirlarin belirlenmesi,
dayaniklilik geninin klonlanmasit igin dnemli bir adimghlurmaktadir.

Kok-ur nematodlari hiyarda ekonomik diizeyde kayiplara neden olmakla
birlikte, ginimuzde ticari olarak kullanilan nematoda dayanikli hiysgitlege ve
dayaniklilgl kontrol eden gene Bl molekuler markir bulunmamaktadir. Molekuler
markirlarin gektirilmesi amaciyla,

Bu calsmada;

C. satiwus var. hardwickii LJ 90430 varyetesi kaypmdan geltirilen
nematodlara dayanikli homozigot “Lucia”, “Manteo” ve “Shelby” hatlariyla
homozigot duyarli “Batem1” ve “Batem?2” hatlarini ayri ayri melezlenipitkileri,

F1 bitkileri de kendilenerek fbitkileri elde edilmitir.

Ebeveynler, F ve F bireyleri, M. javanica irk 1 ile testlenerek bitkilerin
nematoda olan tepkileri ve dayanilgdih resesif tek gen tarafindan kontrol ediidi
belirlenmitir.

Molekuler markirlar (RAPD, SCAR, AFLP ve SSR), kullanilarak dayanikh
ve duyarli ebeveynler arasinda polimorfizm belirlenmeyesigrals ve bulunan

polimorfizm F, bireylerinde incelenniir.
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AFLP markirlart ile gene nf) bash oldugu distnilen markirlar
belirlendikten sonra klonlang ve sekansi yapildiktan sonra spesifik PCR
primerlerine  dongturilerek ebeveynler arasinda etkin galcalsmadgi
arastirilmistir.

SRAP primerleri, hiyar genomuna 6zgu primerlerle birlikte PCR yapilarak
ebeveynler arasindaki polimorfizmler belirlegtmi Bu polimorfizmler,
bireylerinde incelenmgive MapMaker Exp 3.0 programi ile analiz edilengkgenine

olan uzakliklari belirlenngtir.
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2. ONCEKI CALI SMALAR
2.1. Kok-Ur Nematodlariyla ilgili Cali smalar
2.1.1. Kok-Ur Nematodlarinin Yayginliklari, Konukgular ve Zararlari

Diker (1959), Samsun ve Trabzon’un kok ur nematodlariylasiutdd usunu
ve M. hapla'nin Karadeniz Bolgesinde bulungunu bildirmitir.

Alkan (1962), Turkiye’deM. hapla, M. arenaria, M. incognita ve M.
javanica turlerinin bulundgunu belirtmstir.

Bora (1970), Karadeniz bolgesinde sebzelerde ve tutunérdscognita’nin
ve M. incognita var.acrita’'nin bulund@gunu bildirmgtir. 1961-1968 yillari arasinda
bolgede yap#n calsmalarda sahil boyunca kumsal topraklarda, Amasya’'nin
Yesilirmak’la sulanan sebze alanlarinda, Turhal, Niksar ve Trabzon'un tittn ekili
alanlarinda farkl ygunluklarda Kok-ur nematodlari ile byl& oldugunu tespit
etmitir.

Oztlzin (1970), Dgu ve Guneydpu Anadolu Bolgesinde Kkultur
bitkilerinde zararli olan nematodlarla ilgili yaptisurvey cakmalarinda Malatya ve
Elazig illerindeki sebze ekim alanlarinda, yalnizdd. incognita tlrinun
bulundizunu bildirmitir.

Erttirk ve Ozkut (1973), Ege boélgesindes ldanlarinda (Menemen, Alehir,
Salihli, Sarigol, Saruhanl, Turgutlu) yarattikleri gadadaM. incognita, M. thames
ve M. javanica Kok-ur nematod tirlerinin bulung@unu bildirmglerdir.

Yuksel (1974), Turkiye’de Kok-ur nematodlarinin yayginhklari Gzerine
yaptgl calsmada; Karadeniz Bolgesi'ndé. incognita ve M. arenaria; Marmara
Bdlgesi'ndeM. incognita, M. incognita var. acrita, M. javanica, M. arenaria ve M.
hapla; Ege Bdlgesi'ndeM. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M. hapla;
Akdeniz Boélgesi'ndeM. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M. hapla'nin
bulundiunu tespit etrstir.

Ertirk ve ark. (1975), Ege Bodlgesinde pamuk alanlarinda yaptiklari

calsmalarda en yaygin nematod tirleriniieloidogyne spp. M. incognita, M.
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incognita var. acrita, M. javanica) (%58), Tylenchorynchus spp (%28),
Helicotylenchus spp. (%14) ve @erlerinin takip etgini bildirmislerdir.

Gurdemir ve A&daci (1975), Antalya ve Mersin illerinde yaptiklari gaada
Antalya seralarinin %75,79'unun, Mersin seralarinin ise %23,09'unun kok ur
nematodlari ile bukak oldugunu ve en yaygin tirleriM. incognita (%71,1), M.
javanica (%14,90), M. arenaria (%6,01) ve M. thames (%2,40) oldgunu
bildirmislerdir.

Hekimaoglu (1975), izmir ve ¢evresindé&olanaceae familyasina ait onemli
bitki tirlerinde yaptt calsmadaM. incognita (% 44,3),M. javanica (%34,1) veM.
arenaria (% 6,4)’'nin en yaygin turler olgunu saptanglardir.

Agdaci (1978), 1973-1976 yillar1 arasinda Akdeniz Boélgesi'nde kabakgil
yetistiricili gi yapilan 717 adet serada yur@il calsmada, 248 seranin kok-ur
nematod tirlerinderM. incognita, M. javanica, M. arenaria ve M. thames ile
bulasik oldugunu belirlemgtir. Kok-ur nematodlarinin, Antalya’da % 16.70
Adana’da ise % 47 oraninda zararlara nedengoidu ve bulaik bitkilerin vejetatif
gelismelerinin sghkh bitkilere gore 6nemli 6lgide zayif kafgni tespit etmtir.

Sasser (1979), tropik iklim boélgelerinde vyiratilen sarmalarda,
Meloidogyne spp., nedeniyle tum urinler ele aligohda ortalama olarak Giliney
Amerika’da %15, Bati Afrika'da %25, GlUneyglo Asya’da %11 oraninda drin
kayiplarinin oldgunu belirtmsgtir. Tropik bolgelerde yegtirilen énemli Urlnlerden
domateste %29, patlicanda %23, bamyada %22 ve biberlerde %15’lik bir Grtin kaybi
oldugunu bildirmitir.

Eisenback ve ark. (1980), Triantaphyllou (1966)'ya atiérhapla’'nin A ve
B olmak tzere iki sitolojik irkinin bulungwunu belirtmglerdir.

Enneli (1980),i¢c Anadolu Bolgesi'nde Kok-ur nematodlariyla bukik
oraninin %10-94 oldiunu ve en yaygin turleriM. incognita (%93), M. javanica
(%2) veM. arenaria (%1) old@unu bildirmistir.

Sasser ve ark. (1983)1. incognita’nin titiin (NC95) ve pamuk (Deltapine 16
veya 61) bitkilerindeki reaksiyonlarina gore konukgu irklarinin belirf@ndi
calgsilan M. incognita populasyonlarindan %72’sini irk 1, %213’anu irk 2, %13'Und

Irk 3 ve %2’sini ise Irk 4’tin okiurdugunu belirlemglerdir.
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Johnson ve Fassuliotis (1984), diunya genelinde 75 ullkeden elde edilen 1000
adet Kok-ur nematodu populasyonundan %52’silkinincognita, %30’'unun M.
javanica, %8’'inin M. arenaria, %8’inin M. hapla ve %?2’sinin ise dier turlerden
olustugunu bildirmglerdir.

Sasser ve Carter (1985), 70 ulkeden topladiklari 850 Kok-ur nematod
populasyonu uzerinde yuruttukleri gatiada, bu populasyonlarin %97’sinde, Dinya
da en yaygin dort Kok-ur nematod turuindwh {ncognita, M. arenaria, M. javanica
ve M. hapla) oldugunu tespit etngierdir.

Netscher ve Sikora (1990), Kok-ur nematodlarinin domateslerde %42-54,
patlicanlarda %30-60 ve kavunlarda %18-33 oranlarinda Urin kaybina sebep
olduklarini belirtmglerdir.

Decker ve Fritzshe (1991), dinyalllaincognita'nin 4, M. javanica’nin 2 ve
M. arenaria’nin 2 irkinin oldgunu, M. hapla’nin konukgu irklarinin hentiz tespit
edilmedgini bildirmislerdir.

Pehlivan ve Kgkavalci (1993), 1992-1993 yillarinda Bati Anadolu Bélgesi
sanayi domates uretim alanlarinda yaptiklarisgadda, bu alanlarin %63,9'unun
Kok-ur nematodlar ile bufak oldugunu veM. incognita (%72,97) veM. javanica
(%27,03) turlerinin bulundgunu belirtmglerdir.

Elekgioglu ve Uygun (1994), Dgu Akdeniz Boélgesinde ekonomik dneme
sahip kultur bitkilerinde bitki paraziti nematodlarin tespiti vegitiai Uzerine
yaptiklari ¢calgmada, muz ve birgok sebzenin kdklerinde incognita, M. javanica
ve M. arenaria'nin bulund@gunu, M. incognita ve M. javanicanin 0Ozellikle
sebzelerde (domates, biber, patlican vbguyopopulasyonlar okturduklarini tespit
etmglerdir.

Sggut ve Elekgiglu (2000), Dgu Akdeniz Bodlgesi'nde yiruttikleri
calsmadaM. javanica’'ya ait irk 1, M. incognita’'ya ait irk 2 ile irk 4 olmak tzere
toplam 3 KoOk-ur nematodu irki tespit egterdir. M. javanica’'ya ait 4, M.
incognita’ya ait 1 veM. hapla’'ya ait 1 populasyonun ise konukcgu testine gére uygun
reaksiyon gostermegliicin irk diizeyinde tghisinin yapilamadini bildirmiglerdir.

Mennan ve Ecevit (2001), Bafra ve @mba ovalarind®l. incognita’nin

héakim tir oldgunu ve bu tirden yalnizca irk 2'nin bulurgdunu bildirmglerdir.
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2.1.2. Hiyarda Kok-Ur Nematodlarina Karsi Dayaniklilik Calismalari

Wehner ve ark. (1991¥. sativus ve C. metuliferusun dort Kok-ur nematod
tirine M. arenaria M. hapla, M. incognita ve M. javanica) karsi dayanikhlgini ve
inokulasyon periyodunun dayaniklihkta 6nemini ortaya koymak igin 6 ve 12 haftalik
zaman dilimlerini kullanngiardir. C. metuliferusun nematod tirlerine ker
dayaniklihk diizeylerinin dgsiklik gdsterdgini, C. sativus Sumter cgidinin M.
arenaria, M. incognita ve M. javanica’ya karsl cok hassas oldwnu veC. sativs ve
C. metuliferusun butiin hat veya g#lerinin M. hapla'ya karsi dayanikli oldgunu
bildirmislerdir. Dayaniklilik duzeyini belirlemede 12 haftalik sirenin 6 haftahk
sureye gore daha kesin sonuclar v@rdibelirtmislerdir.

Walters ve ark. (1992). sativus ve C. metuliferus koklerindeMel oidogyne
spp. M. arenaria irk 2, M. incognita irk 1, M. incognita irk 3 veM. javanica) zarari
sonucu olgan kdk curimelerinin ur indeksi ve yumurta kiimesi sayilari arasinda bir
iliski olup/olmadgini aratirmiglardir. Kok dokularinin tahrip olmasi sonucunda
urlanma hala gorinse bile Kok-ur nematodun Uremesinin ofnmadihiyarda ur
indeksi ve yumurta kiimesi sayilari arasindakkitiin kokin dlmeye bgamasiyla
zit bir etkiye sahip oldgunu agiklanmglardir.

Walters ve ark. (1993), Amerika’'dalt. sativus ve C. metuliferus gen
kaynaklarinin Kok-ur nematodlarind( arenaria irk 2, M. incognita irk 3, M.
hapla) karsi dayaniklilgini test etmglerdir. C. metuliferusun (24 adet) test edilen
butin nematodlaraC. sativus un (884 adet) tUminurM. hapla'ya, birkag
tanesinindeM. incognita Irk 3’e, C. sativusun (50 adet) zayif dizeydd. arenaria
irk 2’ye ve M. incognita Irk 3'e dayanikli oldgunu belirlemglerdir. C. sativus var.
hardwickii ve Mincu'nunM. arenaria irk 2'ye orta dizeyde dayanikli olgunu C.
sativus var. hardwickii'nin M. javanica’'ya dayanikli tek kultir hiyar varyetesi
oldugunu, butunC. sativus varyetelerininM. incognita irk 1 ve 3’e kagi duyarli
oldugunu belirtmglerdir.

Walters ve ark. (1996)C. sativus var. hardwickii (NC 42, NC 43, PI
215589), Mincu, Sumter, Wis. SMR 18 hatlariMnarenaria irk 1, M. arenaria irk

2 ve M. javanica nematodlarina dayaniglitizerine yaptiklari caimada; NC 42’nin
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M. arenaria Irk 1, M. arenaria Irk 2 ve M. javanica’ya; NC 43'UnM. arenaria irk
2’'ye; Mincu ve Pl 215589'uM. arenaria irk 2’ye dayanikli, buna keun Sumter ve
Wis. SMR 18’nun testlenen bu nematodlaragkduyarli old@gunu bildirmglerdir.

Walters ve Wehner (1997%. sativus var. hardwickii LJ 90430 ile farkh
Ozelliklere sahip hiyar hatlarinin melezlenmeleri sonucutgeikleri saf hatlarin
Lucia, Monteo ve Shelby'niM. arenaria irk 1, M. arenaria irk 2 veM. javanica’ya
dayanikli oldgunu bildirmglerdir.

Walters ve ark. (1997M. javanica’ya dayanikliC. sativus var.hardwickii LJ
90430 ile bu nematoda duyarl hiyar hatlarinin (Sumter, Addis, Gy 14, Gy 57u ve
Poinsett) melezlemeleri sonucu elde edilenfz ve BG (geri melezleme) bireyleri
Uzerine yaptiklari testleme gahalarinda,M. javanica’'ya dayaniklgin resesif tek
gen tarafindan &andgini  belirlemigler ve bu geni m geni olarak
isimlendirmglerdir.

Walters ve Wehner (1998), hiyarla javanica’ya dayanikli mj geninin ger
genlerle balilik durumu lzerine yaptiklari ¢amada, bu genin 17 genden (B:siyah
diken, B-3: siyah diken 3, B-4: siyah diken 4, Bt: Aci meyve, D: Donuk meyve
yuzeyi, df: Gecikmy giceklenme, de: Oturak yapi, F:sDcinsiyet ifadesi, |h: Uzun
hipokotil, ns: Ceitli dikenler, pm-h: Hipokotillerde mildiyoye dayaniklilik, R:
kirmizi olgunlamis meyve, ss: Kiguk dikenler, te: Zayif meyve yuzeyi, Tu:
Yumrulu meyve, u: Yeknesak olguglaams meyve rengi, w: Beyaz olgugl@ams
meyve rengi) b@msiz oldgunu ve Il. kromozom Uzerinde veya Ill. kromozomun
ucunda olabileggni bildirmislerdir.

Walters ve ark. (1999110 farkli hiyar hattini (Souther Pickler, Mincu, LJ
90430, Poinsett, Producer, Coolgreen, Straight 8, Wi 2757, Wis. SMR-18 ve Sumter)
hem serada hem de acik tarlala arenaria irk 1, M. arenaria irk 2 ve M.
javanica’ya karsi iki yil test etmglerdir. Sera ve tarla kaollarinda dayanikhlik
durumunda farkhlik olmagini, pozitif korelasyon gdsterdiklerini ve c¢evrenin

dayaniklihkta etkili olmadyini saptanglardir.
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2.2. Molekiiler Markir Sistemleriyle ilgili Cali smalar
2.2.1. Genetik Csitlilikte Molekuler Markirlarin Kullaniimasi

Maughan ve ark. (1996), 23 tane kiltuvar so@ycine max L. Merr) ve
yabani soya Glycine soja Siebold & Zucc.) arasindaki genetiksKiyi 15 AFLP
primeri ile calgmiglar ve 750 AFLP fragmenti belirlegierdir. G. max'da % 17 (127
bant) veG. soja'da % 31 (237 bant) polimorfizm orani bulgtardir.

Folkerstma ve ark. (1996), patates kist nematodlarirBiobpdera
rostochiensis, G. pallida) tur ici ve turler arasi benzerliklerini AFLP markerleri ile
incelemslerdir. G. rostochiensis populasyonlarinda %15 bandin polimorfik ogdumu
ve genetik benzegdin %81-93 oldgunu, G. palli'da populasyonlarinda ise %23
bandin polimorfik ve benzerlik oraninin ise %52-97 gicw belirlemglerdir. ki
tlr arasinda ise % 64’lik benzgh oldugunu bildirmglerdir.

Lin ve ark (1996), soyanin genetik haritasini yapmada RFLP, RAPD ve
AFLP markerlerini kullanmglardir. Bu markerlerden AFLP’nin polimorfizm
bulmada dierlerinden ¢ok Ustiin olgunu, ortalama her primer kombinasyonunda
12 polimorfik bant elde edilebilegai belirtmislerdir.

Hongtrakul ve ark. (1997), 24 tane saf aygigd¢ielianthus annus L.) hatlari
arasindaki genetik benzggilive polimorfizm oranini belirlemek icin AFLP marker
sistemini kullanmglardir. 6 AFLP primer konbinasyonu ile toplam 359 marker
bulmuwlardir. Hatlar arasindaki genetik benzerlik oranini %70-90, polimorfizm
oranini ise %7-24 olarak bildirghérdir.

Hartl ve Seefelder (1998), selderbetci otu KHumulus lupulus L.) kultuvari
arasindaki ikkiyi AFLP markir sistemi kullanarak belirlegherdir. Kullanilan her
primer kombinasyonunda 18 polimorfik bant bullam ve Saazer, Tettnanger ve
Spalter kultivar ggtlerini birbirlerinden ayiramarglardir. En digik genetik
benzerlgin aci kultuvarlardan olan Hallertauer Magnum ile Wye Target arasinda
(%89) oldgunu belirtmglerdir.

Semblat ve ark. (1998M. arenaria, M. incognita ve M. javanica'nin farkli

populasyonlarinin tur igi genetik varyasyonunu AFLP marker sistemi ile
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belirlemiglerdir. Genetik varyasyon gerinin M. arenaria’da %9,7 M. incognita’da
%4,4 veM. javanica’da %3,3 olarak bulundiunu bildirmglerdir.

Tzortzakakis ve ark. (1999), AFLP markiri ile 22 addt javanica
populasyonu arasindaki genetikskilyi arastirmiglar ve bu populasyonlar arasinda
cok yiuksek (% 99,4) bir genetik benzerlik buklaudir.

Ferriol ve ark. (2003), AFLP ve SRAP markir sistemlerini iki alt ttrden
olusan toplam 69 tane kabakicurbita pepo L.) genetik materyallerinin analizinde
kullanmglardir. UPGMA analizine gore her iki marker ile iki alt tiriin gekilde
birbirlerinden ayrildgini, SRAP markeri ile elde edilen bilginin morfotiplerin
tarihsel gekimi ve morfolojik ¢aitlilik icin AFLP marker sisteminden daha uyumlu

oldugunu bildirmglerdir.

2.2.2. Dayanikhlik  Calsmalarinda  Molekiler  Markirlarinin

Kullaniimasi

Ballvora ve ark. (1995), patatesin VII. kromozomu uzerinde bulunan patates
kist nematoduna Gobodera. rostochienss) kargi dayanikhlgl sglayan Grol
bblgesini RFLP, RAPD ve AFLP markirlari kullanarak haritaldandir. Grol
bblgesine; 0,6 cM ve 0,8 cM uzaklikta iki AFLP markiri tanimkan) bu markirlari
PCR primerlerine doniiirerek Grol geni tgiyan dayanikli bitkilerin duyarli
bitkilerden kolaylikla ayrilabildiini saptamglardir.

Jong ve ark. (1997), patateste patates X virusu’'ng dayanikllgl sazlayan
Nb genine bgh markiri tanimlamak i¢cin AFLP-BSA tekgini kullanmislardir. 96
AFLP primer ile toplam 9600 DNA bandi elde eglei ve DNA bantlarinin
uzunlygunun 40-400 bp arasinda ofdunu belirlemglerdir. Sekiz markirin Nb
genine bali oldugunu tespit etmyier ve bu markirlardan SPUD237 ve GP21’,
CAPS markirina dontlirmislerdir. Nb geninin, patatesin 5. kromozomunda
oldugunu ve dger dayanikli genlerle birlikte (REhytophythora infestans, Gpa ve
rx2: Globodera pallida) bulundi@gunu tanimlanslardir.

Rouppe van der Voort (1997), patates kist nematodungpdlida) karsi
dayaniklilgl kontrol eden 12. kromozom uzerinde bulunan Gpa2 bdlgesini AFLP

markirlari  kullanarak haritalagiardir. Gpa2 bolgesi,G. pallida’nin farkli
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populasyonlarina kar dayaniklilik sglamaktadir. Bgka bir calgmada belirlenen
diger dayanikh lokus H1 ile antili olmadgini fakat patates X virusine kar
dayaniklilgl kontrol eden Rx1 bolgesiyle glantili oldusunu bildirmilerdir.

Lu ve ark. (1998),seftalide Prunus persca L.) Kok-ur nematodlarina
dayaniklilgl saglayan Mi ve Mij genlerine b#li codominat AFLP markiri
belirlemiglerdir. Mi genine balh EAT/MCAT2 AFLP markirin, 3,4 cM ve Mij
genine bgh EAA/MCAT10 markirin ise 6,0 cM uzaklikta ol@gunu ortaya
koymuwlardir. Bu markirlaringeftali anag i1slahinda MAS igin uygun olabilgoe
belirtmislerdir.

Lu ve ark. (1999)seftali anaclarindaM. incognita ile M. javanica'ya
dayanikli gene kg markir oluturmak igin AFLP markir sistemini kullangtardir.
Gene bgh AFLP markirini belirledikten sonra bu markiri klonlayip DNA dizilimini
ortaya koymuglardir. Dizilim analizlerinden yola ¢ikarak gigik primerler dizayn
etmgler ve bunlari melezleme sonucu giuduklari farkli i ve R bireylerinde
kullanmslardir. Mij3F ile Mij1R olarak adlandirdiklar primerlerin MAS’da uygun
sekilde kullanilabilecgini ve PCR Urlnlerinin Sau3 enzimi ile kesilmesi sonucu co-
dominant markir elde edilgini bildirmislerdir.

Li ve Quiros (2001), temel olarak ORFs (Open Reading Frames) bdlgesinin
cogaltilmasina dayanan SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) olarak
isimlendirdikleri yeni bir markir sistemi gelirmislerdir. Bu tekngi Brassica
oleracea’ya ait rekombinant hatlar ile di-haploid hatlar Uzerinde sqaklardir.
Jelden izole edilen bantlarin %45'i dizilim analizinden sonra Gen bankasinda
bulunan bilinen genler ileskesmis oldugunu bildirmglerdir. Dizilim analizinden
sonra SRAP markirlerinin  %20’sinin co-dominant didou ve SRAP ile
Brassicada bulunan glucosinolate  desaturation genini  (BoGLS-ALK)
isaretlediklerini belirtmglerdir.

Xu ve Korban (2000), elmada fungal patojen oMenturia inaegualis
(Cke.)'e dayanikhig sgslayan Vf genine kar AFLP-BSA kullanarak genin interval
durumunda 0,6 cM uzaklikta 15 AFLP markeri belirlgeridir. Bunlardan 7
tanesinin Vf geninden ayri olmadmi, 1 tanesinin genin solunda geri kalan 7

tanesinin ise genin gmda oldgunu bildirmilerdir.

13



2. ONCEKI CALI SMALAR Zibeyir DEVRAN

Von Malek ve ark. (2000), gullerde fungal patof@iplocarpon rosae Wolf
karsi dayaniklilgl sgslayan Rdrl genine [gh molekiler markir belirlemek igin 868
RAPD ve 114 AFLP primer konbinasyonu kullaglardir. 7 AFLP markirinin Rdrl
genine 1,1 ve 7,6 cM uzaklikta olglinu belirlemglerdir. Gene en yakin AFLP
markirini klonlamglar ve SCAR’a dongttirmislerdir. Geng populasyonda yaptiklari
calsmada elde edilen bu SCAR markirini gene 0.76 cM uzakliktazofduve bu
fungal patojene kar dayaniklihk 1slahi c¢amalarinda kullanilabileggni
aciklamglardr.

Ni ve ark. (2001), celtik bitkisind&clerotium oryza€'ye karsi dayaniklilik
saglayan genle ilgili markir olgturmak ic¢in, dayanikh ve duyarl Dbitkileri
melezlemeleri sonucu elde ettiklet Bireylerinin olgturduklari dayanikh ve duyarli
havuzlarda 900 AFLP primer kombinasyonu kullaglandir. 1 tane AFLP markeri
59 bireyde %45 fenotipik varyasyonda hesaplanmibu hastagin dnemli diizeyde
birlikte oldugunu gdsternsiir. Bu markirin, geltikte 2. kromozomda bulunan RFLP
markerleri (R7166-RG139) arasinda bulugaiou bildirmilerdir.

Ouedraogo ve ark. (2001), borilcedégha ungiculata) ekonomik kayiplara
neden olanStriga gesnerioidese kargi dayaniklilga bah molekiler markiri
tanimlamak icin AFLP ve BSA analizini kullangtardir. S. gesnerioides irk 1'e ka!
dayaniklilgin  dominant tek gen tarafindan (Rsg2-1) kontrol eglildi
bildirmiglerdir. Bu gene; 0,9 cM, 2,6 cM ve 0,9 cM uzaklikta 3 AFLP markiri
belirlemiglerdir. AyricaS. gesnerioides irk 3’e kagl da dayanikligin dominant tek
gen (Rsg4-3) tarafindan kontrol edfi ve bunu 10,1 cM, 4,1 cM, 2,7 cM, 3,6 cM,
5,1 cM ve 3,6 cM uzaklikta 6 adet AFLP markiri belirfgaii bildirmislerdir.

Agrama ve ark. (2002), misirdaPeronosclerospora sorghi'ye karsi
dayaniklilgl saslayan genle ilgili markir belirlemek icin AFLP ve BSA analizini
kullanmslardir. 64 AFLP primer kombinasyonu ile yaptiklari samanada 3 primer
kombinasyonunun 1. ve 9. kromozom Uzerinde bulgadu, 1 primer
kombinasyonunun ise duyarli bireyleregbaldugunu fakat herhangi bir kromozom
ile iliskili olmadigini belirlemglerdir. SCAR’a dongturilen bu dizilerin GenBank

analizinde herhangi bir dayaniklilik geniylgkisinin olmadgini bildirmislerdir.

14



2. ONCEKI CALI SMALAR Zibeyir DEVRAN

Dussle ve ark. (2002), misirgakerkamgi mozaik viriisine (SCMV) kar
dayaniklilgl kontrol eden Scmvl (kromozom 6’'da) ve Scmv2 (kromozom 3)
genlerine bgll 6 AFLP markiri belirlemgledir. Bu dominat markiri MAS’'da
kullanmak igcin markirlarin dizilim analizlerini yapgtardir. Bunlardan 1. dominat
AFLP markirn (E35 M62-1) indel markiri (insort/silinme; insetion/deletion), 2.
AFLP markirinin (E33/M61-2) ise CAPS markiri ofdmu belirlemglerdir. Her iki
markirla yaptiklari ¢cagmada E33/M61-2'Un kromozom 3’'de, E35/M62-1'in ise
kromozom 6’da sinirlandiriiigi(lokalize) oldgunu ortaya koymglar ve bunlarin
markir yardimci seleksiyon ve SCMV'ye dayanikli genin haritalanmasinda
kullanilabilecgini bildirmislerdir.

Sardesai ve ark. (2002), ¢glti en 6nemli zararlis| ola@rseolia oryza€e' nin
1, 2 ve 4 biotiplerine kar dayanikhlgl kontrol eden dominant Gm7 geninegha
molekiler markiri belirlemek igin 157 AFLP primer konbinasyonu kullalardir.

Bu primer kombinasyonlarindan 4 adedifEcoRI/Msel) duyarli bireylere, 20 adet
(Pstl/Msel) duyarl bireylere, 5 adet (Pstl/Msel) ise duyarl bireylegd loddugu
belirlemiglerdir. Bunlardan P-CGxM-CTG primer kombinasyonu ile elde edilen
DNA bandinin 24 duyarh bireyin, 22 tanesinde bululwhw tespit etmglerdir. Gm7
genine bgll oldugunu digundukleri bu bandi klonladiktan sonra, sekans ggémve
iIslahinda bu zararliya kar dayanikhhik c¢almalarinda kullanilabilegeni
bildirmislerdir.

Williams ve ark. (2002), hiday ve dger bitkilerin ekonomik zararhlarindan
biri olan Kok lezyon nematodwRratylenchus neglectusa karsi molekuler markir
olusturmak amaciyla yaptiklari catnada di-haploid populasyonlari dayanikhilik
yonunden tanimlanglardir. BSA-AFLP yontemi kullanarak Excalibur kiltivar
bugdayindaP. neglectus a bali AFLP markiri tanimlangiardir. 1 AFLP markirin
Cranbrook/Halberd populasyonundaki RFLP markirina yakin goidw
bildirmislerdir. 7A RFLP proplari (cdo347) Tammin/Excalibur populasyonuda
neglectusa dayaniklilk genine (RInnl) %8 rekombinasyon uzaklikta g@ldu
bildirmiglerdir.
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Cai ve ark. (2003), misirdeelminthosporium maydise karsi dayaniklilgi
kontrol eden rhm genine @a molekiler markir belirlemek igcin AFLP-BSA
yontemlerini  kullanmglardir. Dayanikli  ve duyarli havuzlari 215 primer
kombinasyonu ile taraiar ve 222 polimorfik DNA bantlari belirlelerdir. 80 k
bireyinde iki havuz arasinda yaptiklari galada bu markirlardan 16 adedinin rhm’e
bagli olmadgi, 103 adedinin 5,9-21,9 cM, 84 adedinin 5,2 cM ve 19 adedinin ise
5 cM uzakhkta rhm’e b#i oldugunu tespit etmgierdir. Bunlar arasinda p7m36
(Pstl+ATG/ MseldTAC) 720 £ bireylerinde yapilan analiz sonucunda 1,0 cM
uzaklikta oldgunu bildirmglerdir.

Evans ve James (2003), elmada mildiydledpsphaera leucotricha) karsi
dayaniklilgl salayan Pi-w genine I molekuler markiri belirlemek igin 176
AFLP primer kombinasyonu kullangiardir. Bu kombinasyonlardan 7 AFLP
markiri, dayanikli ve duyarh havuzlar arasinda farkhlik gostenmi 114 bireyde
yaptiklari taramada, bunlardan iki tanesinin (EM MO1 ve EM M02) Pl-w genine 4,6
ve 6,4 cM uzaklikta oldtunu ortaya koymglar ve bunlari SCAR’a
donistirdiklerini belirtmglerdir.

Tullu ve ark. (2003), mercimekte antraktoZo(letotrichum truncatum)
hastalgina kagi molekuler markir olgturmak i¢in yaptiklari cagmada 147 adet RIL
kullanmslardir. Elde ettikleri dayanikli ve duyarli hatlardan giduulan iki ayri
havuzu, 700 RAPD primerleri ve 8 AFLP primer kombinasyonu BSA-RAPD ve
BSA-AFLP yontemleri kullanarak analiz egf@rdir. Dayaniklilgl sglayan major
geni, LCt—2 geni olarak adlandirgtardir. MapMaker analizine gore, LCt-2
bblgesine OPEO@2sq repulsin (6,4 cM), UBC—704q, ise coupling (10.50 cM)
olarak bulmylardir. AFLP markirlari; EMCTTACAsove EMCTTAGG5 caupling,
EMCTAAAG:7s ise repulsion olarak LCt-2 bolgesine gha oldugunu
belirlemislerdir.

Weiland ve Yu (2003)sekerpancarinda 6 farkMeloidogyne turiine kagi
dayaniklilgl sglayan R6m-1 bolgesine 6zgu molekiler markirsiitmak igin
RAPD markirlari kullanngiardir. NemO06 olarak adlandirdiklari 600 bp uzgnlda
bir DNA markirinin yalnizca dayanikli bireylerde ogdunu belirlemglerdir. Bu

bandin sekans edilmesi sonucusalu diziden yararlanarak gturduklari NemO06-
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FWD ve NemO6REYV primerleri hem dayanikli hem de duyarli bireylerde ayni bandi
vermitir. Elde ettikleri PCR urlnlerini sekans ederek sonucu dayanikli ve duyarh
bireyler arasinda 1 baz farklihk bulgtardir. Bulunan bu farklifi Msel kesim
enzimi kullanarak CAPS’a cevirgler ve 1slah c¢agmalarinda rutin olarak
kullanilabilecek bir markir oldgunu bildirmglerdir

Chen ve ark. (2004), misirdAuccinia polysora Underwya dayaniklilg
kontrol eden dominant tek geni RppQ haritalamak icin SSR ve 54 AFLP primeri
kullanmslardir. 1 AFLP markiri (AF1) RppQ genine, 3.34 cM uzaklikta ve RppQ
geninin 10. kromozom Uzerinde olglwnu belirlemgler ve SSR markirt (phi 041) ile
AFLP markiriyla geni haritalargiardir.

2.2.3. Hiyarda Molekuler Markirlarin Kullaniimasi

Kennard ve ark. (1994), hiyargierinin melezlenmeleri sonucu elde edilen
haritalama bireylerinde; RFLP, RAPD, morfolojik ve hagal dayaniklilik
markirlari kullanarak 10 kanti grubunda 766 cM mesafede 58 genetik harita
belirlemiglerdir. Bulunan birka¢ polimorfizmin daha 0Once yapilan spaélarla
paralellik gosterdiini bildirmislerdir. Istatiksel olarak (R0.001) uygun olmasi
beklenen RAPD markirinin %64’nin gantili olmadg! gorilmitur. Bu sonucun
F., bireylerinde bglantiyi tanimlamada dominant markirlarin etkigzlve PCR
calsmasindaki zayif ggalmadan kaynaklanabilegie seklinde agiklanglardir. C.
sativus var. sativus ile C. sativus var. hardwickii'nin melezlenmesi sonucu elde
edilen haritalama populasyonunda RFLP, RAPD, morfolojik ve haatdayanikli
markir kullanarak 10 [ganti grubunda ise 480 cM mesafede 70 genetik harita
belirlemislerdir.

Katzir ve ark. (1996), kabakgil turlerinde (8 kavun, 11 hiyar, 5 kabak, 1
balkab&! ve 3 karpuz) SSR markirlarinin kullanimi ile ilgili yaptiklar gakada;C.
melo genomik kutiphanesinden izole edilen 5 tane (CT/GE8) sativusun gen
bankasindan elde edilen 2 tane (§£7) (AT )13 tekrarli dizilerini kullanmglardir. Bu
calsma sonucu toplam 7 SSR’'In 5 tanesi, 8 kavun genotipinde polimorfizm

gosterdgi ve alleler arasinda 0,53-0,75 arasinda bir genetik uzaklik; 7 SSR’in 4
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tanesi de 11 hiyar genotipinde 18-0.64 arasinda bir genetik uzaklik gésterdi
bildirmislerdir.

Serquen ve ark. (1997), 80 noktada genetik haritalamangsdinda [77 tane
RAPD, F (female sex expresionjle (determinate) vel (little leaf)] determinate,
gynoecious, standard-gerjaprak 6zellsi tagiyan G421 hiyar hatti ile indeterminate,
monoecious kiguk yaprak hatti Ozghi tasiyan H-19 hattinin melezlemesini
gercgeklagtirmislerdir. Harita, 9 bglanti grubunda (600 cM) tanimlangrue markirlar
arasindaki ortalama uzaklik 8,4-9,4 cM olarak belirletimi BC-551 RAPD
markirinin,ll genine 3,4 cM; BC-592 RAPD markirinin 12.2 cM uzaklikta, OP-L18—
2 ise de genine 16 cM olarak belirlegierdir. Ayrica 100 E bireyini, cinsiyet
Ozelligi, ana govde uzunfiu, yan dal sayisi, meyve sayisi @&rgi, meyve uzunluk
ve capl meyve uzunluk/cap orani gibi QTL 0zelliklerini tanimlamak igin
kullandiklarini bildirmglerdir.

Horejsi ve ark. (1999), hiyarda RAPD SCAR markirlarina domiini ve
farkli PCR kagullarinin etkisini argtirmislardir. SCAR markir olgturmak igin 75
tane RAPD-PCR urununi klonlagfar ve sekansini yaparak primerler dizayn
etmglerdir. Kalip DNA'nin kayngi, saflgi ve konsantrasyonu, Mggl
konsatrasyonu, Taq Polymerase kaynae PCR aleti tipinin RAPD ve SCAR
markirlarinin  performansi lzerine olan etkisini geldendirmglerdir. RAPD
markirlarinin SCAR’a doniiimunde bgarili olunamadiini ve SCAR primerlerinin
degisken PCR keullarinda farkli sonuglar vergini belirlemislerdir. 75 tane RAPD
markirin 48 tanesinin (%64) il sekilde SCAR’a cevirilebildiini ve bunlarinda
11 tanesinin (%15) orijinal RAPD-PCR drunleri ile godzlenen polimorfizm
Uretebildgini bulmuslardir. Ayrica bazi SCAR primerlerinin goklu polimorfik PCR
arind dretggini belirtmislerdir. SCAR markirlarinin bant gonlugu onlarin benzer
RAPD markirlarindan daha parlak offluinu ve ¢akilan SCAR markirlari onlarin
benzer RAPD markirlarindan daha az Mg@&bnsatrasyonundan etkilegdhi
bildirmislerdir. Tag kayna ve PCR aleti tipi ise SCAR ve RAPD markirlarinin
performansini etkilemegini bildirmislerdir.

Horejsi ve Staub (1999), ayri genetik kaynaklar arasindagkiyili elit

hiyarlart ayirmada RAPD markirlarinin potansiyelini ve  RAPD markirlarinin
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izoenzim ve RFLP markirlarina gore etkgnti arsgtirmislardir. Bunun igin gen
bankasina ilave olan 118 sativus da71 tane RAPD markir (42 tane haritalanan, 29
tane haritalanmarg) kullanmsglar ve genetik uzakh istatistiksel olarak analiz
etmglerdir. Her bir 6érngin tek bir markir profiline sahip oldwnu ve bu durumda
RAPD’in genotipik farklilikta faydal oldgunu belirtmslerdir. Genetik kaynak
gruplari, bireylerin orijinleri, teorik dalma yollari ve morfolojik karakterlerin
analizinde tutarhlik gostergini, elit hatlar RAPD ile ayrilabilmelerine genen
genetik uzakiin oldukga dgik (0.01-0.58) oldgunu tespit etmglerdir. Bu
sonuglarin daha 6nce yapilan genetik uzaklikla ilgili RFLP sonugclarina, izoenzim
sonuglarindan daha ¢ok benzerlik gostgrdibelirtmiglerdir.

Horejsi ve ark. (2000), hiyard@suedoperonospora cubensis (Berk.& Curt.)’e
karsi dayaniklilgr kontrol edendm genine kagyi molekiler markir olgturmak igin
WI 1983G X Straight 8 populasyonu ve Zudml X Straight 8 populasyonundan
gelistirilen 145 Rbitkisi kullanmslardir. Dayanikhlik durumunu Kuzey Amerika ve
Avrupa’ da 5 farkli lokasyonda gozlemlegter ve bu bolgelerde irk yoninden
dayaniklihk icin bir fark olmaduni bildirmislerdir. 960 primerden, 135 polimorfik
DNA markir tanimlanny ve 5 markirin (G14oo, X151100 AS500, BC519100 Ve
BC526009) dm genine bah oldugunu bildirdiler. WI 1983G X Straight 8
populasyonunda, Glgodm genine, 16,5 cM; ASHg 32,8 cM; BC519100 9,9 cM
ve BC52600019,2 cM uzaklkta; Zudml X Straight 8 populasyonunda; gid4m
genine 20,9 cM; X1ho4 14,8 cM; ASS00,24,8 cM veBC526,000,32,9 cM uzaklikia;
G14 500 ve BC519:00dm alleline repulsion fazda, X1ko ASS00 Ve BC526pq ise
dm genine coupling fazda Bl oldugunu bildirmilerdir.

Bradeen ve ark. (2000%. sativus X C. satiws (dar) veC. sativus X C.
sativus var. hardwickii (gens) melezlenmeleri sonucu elde edilen populasyonlari
JOINMAP V.2,0 programi ile haritalagiar ve sonuclari daha o©nce yapilan
haritalama verileriyle birlgirmislerdir. Morfolojik 6zellikler, hastafja dayanikli
lokus, izoenzim, RFLP, RAPD ve AFLP olmak lzere dar haritalama populasyonun
da 255 tane, genharitalama populasyonunda da 197 tane markir belilerdir.

Danin-Poleg ve ark. (2000), 44 tane polimorfik SSR markiri ka@umgo
L.) ve hiyarda C. sativus L.) uzunluk polimorfizm icin dgerlendirmilerdir. SSR
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markirlari G¢ kavun haritasina (18 tane Vedrantas X Pl 161375 haritalama
populasyonunda; 23 tane Piel de sapo X Pl 161375 ve 16 tane Pl 414723 X Dulce)
yerlestirmiglerdir. Ayrica 14 tane SSR markir, hiyar haritalama populasyonunda
(GY14 X PI1 183967) haritalarslar ve bglanti gruplarinda yerlerini belirlegierdir.
SSR markirlari hiyar ve kavun genomu iginde rastgefgldigini ve 9 tane SSR
markirinin hem hiyarda hem de kavun genomunda yaygiguidibildirmglerdir.

Danin-Poleg ve ark. (2001), kabakgil turlerinden gielien 61 tane SSR
markirinin 40 tanesiyle, 13 adet kavun ve 11 adet hiygttegearasindaki uzunluk
farkhliklarini argtirmiglardir. Bu SSR’lar, egzotik ve tatli kavun gruplari arasindaki
farki netsekilde belirlems ve ayrica hiyarda iki alt tir ola@ sativus var. sativus ve
C. sativus var. hardwickii birbirlerinden ayirabildiini bildirmislerdir.

Fazio ve ark. (2003), 171 tane rekombinant inbred hatlari (RIL), determinate
(de), gynoecious K) ve standart boy yaprak ozgllitasiyan G421 hiyar hatti ile
indeterminate, monoecious, kugcuk yaprdl §zelligi tastyan H-19 hiyar hatlarinin
melezlemesi ile gefiirmisler. 131 nokta genetik harita, RIL ve 216kfreyi 14 tane
SSR, 24 tane SCAR, 27 tane AFLP, 62 tane RAPD, 1 tane SNP ve 3 ekonomik
acidan onemli Ozellik H (gynoecy), de (determinate habit)]l (kugik yaprak)
kullanilimstir. 7 ba&lanti grubu, 706 cM mesafe haritalagnue markirlar arasi
uzaklik 5,6 cM olarak belirlenrgtir. CSWCT28 SSR markirk karakterine 5,0 cM
ve CSWCTT14 SSR markir isee karakterine 0,8 cM uzaklikta olgunu
bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma, 2001-2005 yillari arasinda Antalya'da yurititiad Bu
calsmanin ana materyalini Kok-ur nematodlarina dayanikli ve duyarh hatlarin
melezlenip kendilenmesiyle clan F bireyleri ile M. javanica irk 1 Kok-ur
nematodu olgturmustur. Elde edilen Fbireyleri M. javanica irk 1 ile test edilerek

ilgili gene ba&h molekiler markirlarin gegiiriimesi amaglannstir.

3.1. Materyal

Calismada kullanilan Kok-ur nematodlarina dayanikl olan “Lucia”,
“Manteo” ve “Shelby” olarak isimlendirilen homozigot materyaller (Recombinant
Inbred Lines; RIL) North Carolina State Universitesi, ABD (Prof. Dr. Todd C.
Wehner), homozigot duyarh “Bateml” ve “Batem2” hatlar ise Bati Akdeniz
Tarimsal Aratirma Enstitisu, Antalya (Ziraat Muhendisi Ahmet Fikret Firat)’dan

salanmstir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan materyaller ve 6zellikleri

Materyal Ozellik

Lucia Turguluk hiyar, monoik (%20 disi ¢icek), koyu yesil meyve rengine sahip,
M. arenaria irk 1, M. arenaria irk 2 ve M. javanica’ya dayanikli

Shelby Tursuluk hiyar, monoik (%20 disi ¢icek), koyu yesil meyve rengine sahip,
M. arenaria irk 1, M. arenaria irk 2 ve M. javanica’ya dayanikli

Manteo Turguluk hiyar, monoik (%20 disi ¢icek), koyu yesil meyve rengine sahip,
M. arenaria irk 1, M. arenaria irk 2 ve M. javanica’ya dayanikli

Bateml Beith Alpha hiyar, gynoik (%100 disi cicekli), bogumda cicek sayisi 2—3,
belirsiz koltuk yapisinda, bitki habitusu orta kuvvette, M. arenaria irk 1, M.
arenaria irk 2 ve M. javanica’ya duyarli

Batem2 Beta Alpha hiyar, gynoik (%6100 disi cicekli), bogumda cicek sayisi 1, zayif
koltuk yapisina sahip, bogum aralari kisa, bitki habitusu zayif, M. arenaria
irk 1, M. arenaria irk 2 ve M. javanica’ya duyarl

3.2 Metot
3.2.1. Dayanikli ve Duyarl Bitkiler Arasinda Melezleme Calmalari

Melezleme ve kendileme cginalari Bati Akdeniz Tarimsal Agarma
Enstitlisli, Sebzecilik Biriminde seralarda Ziraat Mihendisi Ahmet Fikret Firat
tarafindan yapilmtir. Sera keullarinda dayanikh hatlar (Lucia, Manteo ve Shelby)

ile duyarli hatlar melezlenerek (Lucia x Bateml, Shelby x Batem2, Manteo X
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Batem2) Fk bitkileri, F; bitkileri de kendilenerek F bitkileri elde edilmtir.
Calismada dayanikli materyaller anne olarak kullagimalup baba olarak
kullanilan duyarl materyaller gynocious gigcek yapisina sahipgaltlan Gumg
Nitrat (AgNQ;) uygulamasi yapilarak cinsiyet ggmi sagslandiktan sonra
melezlemeler yapilmtir. Melezlemeler sonucu elde edilen Fohumlarindan

gelistirilen fideler seraya dikildikten sonra kendilenerekbifeyleri elde edilmtir.
3.2.2.Mdoidogynejavanica Irk 1 Saf Kilturinun Olu sturulmasi

M. javanica Irk 1, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakultesi, Bitki Koruma
Boliuma Nematoloji Laboratuarinda bulunan saf kiltirdegaftdarak sglanmstir.
Bu amagcla 15 cm capinda (1750°chacimde) icerisinde % 85 kum, % 10 mil ve
% 5 toprak bulunan saksilara dikilen 10-15 cm boyunamygaduyarli domates
¢esidinin (Simita F1, Nunhems) kok Bazi etrafinda agilan 2 cm deriiifideki
deliklere nematodlar (J2) inokule edikti. Disilerin olusturdusu yumurta kiimeleri
binokiler altinda toplanip bunlardan g8liimis Baermann-Huni yontemi

kullanilarak ikinci donem larvalar elde ediktir.
3.2.3. Ebeveynler, EFve R, Bitkilerinin M. javanica Irk 1 ile Testlenmesi

Ebeveynler (Lucia, Manteo, Shelby; Batem1 ve BatemyeH~, tohumlari
kiivetlere (8,5 x 28 x 43 cm ebatinda) ekiitini Bitkiler fide donemine gelince
icerisinde % 85 kum, % 10 mil ve % 5 toprak bulunan saksilara (15 cm) gtikilmi
Bitkiler 2. veya 4. gercek yaprakli duruma ggidde her bitkinin kok bélgesi
civarinda agilan deliklere ortalama 1000 adet infektiv larva (L2) inokule adilmi
Denemeler, 24-26C (giindiiz) ve 20°C (gece) sicakli olan kontrollii iklim

odalarinda yuratulmgive inokulasyondan 10 hafta sonra bitkiler sokutigi
3.2.4. Kok Urlanma Oraninin Belirlenmesi

Inokulasyondan 10 hafta sonra bitki koklerindesatu ur oranlari, 0-10 ur

indeksi skalasi (Barker, 1985) kullanilarak belirlestmi Bu skalaya gore;
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0: Kok sistemi tamamen gam ve hig ur yok,

1: Yakin g6zlemde gorilebilen birkag¢ kiigik ur var (% 1-10 ur),

2: Cok sayida kuiguk ur bulunmakta ve daha kolay gorulebilmekte (% 11-20 ur),
3: Urlar ¢cok sayida ve bazilari bigieis durumda (% 21-30 ur),

4: Cok sayida kuguk ur, az sayida buyuk ur (% 31-40 ur),

5: Kok sisteminin % 25’ini kaplayan ga urluluk durumu ve kok slevini
yapamamakia,

6: Kok sisteminin % 50’sini kaplayan iri urlar, k&#tevini yapamamakta,

7: Kok sisteminin %75’ini kaplayanga urluluk durumu, kok fonksiyonunun
kaybolmasi,

8: Bitkinin toprak usti organlari y& kok saslikh degil ve beslenme durmakta,

9: Kok tamamiyle urlanngive ¢liriimeye bganms,

10: Bitki ve kdkler 6Img.

3.2.5.Yumurta Kimesi Sayisinin Belirlenmesi

Hadisoeganda ve Sasser (1982), metoduna gore bitkilerin kdkleringtan olu
yumurta kiimesi sayisi gerlendirilmitir. Her bir kok sisteminde yumurta kiimesi

sayisi 15°'den az ise bitki dayanikl, 15°’den ¢ok ise duyarl olargérandirilmitir.
3.2.6. Genin (n)) Kalitimi

Kendileme sonucu elde edilen Bireylerinin agiim oranlari X (Khi-kare)

testine gore hesaplangtr.

3.2.7. Molekuler Calsmalar

3.2.7.1. Bitkilerden DNAizolasyonu

Ebeveynler ve Fbireylerinden DNA izolasyonu Promega DNA izolasyon
Kiti (Wizard Genomic DNA Purification Kit, A1125) kullanilarak yapikur.
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3.2.7.2. Bulked Segregant Analysis

M. javanica Irk 1 ile test edilen Fbireylerinin dayaniklilik ve duyarhliklari
belirlendikten sonra Bulked Segregant Analysis (Michelmore ve ark, 1991),
yontemine gore dayanikli ve duyarl havuzlarsalwlmustur. En dayanikl ve en
duyarli K bireylerinden 10’ar tane secilerek 2 farkli havuz switulmustur.
Calismada havuz olturmada iki yontem izlenrgiir. Birinci olarak her bir bireyden
DNA izole edildikten sonra havuza eklenecek bireylerdem miktarda DNA
alinarak havuzlar okturulmustur. ikincisinde ise AFLP c¢ajmasinda 6n PCR
artnleri 1/50 oraninda seyreltilgnwve her bir 6rnekten ghoireylerinden) ayni miktar

(10 pl) alinarak dayanikl (10 birey) ve duyarh (10 birey) havuzlagtalulmustur.

3.2.7.3. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)

Cizelge 3.2'de belirtlen RAPD Operon primerleri kullanilarak ebeveynler

arasindaki polimorfizm agariimistir.

Cizelge 3.2. RAPD primerleri ve dizilimleri

Primer Dizilim (5'-3") Primer |Dizilim (5-3’) Primer |Dizilim (5'-3)
A0l caggcccttc CO01 ttcgagccag D18 gagagccaac
A05 aggggtcttg C02 gtgaggcgtc F19 cctctagacc
AO07 gaaacgggatg co4 ccgcatctac G04 agcgtgtctg
A08 gtgacgtagg CO05 gatgaccgcc G06 gtgcctaacc
Al5 ttccgaaccc CO06 gaacggactc H15 aatggcgcag
Al7 gaccgcttgt C08 tggaccggtg H16 tctcagetgg
B12 ccttgacgca C09 ctcaccgtcc Jo4 tctcagcetgg
B13 ttcceeegcet Cl1 aaagctgcgg J11 actcctgcga
B18 ccacagcagt C16 cacactccag K08 gaacactggg
B19 acccccgaag C19 gttgccagcc Q05 ccgcgtcttg
B20 ggacccttac D03 gtcgccegtca Q09 ggctaaccga
V05 tccgagaggg D07 ttggcacggg X03 tggcgcagtg
V12 accccccact
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RAPD-PCR reaksiyonusagida belirtilen oranlara gore yapilgtir.

Miktar
DNA (15-30 ng) al
10xPCR Buffer (Invitrogen) 2.4l
Taq DNA polymerase (1 U) ]
dNTP (5 mM) Il
MgCl; (25 mM) 2ul
RAPD primer (0,41M) 1l
dH.0 17,3ul
Toplam 2541

PCR Programi: 94C’de 3 dak.
94°C’de 15 sn’
35°C'de 15sn. | 30 dongu
72°C’de 60 sn.
20°C’de

PCR urinleri, % 2’lik agaroz jelde TAE buffer yardimiyla 50 voltta 1 saat
yuratilmis ve EtBr (0,5 pg/ml) ile boyandiktan sonra UVsigl altinda
degerlendiriimistir.

3.2.7.4. Sequence Characterized Amplified Region DNA (SCAR)

Cizelge 3.3'de belirtilen SCAR primerleri kullanilarak ebeveynler ye F

bireyleri arasindaki polimorfizm ag@riimistir.
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Cizelge 3.3. SCAR primerleri ve dizilimleri (Horejsi ve ark., 1999)

SCAR primer Forward (5™- 3") Reverse (5'- 3')

SCBC469 ttgagcgaaaaatacatacc tgacaaactttaggctgacat
SCL19 tcgaggaacatctttactt ttattcttatgttgatcgcttgtc
SCK7 ctcacgcaaagccctcaga tagaaacttcgaataatcagacag
SCAA9 cgacccgcctcacttagc gtcttcaccggcattttg
SCAO7 tgcgagccaaatcccatct agtggagtggagacgcagaga
SCAI4 gaagtccgtgtctattattgat attacattgtggcagtctttc
SCBC403 cggatttgacggtaact aaggtcgagggatgtgc
SCL18 atttggttattatttttattc aactcacctcaagatttaga
SCU15 atccagcgcattctttag ttcggcggacttgctttggtgt
SCAN5 ggtattggtatgtttttctatttc ggttttacatcagccatcct
SCBC519 agatataagcgttgtgaggat | attatgatagattcgtttttacc
SCAK5 ggtattggtatgtttttctatttc ggttttacatcagccatcct
SCK15 tcctgccaaataagaga tgccaatcgatcctaaaac
SCAO12 cctgtcatctttgctcctaactaa | ctacggataaatcacctggacctt

SCAR-PCR reaksiyonwagida belirtilen oranlara gére optimize ediftim.

Miktar

DNA (15-30 ng) aul
10xPCR Buffer (Invitrogen) 2,4l
Taq DNA polymerase (1 U) o]
dNTP (5 mM) Il
MgCl; (25 mM) 2ul
SCAR primer F (1uM) 1l
SCAR primer R (1uM) 1l
dH0 16,3ul
Toplam 2541
PCR Programi: 94C’de 3 dak.

94°C’de 30 sn.

45-62C'de 30 sn. | 30 dong

72°C’de 60 sn.
20°C’de o

PCR urunleri, % 1,5’lik agaroz jelde TAE buffer yardimiyla 60 voltta 1 saat
yurataldukten sonra EtBr ile boyargrwe UV kig1 altinda dgerlendirilmistir.
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3.2.7.5. Amplified Fragment Length Polymorphism(AFLP)
3.2.7.5.(1). DNA'nin Enzimlerle Kesimi

Ebeveynler (Lucia, Manteo, Shelby, Batem1 ve Batem2), dayanikli-duyarli
havuzlar ve 120 fbireye ait DNA drneklerinin kesilmessagida belirtilen miktarlar
kullanilarak 37°C’de 4 saat bekletilerek yapilgr.

Miktar
DNA (250 ng) 18ul (10 pl DNA+ 8 ul dH.0)
EcoRI Enzimi (10 U4l) 1,5ul
Msel Enzimi (10 Udl) 1,5ul

NB Buffer 3 (NEB) 2,5
dH.0 1,5ul
Toplam 251

3.2.7.5.(2). Adaptorlerle Birlgtirme

Kesilen her bir 6rnek tzeringagida belirtilen oranlarda hazirlanan adaptor
ligasyon soltisyonundan 24 ilave edilmitir. Ornekler 70°C’'de 10 dakika, daha
sonra da 37C’de 10 dakika tutulduktan sonra Uzerin@1T4 DNA ligase enzimi
eklenmi ve 20 °C'de su banyosunda 12 saat bekletilerek EcoRl ve Msel

adaptorlerinin kendilerine 6zgu uglaragtzamasi sglanmstir.

Miktar
Kesilen 6rnekler 25l

5xT4 Ligase Buffer (Invitrogen) 10l
Adaptor Ligasyon Solusyonu

EcoRI adaptor ful
Msel adaptor ul
T4 DNA ligase ul
dH;0 A2ul
Toplam 5Qul
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EcoRI adaptor dizisi R: 5'-aattggtacgcagtctac-3'
F: 5'-ctcgtagactgcgtacc-3'
Msel adaptor dizisiR: 5'-tactcaggactcat-3'
F: 5'-gacgatgagtcctgag-3'
Adaptor ligasyon urunleri, 6n PCR gahasinda kullanilmak Gzere 1/10

(10 pl solusyon, 9Qul TEq.1) oraninda seyreltilngiir.
3.2.7.5.(3). On PCR

EcoRI ve Msel primerlerine 1 segici baz ilave edilerek 6n PCR yagpmimi
EcoRI primer + N (5'-GAC TGC GTA CCA ATT CN-3'; N: T veya A)
Msel primer + N (5'-GAT GAG TCC TGA GTA AN-3'; N: C)

Miktar

DNA 2,54l
10xPCR Buffer (Invitrogen) 2,4l
Taq DNA polymerase (1 U) 02
dNTP (5 mM) aul
MgCl; (25 mM) 0,75ul
EcoRI primer+N (0,41M) 1l
Msel primer+N (0,4uM) 1l
ddH0 16,05ul
Toplam 2511
PCR Programi: 94C’de 3 dak.

94°C’de 30 sn.

56°C’de 30 sn. 20 ddngd

72°C'de 60 s

20°C’de o

PCR Urunleri % 2,5'lik agarozda 25 voltta 1 saat yurutulerekalgoanin

olup/olmadgi kontrol edilmitir. On PCR urtnlerinin cafigi belirlendikten sonra
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diger aamalarda kullaniimak tizere 1/50 oranind@l(Bre-amp DNA, 1470l TE o.1)

seyreltilmitir.
3.2.7.5.(4). Primerlerinisaretlenmesi

Secici PCR’da kullaniimak tzere EcoRI primega@ada belirtilen miktarlar

kullanilarak B®yardimiyla aretlenmtir.

Miktar
EcoRI primer+NNN (54 ng) al
T4 polynucleotide kinase (10 W) 1pl
5X Kinase Forward Buffer (Invitrogen)
P** (1 ul, 3000Ci/mmol) qul
Toplam Hul

Isaretleme programi: 3T’ de 1 saat
70°C’ de 10 dakika
20°C'de

3.2.7.5.(5). Segici PCR

On PCR drunleri, Cizelge 3.4'de belirtilen EcoRI-Msel primer
kombinasyonlariylagagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR yapiknr.

Miktar
DNA 2,50l
10x PCR Buffer (Invitrogen) ful
EcoRI primer+ NNN (10 ng) al
Msel primer+NNN (15 ng) 2,4l
MgCl; (25 mM) 0,3ul
dNTP (5 mM) 0,4l
Taq (5 upl) 0,2pl
ddH,O 2,9ul
Toplam 10Qul
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Touchdown PCR Programi: 9&'de 3 dak.
94C’de 30 sn. 10 d6ngi
65C"de 30 sn. Her donglide 2C azalmakta
PZ'de 60 sn.
9£C'de 30 sn.
56'C’de 30 sn.
72C’de 60 sn. _J
20C'de o

J \

25 doéngu
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Cizelge 3.4. AFLP primerleri ve dizilimleri (E: EcoRI primer, M: Msel primer)

Primer Primer Primer Primer
Numarasi Kombinasyonu Numarasi Kombinasyonu
1 E-TGC/M-CTT 51 E-TAG/M-CAC
2 E-TGC/M-CAA 52 E-TAG/M-CAG
3 E-TAC/M-CTT 53 E-TAG/M-CTGA
4 E-TAC/M-CAA 54 E-TAG/M-CAAG
5 E-TTC/M-CTT 55 E-TAG/M-CATC
6 E-TTC/M-CAA 56 E-TAG/M-CTTA
7 E-TAA/M-CTT 57 E-TCC/M-CAG
8 E-TAA/M-CAA 58 E-TCC/M-CTA

9 E-TCT/M-CTT 59 E-TCG/M-CACA
10 E-TCT/M-CAA 60 E-TCG/M-CTC
11 E-TAT/M-CTT 61 E-TCG/M-CTA
12 E-TAT/M-CAA 62 E-TCG/M-CTG
13 E-TCG/M-CTT 63 E-TCG/M-CAT
14 E-TCG/M-CAA 64 E-TCG/M-CTAC
15 E-TTG/M-CTT 65 E-TCG/M-CAC
16 E-TTG/M-CAA 66 E-TCG/M-CAG
17 E-TTT/M-CTT 67 E-TCG/M-CTGA
18 E-TTT/M-CAA 68 E-TCG/M-CAAG
19 E-TTA/M-CTT 69 E-TCG/M-CATC
20 E-TTA/M-CAA 70 E-TCG/M-CTTA
21 E-TCA/M-CTT 71 E-ACG/M-CCT
22 E-TCA/M-CAA 72 E-ACG/M-CAG
23 E-TAG/M-CTT 73 E-ACG/M-CGT
24 E-TAG/M-CAA 74 E-ACG/M-CTC
25 E-TCC/M-CTT 75 E-ACG/M-CTA
26 E-TCC/M-CAA 76 E-ACG/M-CTG
27 E-TGT/M-CTT 77 E-ACG/M-CAC
28 E-ATC/M-CTT 78 E-ACG/M-CTT
29 E-ATC/M-CAA 79 E-ACG/M-CAT
30 E-ACT/M-CTT 80 E-ACG/M-CAA
31 E-ACT/M-CAA 81 E-AAC/M-CCT
32 E-AGA/M-CTT 82 E-AAC/M-CAG
33 E-AGA/M-CAA 83 E-AAC/M-CGT
34 E-ATT/M-CTT 84 E-AAC/M-CTC
35 E-ATT/M-CAA 85 E-AAC/M-CTA
36 E-ACC/M-CTT 86 E-AACM-CTG
37 E-ACC/M-CAA 87 E-AAC/M-CAT
38 E-AAA/M-CTT 88 E-AAC/M-CTT
39 E-AAA/M-CAA 89 E-AAC/M-CAC
40 E-AAG/M-CTT 90 E-AAC/M-CAA
41 E-AAG/M-CAA 91 E-ACT/M-CCT
42 E-TCC/M-CTA 92 E-ACT/M-CAG
43 E-TAG/M-CCT 93 E-ACT/M-CGT
44 E-TAG/M-CAG 94 E-ACT/M-CTC
45 E-TAG/M-CGT 95 E-ACT/M-CTA
46 E-TAG/M-CTC 96 E-ATT/M-CAG
47 E-TAG/M-CTA 97 E-ATT/M-CTA
48 E-TAG /M-CTG 98 E-ATT/M-CAT
49 E-TAG/M-CAT 99 E-AAC/M-CAAG
50 E-TAG/M-CTG 100 E-AAC/M-CTGA
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3.2.7.5.(6). Poliakrilamid Jel Elektroforez

Poliakrilamid jel elektroforez, Vos ve ark. (1995)nin yonteminde
degisiklikler yapilarak yuratlmgtir. Secgici PCR drunlerin (1Ql) Gzerine, 10ul
formamide dye (%98 formamide, 10 mM EDTA, % 0.025 xylene cyanol ve % 0.025
bromophenol blue) ilave edildikten sonra ®&'de 5 dakika tutularak DNA'larin
aclimasi (denature) &anms ve hemen buz tzerine alirgtm. Her bir 6rnekten %il,

% 6’lik poliakrilamid jele (19:1 acrylamide:bis, 7.5 M ure, 10x TBE Buffer)
yuklenmitir. Ornekler 1 x TBE Buffer yardimi ile dikey poliakrilamid gel
elektroforezde (Model S2, Life Technology) 65 watta (044 mA, 1480 V) 2,5 saat
yurattlmastar. Jel, jel kurutucuda (Gel Dryer Model 583, BioRad)°8%e 2 saat
kurutulduktan sonra tGzerine X-ray film (Kodak BioMax) konularak oda sgakia

3 gun bekletilmgtir. Film otoradiografi aletinde (Hyperprocessor Automatic

Autoradyography Film Processor, Amersham Life Scienceyteni stir.

3.2.7.5.(7). Genengj) Bagh Oldugu Dustunulen AFLP Markirlarinin

Belirlenmesi

Calisilan 100 EcoRI/Msel primer konbinasyonundan 92 tanesi PCR urini
vermgtir. Bunlar arasindan 2 kombinasyon (E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG
primer kombinasyonlari) ebeveynler ile dayanikli ve duyarl havuzlar arasinda
farklihk gostermgtir. E-TCC/M-CTT AFLP primer konbinasyonunda ise ebeveynler
arasinda farklilik vermesinegmen dayanikli ve duyarli havuzlar arasinda farklilik
gostermemnstir. Bu 3 primer kombinasyonu, havuzlari gtluran dayanikl ve duyarli

F, bireylerinde analiz edilrgiir.

3.2.7.5.(8). Markirlarin Poliakrilamid Jelden Kesilmesi ve DNA’larin
Elde Edilmesi

Ebeveynler ve havuzlar arasinda polimorfizm veren bantlarla bunlanakkar
gelen E bireylerindeki bantlar, Sambrook ve ark (1989)nin Crush and Soak
metoduna gore AFLP jelinden kesilnvie DNA'lar elde edilmtir.
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3.2.7.5.(9). Markirlarin PCR’1 ve Klonlanmasi

DNA’lar, polimorfizm veren E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG segici
primerleriyle gagida belirtilen miktarlar kullanilarak PCR yapiktr.

Miktar

DNA 2,50l
Buffer 1pl
EcoRI primer+ NNN il
Msel primer+NNN 2,4
MgCl, (25 mM) 0,3ul
dNTP (5 mM) 0,4l
Taq 0,2ul
H,O 2.9ul
Toplam 10ul
PCR Programi: 94C’de 3 dak.

94°C'de 30 sn. |

10 dongu

65°C'de 30sn. | Her déngiide 2C azalmakta
72°C’'de 60 sn./

94°C’de 30 sn. |
56°C’de 30 sn.
72°C’de 60 sn.J
20°C'de o

25 déngu

PCR uruanleri, % 2,5’lik agaroz jelde 25 voltta 1 saat ylrutglegidaha sonra
jelden kesilmgtir. Qiagen kiti kullanilarak PCR UrtinlerindenDNA’lar elde
edilmistir. DNA’lar TOPO TA cloning kit (pCR 4-TOPO, Invitrogen) kullanilarak
asagldaki basamaklar izlenerek klonlama yapskmn

33



3. MATERYAL VE METOT Zubeyir DEVRAN

1. Vektore klonlamanin yapilmasi igigagidaki oranlar kullanilnstir.

DNA (PCR (riinii) 41l

Seyreltilmi tuz ¢ozeltisi l

Vektor (pCR 4-TOPO) _ql

Toplam 6l
2. Oda sicakfiinda 30 dakika tutularak klonlamanin gercekiesi sglanmstir.
3. Klonlanan kagimdan alinan Zul'lik Grtin, 30 pl compotent hiicrelerle birlikte
elektroporasyon kivetinde (Electroporation Cuvetes, Cell Projects, EP-101 50x1 mm
gap, red) birlgtirildikten sonra calkalanmive elektroporasyon aleti (MicroPulse,
BioRad)  yardimiyla Escherichia  coli'ye aktarimi (transformasyon)
gerceklatirilmi stir.
4. Kuvetlerin her biri tGzerine 25@1 SOC ilave edilerek kagtiriimis ve yeni
1,5 ml'lik eppendorf tiplere aktarilgtir.
5. 37°C sicaklga sahip calkalayicida 1 saat bekletildikten sonralG@inarak iki
petri kabina ayri ayri ekim yapilgtn.
6. Petri kaplari inkiibatorde 37TC'de 1 giin bekletilerek kolonilerin gefnesi
saglanmstir.
7. Gelsen koloniler alnarak sivi LB ortamina inokule edingelismeleri icin
calkalayicida 37C’'de 1 giin bekletilngir.
8. Sivi LB ortaminda gelen kolonilerden Qiagen Plasmid izolasyon kiti kullanilarak
plasmid DNA izolasyonu gercelléilmi stir.

Vektore (plasmid) klonlamanin olup/olmgdi kontrol etmek igin plasmid

EcoRI enzimiyle 37°C’de 2 saat bekletilerek kesilgtir. Daha sonra % 2,5'lik
agarozda 25 voltta 1 saat yurutukn&tBr ile boyandiktan sonra U\ig altinda

gozlemlenerek fotgraflanmstir.

Plasmid DNA Tl
10XBuffer 2,5ul
EcoRI Enzimi (10U4l) 1u
H,O 14,5ul
Toplam 2511
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3.2.7.5.(10). Markirlarin Sekanslarinin  Yapilmasi ve Primerlerin

Olusturulmasi

Klonlanan plasmid DNA’sI, universal M13 F primeri BigDigemination kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA) kullanilaraja@daki oranlara gore sekans

edilmis ve sekans sonuglari ABI 377 sequencer’da yurutgtimnii

Miktar

DNA (plasmid DNA) 1,5ul
5xBuffer 2l
Big Dye 2ul
M13 F Primer (1QuM) 1yl
H-0 3.5ul
Toplam 10ul
PCR Programi: 96C'de 15 sn

50°C'de  10sn 35 dongl

60°C'de  2dak

20°C'de

Sekans sonuglari, Vektor NTprogrami ile dgerlendirilerek primerler
olusturulmustur. Bu primerler kullanilarak; ebeveynler, havuzlar ve Wreyleri

asagldaki oranlar ile PCR yapilmtir.

Miktar
DNA (Genomik) Tul
10x PCR Buffer 2,51
D1F primer (1QuM) 1l
D1R primer (10uM) 1l
MgCl, (25 mM) 1l
dNTP (5 mM) ul
Taq (5Upl) 0,2l
H.O 17,3ul
Toplam 251
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Miktar
DNA (Genomic) ul
10x PCR Buffer 2,51
D17F primer (1QuM) 1l
D17R primer (1QuM) 1u
MgCl2 (25 mM) 1l
dNTP (10 mM) aul
Taq (5Upl) 0,2l
HO A17,3ul
Toplam 251

PCR Programi: 94C’de 3 dak.
94°C’de 30 sn. )

65°C’de 30 sn. 10 dongu
Her donglde £C azalmakta

72°C’de 60 sn. B
94°C’de 30 sn. ™
56°C’de 30 sn. 25 doéngu
72°C’de 60 sn.

-
20°C'de

PCR urdnleri, % 2’lik agaroz jelde 25 voltta 1 saat yurutildukten sonra EtBr

ile boyanmg ve UV altinda dgerlendirilmistir.

3.2.7.5.(11). PCR Urinlerinin Sekanslarinin Yapilmasi ve Yeni

Primerlerin Olu sturulmasi

Geligtirilen primerler ile yapilan PCR sonucu ebeveynler arasinda
polimorfizm belirlenemengtir. Bunun igin PCR urlnleri Qiagen kiti ile temizlenerek
DNA'’lar elde edilms ve dizilimler arasinda farklilik olup/olmagini belirlemek igin

asagidaki oranlar kullanilarak sekans ediitiri
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Miktar Miktar
DNA (PCR triint) 4l DNA (PCR iriinii) 4l
5xBuffer 2ul 5xBuffer 2ul
Big Dye 2l Big Dye 2ul
Primer D1F ul Primer E-ATT ul
dH:0 2ul dH0 2ul
Toplam 10ul Toplam 1Qul
Miktar Miktar
DNA (PCR triint) 4l DNA (PCR iriinii) 4l
5xBuffer 2ul 5xBuffer 2ul
Big Dye 2l Big Dye 2ul
Primer D17F ul Primer E-AAC pl
dH:0 2yl dHO0 2ul
Toplam 10ul Toplam 1Qul
PCR Programi: 98C’de 2 dak.
96C'de 15 sn
58C'de 10 sn 35 dong
68C'de 2 dak
2C'de

Sekans sonuglari Vektor Nprogrami kullanilarak dgrlendirilmi ve elde
edilen dizilimler kagilastiriimistir.

3.2.7.5.(12). Dizilim Farkhlgindan Yararlanilarak Gelistirilen Primerler
ile PCR

D17F/D17R primerleriyle elde edilen PCR udrunleri sekanslari arasinda
farkhlik bulunamamgtir. Bununla birlikte D1F/D1R primerleri ile elde edilen PCR
arindnleri sekanslari ebeveynler arasinda farklihk gosfermiFakat bu farklilik

herhangi bir kesim enziminin tanima bolgesini icermedgin CAPS markirina
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cevrilememgtir. D1F/D1R primerleriyle ebeveynler arasinda farkllik stiuulan
dizilimler kullanilarak dayanikli ve duyarli ebeveynlere 6zgu iki farkli primer

olusturulmus olup bu primerler ile ebeveynler ve Bireylerinde PCR yapilrgtir.

Miktar Miktar
DNA (Genomic) ul DNA (Genomic) ul
10x PCR Buffer 2,5 10x PCR Buffer 2,5
D1F primer (0,44M) 1l D1F primer (0,4M) 1l
ZRR primer (0,41M) 1pl ZSR primer (0,41M) 1l
MgCl; (25 mM) 1l MgCl; (25 mM) 1l
dNTP (5 mM) ul dNTP (5 mM) ul
Taq 0,2 Taq 0,2ul
H.0 17,3ul H,0 17,3ul
Toplam 251 Toplam 25u

Primerlerin birlgme sicakliklari dikkate alinaralsagida belirtilen iki farkl
PCR programinda (touchdown PCR ve normal PCR) PCR gestjekie stir.
PCR Programi: 94C’de 3 dak.
94C’de 30 sn. o
o 10 dongu
65°C’de 30 sn. Her déngiide £C azalmakta
72C’de 60 sn.
94°C’de 30 sn.
56°C’de 30 sn.
72°C'de 60 sn. _
20°C'de
PCR Programi: 94C’de 3 dak.
94C’de 30 sn.
50°C’de 30 sn.
72C’de 60 sn.
72°C’de 5 dak.
20°C'de

) \

25 dongu

35 dongu
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PCR urdnleri, % 2’lik agaroz jelde 50 voltta 1 saat yurutildukten sonra EtBr

ile boyanmg ve deserlendirmek igin fot@raflanmstir.

3.2.7.5.(13). Getitirilen ve Secici AFLP Primerleriyle PCR

AFLP 6n PCR urunleri, gatlirilen primer ile polimorfizm veren E-ATT/M-
CAA ve E-AAC/M-CTG AFLP primerleriyle sagida belirtilen miktarlar

kullanilarak PCR yapilngtir.

DNA (Pre-amp)

10xPCR Buffer (Invitrogen)
Taq DNA polymerase (1 U)
dNTP (5 mM)

MgClz (25 mM)

Primer D1 F (1QuM)

Primer E-ATT (10uM)

dH;0

Toplam

DNA (Pre-amp)

10xPCR Buffer (Invitrogen)
Taq DNA polymerase (1 U)
dNTP (5 mM)

MgClz (25 mM)

Primer D1 R (1QuM)

Primer M-CAA (10uM)
ddH,0

Toplam

Miktar
2,51
2.4l
0/
ul
2ul
1pl
1l
1581l
25ul

Miktar
2,51
2.4l
gr.
ul
2ul
1pl
1l
1581l
25ul
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DNA (Pre-amp)

10xPCR Buffer (Invitrogen)
Taq DNA polymerase (1 U)
dNTP (5 mM)

MgClz (25 mM)

Primer D1 F (1QuM)

Primer M-CAA (10uM)
ddH,0

Toplam

PCR Programi: 94C’de 3 dak.
94°C'de 30 sn. |
65°C’de 30 sn.
72°C’de 30 sn./

~
94°C’de 30 sn.
56°C’de 30 sn.

72°C’de 30 sn./
20°C’'de «

Miktar
2,51
2.4l
gr.
ul
2ul
1pl
1l
1581l
25ul

10 dongu
Her dénglide 2C azalmakta

25 dongu

3.2.7.6. Sequence Related Amplified Polymorphism (SRAP)

Cizelge 3.5'de belirtlen SRAP primerleriyleyy genine bglh oldugu

distindlen AFLP bandinin klonlanmasi sonucu gjeilien D1F, D1R, D17F ve

D17R primerleri glestirilerek SRAP yapilmgtir. Bu primerler ile 0Oncelikle

ebeveynler arasindaki farklilik incelersmvie elde edilen polimorfizmFoireylerinde

analiz edilerek genle olangkisi argtiriimistir.
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Cizelge 3.5.SRAP primerleri ve dizilimleri (Budak ve ark., 2004)

SRAP Primerler |Forward (5-3’) SRAP Primerler  Reverse (5'-3’)
Mel tgagtccaaaccggata Em1l gactgcgtacgaattaat
Me2 tgagtccaaaccggagc Em2 gactgcgtacgaatttgc
Me3 tgagtccaaaccggaat Em3 gactgcgtacgaattgac
Me4 tgagtccaaaccggacc Em4 gactgcgtacgaatttga
Me5 tgagtccaaaccggaag Em5 gactgcgtacgaattaac
Me6 tgagtccaaaccggaca Em6 gactgcgtacgaattgca
Me7 tgagtccaaaccggacg Em7 gactgcgtacgaattcaa
Me8 tgagtccaaaccggact Em8 gactgcgtacgaattcac
Me9 tgagtccaaaccggagg Em9 gactgcgtacgaattcag
Mel0 tgagtccaaaccggaaa Em10 gactgcgtacgaattcat
Mell tgagtccaaaccggaac Emll gactgcgtacgaattcta
Mel2 tgagtccaaaccggaga Em12 gactgcgtacgaattctc
Em13 gactgcgtacgaattctg
Eml14 gactgcgtacgaattctt
Em15 gactgcgtacgaattgat
Em16 gactgcgtacgaattgtc

SRAP-PCR,; gagidaki kombinasyonlar kullanilarak gercejtialmi stir.

SRAPF / D1F SRAPF /D17F
SRAPF / D1R SRAPF /D17R
SRAPR/ D1F SRAPR /D17F
SRAPR/ D1R SRAPR /D17R
Miktar
DNA (Genomic) il
10xPCR Buffer (Invitrogen) 2,4l
Taq DNA polymerase (1 U) ]
dNTP (5 mM) Il
MgClz (25 mM) 2ul
SRAP F /R (10 pmol) ul
D1F / D1R(10 pmol) ul
dH;0 15,3ul
Toplam 2541
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Miktar
DNA (Genomik) 2ul
10xPCR Buffer (Invitrogen) 2,4l
Taq DNA polymerase (1 U) ]
dNTP (5 mM) aul
MgClz (25 mM) 2ul
SRAP F/R (10 pmol) ful
D17 F/R (10 pmol) ul
dH,0 15,3ul
Toplam 2541

PCR Programi: 92C’de 5 dak.
94°C’de 60 sn.
35°C'de 60 sn. 5 dongl
72°C’de 60 sn.

-
94°C’de 60 sn. ™
50°C’de 60 sn. 35 dongu
72°C’'de 60 sn.

-
72°C’'de 5 dak.
20°C'de o

PCR urunleri, % 2,5’lik agaroz da 1xTAE buffer yardimiyla 50 voltta 2 saat
yuratilmis ve ethidium bromide ile boyandiktan sonra UYign altinda

gozlemlenerek fotgraflanmstir.
3.2.7.7. Markirlarin Analizi

SRAP forward ve reverse primerleri D1F, D1R, D17F ve D17R primerleriyle
eslestirilerek PCR yapilmgtir.  Ebeveynler arasinda bulunan polimorfizmy F
bireylerinde analiz edilerek agihmina bakgmive elde edilen veriler
MAPMAKER/EXP Version 3.0 (Lander ve ark, 1987) programi kullanilarak analiz

edilmistir.

42



3. MATERYAL VE METOT

Zubeyir DEVRAN

3.2.7.8. Simple Sequence Repeat (SSR)

Hiyarin genetik haritasinda linkage gtenti) yeri bilinen 23 SSR primerleri
farkhlik

kullaniimstir  (Cizelge 3.6). Bu primerlerle ebeveynler arasindaki

argstiriimis ve bulunan polimorfizm Foireylerinde analiz edilngiir.

Cizelge 3.6. SSR primerleri ve dizilimleri (Danin-Poleg ve ark., 2001)
SSR Primer Forward (5'-3") Reverse (5'-3") Uzunluk

(bp)
CMGA15 cggcaagacgattggcagc atcaccgtagcgaagcacc 150
CMCT44 tcaactgtccatttctcgetg ccgtaaagacgaaaacccttc 104
CMACC146 caaccaccgactactaagtc cgaccaaacccatccgataa 152
CMCTT144 caaaaggtttcgattggtggg aaatggtgggggttgaatagg 192
CMTC47 gcataaaagaatttgcagac agaattgagaagagatagag 168
CMCCA145 gagggaaggcagaaaccaaag gctacttttgtggtggtgg 142
CMGA172 caatcgcagatacticcacg tgcttgtcccaacggtgtcat 114
CMTC123 cggattgtacttattgccaag catgtgcatgtgtgcatgtac 106
CMGT108 ctccttcaaacattgtgtgtg gagataggtatagtatagggg 187
CMTAA166 ggaacagacacctctictgag tccgtctacaagcegtgactgt 167
CMGA165 ctigtttcgagactatggtg ttcaactacagcaaggtcagc 97
CMCT160a gtctctctcccttatcttcca acggtgtttggtgtgagaag 88
CMTC160a+b gtctctctcccttatcticca gatggtgccttagttgttccg 215
CMCT505 gacagtaatcacctcatcaac gggaatgtaaattggatatg 219
CSCTTT15a gtttgataatggcggattgt gtagaaatgaaggtatggtgg 198
CSGTT15b accttgttgattcggttctcc agttcggtttaactacccacg 161
CSTCC813 gttgtgctgcccaatagttg caccacttcttccaccgaa 144
CSCT335 ccttcacttccatcttcatc cggtccttcatttcatagac 120
CMTC51 attggggtttctttgaggtga ccatgtctaaaaactcatgtgg 160
CSAT214 ttgagtaccattgtcatagat ttagtttaatttcatctctgt 111
CSAT425 tagggcaggtattatttcag acggactgatttagtataggc 93
CSCCT571 cctttctgcetgtttcticttc gaaggaaggagtgaggggaag 209
CSTAO050 gaattatgcagatgggtctt caagaagatcaaatgatagc 163
SSR-PCR reaksiyonuyagidaki miktarlar kullanilarak gergekfrilmi stir.
Miktar

DNA 1l

10xPCR Buffer (Invitrogen) 2,4l

Taq DNA polymerase (1 U) ]

dNTP (5 mM) ul

MgClz (25 mM) 2ul

SSR primer F (10 pmol) [@l

SSR primer R (10 pmol) [l

dH.0 16,3ul

Toplam 2541
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PCR Programi: 94C’de 3 dak.
94°C’de 30 sn.
51°C'de 30 sn. 35 dongl
72°C’de 60 sn.
20°C’'de

PCR urinleri, oncelikle % 2,5’lik standart agarozda (Sigma) daha sonra da
% 5’lik SFR agarozda (Amresco) 1xTAE buffer yardimiyla 50 voltta 2 saat
yuratdlmigtar. Jel, EtBr ile boyandiktan sonra U¥ign altinda gozlemlenerek

fotograflanmstir.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA
4.1. Ebeveynler Arasinda Melezleme Caimalar

Sera kaullarinda dayanikli hiyar hatlari (Lucia, Manteo ve Shelby), duyarl
hiyar hatlariyla melezlenerek (Lucia x Bateml, Shelby x Batem2, Manteo x
Batem2) Fk bitkileri, F; bitkileri de kendilenerek F bitkileri elde edilmgtir.
Calismada dayanikli materyaller anne olarak kullamglnolup, baba olarak
kullanilan duyarl materyaller gynoik gicek yapisina sahip @lddan AgNQ (200
ppm) uygulamasi vyapilarak cinsiyet gig¢m salanarak melezlemeler
gergeklatirilmistir. Olgunlagan meyveler hasat edilgnive R tohumlari yeni

sezonda ekilmive kendilenerek fitkileri elde edilmgtir.
4.2 .Meoidogynejavanica Irk 1 Saf Kilturanin Olu sturulmasi

M. javanica Irk 1, Cukurova Universitesi, Ziraat Fakultesi, Bitki Koruma
Boliumi Nematoloji Laboratuarinda bulunan saf kultirdeiiasarak duyarli Simita
F1 (Nunhems Tohum) domates tohumlarindagagaimistir. On denemelerde
yuratilen cakmalardaM. javanica irk 1'in Simita F1 domates gidi tzerinde
gelistigi ve ¢ok yumurta paketi vergii icin bu c¢ait kultlrleri ¢cogaltmada tercih

edilmistir.
4.3. Ebeveynler, i ve F, Bireylerinin M. javanica Irk 1 ile Testlenmesi

Ebeveynler, F ve F, bireylerinin dayanikhlik ve dayarlilhklarini belirlemek
icin M. javanica irk 1 ile testlennsiir.

Duyarli materyaller, Bati Akdeniz Tarimsal Atama Enstitisi’'nde hiyar
Islah programinda gsetirilen saf hatlardir. Cajmada 6ncelikli olarak melezlemede
kullanilacak olan duyarli materyallerit. javanica irk 1 irkina kag olan
dayaniklihk durumu asguriimistir. Duyarli ebeveynlerinM. javanica ik 1 ile
testleme sonugclari Cizelge 4.1'de vergtii Duyarl bitkilerin (Batem1 ve Batem?2)

ur indeksi 4—7 arasinda, yumurta kiimesi ise 15'in tUzerinde buktamuyarli
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ebeveynlerinM. javanica irk 1 ile testlemesiyle okan yumurta kiimesi sayilari

testlemeye alinan bitin 6rneklerde 15’in Gizerinde gorgilma

Cizelge 4.1. Duyarli ebeveynlerin M. javanica irk 1 ile testlenmesi sonucu kdklerde olusan ur
indeksi ve yumurta kiimesi sayilari

Ebeveyn o Ur Yumurta Ebeveyn ~Ur Yumurta
Indeksi Kimesi Indeksi Kimesi
(Adet) (Adet)
Bateml 5 >15 Batem?2 4 >15
Bateml 6 >15 Batem?2 6 >15
Bateml 5 >15 Batem?2 5 >15
Bateml 4 >15 Batem2 6 >15
Bateml 7 >15 Batem?2 6 >15
Bateml 7 >15 Batem?2 7 >15
Bateml 5 >15 Batem?2 5 >15
Bateml 7 >15 Batem2 5 >15
Bateml 4 >15 Batem?2 6 >15
Bateml 5 >15 Batem?2 4 >15
Bateml 5 >15 Batem?2 6 >15
Bateml 6 >15 Batem2 7 >15
Bateml 6 >15 Batem?2 7 >15
Bateml 5 >15 Batem?2 4 >15
Bateml 4 >15 Batem?2 5 >15
Bateml 5 >15 Batem2 7 >15
Bateml 6 >15 Batem?2 6 >15
Bateml 6 >15 Batem?2 4 >15
Bateml 4 >15 Batem?2 7 >15
Bateml 5 >15 Batem2 6 >15

Kok-ur nematodlarina kardayaniklilgi (M. javanica, M. arenaria irk 1 ve M.
arenaria Irk 2) kontrol edenm genini tgiyan Lucia, Manteo ve Shelby saf hatlari
Dogu Akdeniz Bolgesi'nde daha dnceki gatalarda belirleneM. javanica irk 1 ile
test edilerek dayaniklihk durumu belirleryti. Bazi durumlarda dayaniklilik
kaynaklari ayni tirtn igindeki farkli populasyonlarinaigi& verdigi icin kontrol
testlemesi yapilngtir.

Dayanikli ebeveynlerii. javanica irk 1 ile testieme sonuglari Cizelge 4.2’de
verilmistir. Dayanikli Dbitkilerin ur indeksi 1, yumurta kumesi ise 0 (sifir)
bulunmutur. Dayanikh ¢ ebeveyn (Lucia, Shelby ve Manteo) ayni gepes&hip

oldugu icin ur indeksi ve yumurta kiimesi sayilar1 ayni gorshanti
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Cizelge 4.2. Dayanikl ebeveynlerin M. javanica irk 1 ile testlenmesi sonucu koklerde olusan
ur indeksi ve yumurta kimesi sayilari

c ) — c ) — c ] —
e |¢ |E%|¢ |3 |E%|s |3 |£%
s |2 |2E|s |2 |EE|s |E |EE
8 |5 |28 |5 |22 |8 |5 |2¢
-} -} -}
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0
Lucia 1 0 Shelby |1 0 Manteo |1 0

Dayanikl hatlar ile duyarl hatlarin melezlenmeleri sonucu elde edilen F
bitkilerinin M. javanica Irk 1 ile testleme sonuglari Cizelge 4.3'de gostesilimi
Burada goruldgi gibi R bitkilerinin hepsinin ur indeksi 4 ve 4’den buyik, yumurta
kiimesi sayisi da 15’den biuyik birska ifade ile M. javanica irk 1’e duyarli
bulunmutur. Walters ve ark (1997)M. javanica’'ya dayanikl C. sativus var.
hardwickii LJ 90430 ile bu nematoda hassas hiyar hatlarinin (Sumter, Addis, Gy 14,
Gy 57u ve Poinsett) melezlemeleri sonucu elde edieR.Fve BG bireyleri tizerine
yaptiklari testleme caimalarinda,M. javanica’'ya dayanikhlgin resesif tek gen
tarafindan kontrol edil@ini bildirmislerdir. Calsmada kullanilan Lucia, Shelby ve
Manteo saf hatlarC. sativus var. hardwickii LJ 90430 materyalindeki dayanikhlik
kaynginin C. sativus var. sativus varyetelerine aktarilmasi sonucu geilmi stir.

Bu nedenlamj geni taglyan bu hatlarin okturduklari F bitkilerinin hepsinin teorik
olarak duyarli olmasi beklenmektedir ki elde edilen sonuclar bu bilgilerle parelellik

gostermgtir.
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Cizelge 4.3. Dayanikli ve duyarl ebeveynlerin melezlemeleri sonucu elde F; bireylerin M.
javanica irk 1 ile testlenmesi sonucu koklerde olusan ur indeksi ve yumurta
kiimesi sayilari

0 0 0
X © X © P ©

. E |8 |fzgls ¢|8 |S25ls ¢|E fum
T 2 —_ EET |08 |= EEE Sx 2 |= EEE
S © — 5 D < = © — 55 © — = B,
J m D >~ |»n o|D > X = m|D> > X
LXB]_ 6 >15 SXA]_ 5 >15 MXA]_ 5 >15
LXBZ 5 >15 SXAZ 6 >15 MXAZ 4 >15
LXBg 5 >15 SXA3 5 >15 MXA3 6 >15
LXB4 5 >15 SXA4 6 >15 MXA4 5 >15
LXBS 4 >15 SXA5 4 >15 MXA5 6 >15
LXBG 5 >15 SXA6 6 >15 MXA6 5 >15
LXB7 6 >15 SXA7 7 >15 MXA7 4 >15
LXBg 6 >15 SXAg 7 >15 MXAg 5 >15
LXBg 5 >15 SXAg 4 >15 MXAg 2 >15
LXB]_O 4 >15 SXA]_O 6 >15 MXA]_O 4 >15
LXBll 5 >15 SXAll 6 >15 MXA11 6 >15
LxB1> 4 >15 SXA]_Z 5 >15 MxA > 7 >15
LxB13 7 >15 SXA]_g 4 >15 MxA 3 7 >15
LXB]_4 4 >15 SXA14 6 >15 MXA14 4 >15
LXBls 5 >15 SXA15 5 >15 MXA15 5 >15
LxB1g 5 >15 SXA16 5 >15 MXxA 16 5 >15
LxB17 5 >15 SXA17 6 >15 MxA7 4 >15
LxB1g 4 >15 SXA]_g 6 >15 MxA g 6 >15
LXBlg 5 >15 SXAlg 5 >15 MXA19 5 >15
LxBg 7 >15 SXAZO 4 >15 MxAs 7 >15

Lucia x Batem1'nirmelezlenmesiyle elde edilen Bitkilerinin kendilenmesi
sonucu olgan F bireylerinin M. javanica irk 1 ile testlenmiir. Testlenen 100
bitkiden 27 tanesinin dayanikli, 73 tanesinin ise duyarlh@ldawlunmytur (Cizelge
4.4)

Shelby x Batem2’nin melezlenmesiyle elde edilen i Fbitkilerinin
kendilenmesi sonucu afan F, bireylerinin M. javanica irk 1 ile testlenntir.
Testlemeye alinan 100 bitkiden 22 tanesinin dayanikli, 78 tanesinin ise duyarl
oldugu bulunmytur (Cizelge 4.5).

Manteo x Batem2’nin melezlenmesiyle elde edilen ; Fbitkilerinin
kendilenmesi sonucu afan F, bireylerinin M. javanica irk 1 ile testlenntir.
Testlenen 100 bitkiden 21 tanesinin dayanikh, 79 tanesinin ise duyarlguoldu

belirlenmitir (Cizelge 4.6)
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Cizelge 4.4. F; bireylerinin (Lucia x Batem1) M. javanica irk 1 ile testienmesi sonucu kodklerde olusan
ur indeksi ve yumurta kiimesi sayilari

F, Bireyleri Ur indeksi [Yumurta Kimesi F ;Bireyleri | Ur Iindeksi |Yumurta Kiimesi
100 4 >15 151 6 >15
101 1 8 152 1 0
102 2 5 153 2 7
103 6 >15 154 6 >15
104 6 >15 155 4 >15
105 2 0 156 2 3
106 2 7 157 4 >15
107 5 >15 158 5 >15
108 5 >15 159 4 >15
109 4 >15 160 4 >15
110 6 >15 161 4 >15
111 7 >15 162 5 >15
112 1 8 163 5 >15
113 5 >15 164 5 >15
114 4 >15 165 5 >15
115 4 >15 166 6 >15
116 5 >15 167 4 >15
117 1 0 168 3 0
118 2 >15 169 6 >15
119 5 >15 170 6 >15
120 6 >15 171 6 >15
121 1 12 172 1 >15
122 2 0 173 5 >15
123 6 >15 174 5 >15
124 1 6 175 5 >15
125 6 >15 176 1 2
126 1 >15 177 5 >15
127 2 2 178 6 >15
128 5 >15 179 7 >15
129 5 >15 180 1 0
130 7 >15 181 5 >15
131 2 >15 182 2 0
132 7 >15 183 7 >15
133 7 >15 184 6 >15
134 6 >15 185 5 >15
135 3 >15 186 2 5
136 5 >15 187 4 >15
137 5 >15 188 7 >15
138 3 >15 189 2 6
139 2 0 190 5 >15
140 5 >15 191 2 0
141 2 >15 192 1 >15
142 8 >15 193 7 >15
143 7 >15 194 2 4
144 3 4 195 3 0
145 5 >15 196 6 >15
146 5 >15 197 5 >15
147 2 >15 198 2 12
148 6 >15 199 5 >15
149 1 0 1000 2 9
150 5 >15

49



4. BULGULAR VE TARTI SMA

Zubeyir DEVRAN

Cizelge 4.5. F; bireylerinin (Shelby x Batem2) M. javanica irk 1 ile testlenmesi sonucu koklerde
olusan ur indeksi ve yumurta kiimesi sayilari

F, Bireyleri | Ur Indeksi [Yumurta Kimesi F ,Bireyleri |Ur Indeksi |Yumurta Kiimesi
200 4 >15 251 2 0
201 5 >15 252 1 0
202 6 >15 253 4 >15
203 2 1 254 6 >15
204 6 >15 255 4 >15
205 2 7 256 5 >15
206 5 >15 257 4 >15
207 2 0 258 5 >15
208 2 1 259 4 >15
209 4 >15 260 4 >15
210 6 >15 261 4 >15
211 7 >15 262 5 >15
212 4 >15 263 7 >15
213 4 >15 264 6 >15
214 5 >15 265 2 6
215 3 0 266 5 >15
216 2 0 267 6 >15
217 4 >15 268 3 0
218 5 >15 269 4 >15
219 5 >15 270 5 >15
220 7 >15 271 6 >15
221 6 >15 272 5 >15
222 2 0 273 6 >15
223 5 >15 274 5 >15
224 6 >15 275 2 5
225 4 >15 276 4 >15
226 5 >15 277 6 >15
227 1 0 278 4 >15
228 6 >15 279 6 >15
229 5 >15 280 4 >15
230 7 >15 281 1 0
231 6 >15 282 2 0
232 4 >15 283 6 >15
233 4 >15 284 4 >15
234 6 >15 285 5 >15
235 4 >15 286 4 >15
236 6 >15 287 4 >15
237 6 >15 288 5 >15
238 3 0 289 5 >15
239 5 >15 290 6 >15
240 3 0 291 5 >15
241 4 >15 292 6 >15
242 1 0 293 7 >15
243 2 0 294 2 7
244 5 >15 295 6 >15
245 1 4 296 5 >15
246 5 >15 297 5 >15
247 5 >15 298 4 >15
248 5 >15 299 3 0
249 6 >15 2000 4 >15
250 5 >15
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Cizelge 4.6. F; bireylerinin (Manteo x Batem2) M. javanica irk 1 ile testlenmesi sonucu kdklerde

olusan ur indeksi ve yumurta kiimesi sayilari

F, Bireyleri | Ur Indeksi |[Yumurta Kimesi F ,Bireyleri Ur Indeksi |Yumurta Kiimesi
300 6 >15 251 5 >15
301 6 >15 252 5 >15
302 6 >15 253 5 >15
303 4 >15 254 4 >15
304 6 >15 255 2 0
305 2 6 256 4 >15
306 6 >15 257 4 >15
307 6 >15 258 6 >15
308 5 >15 259 5 >15
309 4 >15 260 5 >15
310 2 0 261 6 >15
311 7 >15 262 5 >15
312 6 >15 263 2 4
313 6 >15 264 6 >15
314 5 >15 265 5 >15
315 3 0 266 5 >15
316 5 >15 267 3 7
317 5 >15 268 5 >15
318 4 >15 269 6 >15
319 4 >15 270 4 >15
320 6 >15 271 5 >15
321 2 0 272 3 8
322 5 >15 273 6 >15
323 6 >15 274 5 >15
324 6 >15 275 5 >15
325 5 >15 276 5 >15
326 4 >15 277 1 0
327 4 >15 278 5 >15
328 4 >15 379 6 >15
329 5 >15 380 1 0
330 4 >15 381 5 >15
331 5 >15 382 4 >15
332 3 5 383 6 >15
333 5 >15 384 4 >15
334 5 >15 385 6 >15
335 3 6 386 2 9
336 7 >15 387 2 0
337 5 >15 388 4 >15
338 4 >15 389 4 >15
339 2 0 390 3 0
340 3 0 391 6 >15
341 5 >15 392 6 >15
342 5 >15 393 2 7
343 4 >15 394 5 >15
344 1 4 395 6 >15
345 5 >15 396 5 >15
346 5 >15 397 5 >15
347 4 >15 398 3 0
348 4 >15 399 5 >15
349 5 >15 3000 4 >15
350 1 0
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4.4.mj Geninin Kalitimi

Ebeveynler ile I ve F, bitkilerinin M. javanica irk 1 ile testlenmesiylelde
edilen verilerCizelge 4.7'degorulmektedir. Testlemeye alinan duyarl ebeveynlerin
tamami duyarli, dayanikl ebeveynlerin tamami da dayanikh olduklari, dayanikli ve
duyarli ebeveynlerin melezlenmeleri sonucu elde edilebitkilerinin ise duyarli
oldugu bulunmytur. F bitkilerinin kendilenmesi sonucu elde edilen ireylerinin
acihm oranlari X (Khi-kare) testine gére hesaplagtm Bulunan X degerleri
3.841'den kuclik oldgu icin aralarindaki farkin 6nemsiz ve genin 3:1 agihim
oraninin oldgu belirlenmgtir. Walters ve ark (1997)\. javanica’ya dayaniklC.
sativus var. hardwickii LJ 90430 ile bu nematoda duyarl hiyar hatlarinin (Sumter,
Addis, Gy 14, Gy 57u ve Poinsett) melezlemeleri sonucu elde edilé® Fe BG
bireyleri Gzerine yaptiklari testleme gahalarinda,M. javanica’'ya dayanikhlgin
resesif tek gen tarafindan géandg bildirilmis ve bunu mj geni olarak
isimlendirmglerdir. Walters ve Wehner (19974}, sativus var. hardwickii LJ 90430
ile farkh oOzelliklere sahip hiyar hatlarinin melezlemeleri sonucustgdikleri
rekombinat inbred “Lucia”, “Manteo” ve “Shelby” hiyar hatlariivh arenaria irk 1,

M. arenaria irk 2 ve M. javanica’'ya dayanikli oldgunu bildirmglerdir. Bu
calsmadan elde edilen veriler 6nceki galalarda elde edilen bulgularla paralellik

gostermgtir.

Cizelge 4.7. Ebeveynlerin, F; ve F, bireylerinin M. javanica irk 1 ile testleme sonuclari

Ebevenler ve Gozlenen | Beklenen | Acilim orani X °
Generasyon D:H D:H

Batem1 0:20 0:20 Hepsi duyarli -
Batem?2 0:20 0:20 Hepsi duyarli

Lucia 20:0 20:0 Hepsi dayanikli | -
Shelby 20:0 20:0 Hepsi dayanikli | -
Manteo 20:0 20:0 Hepsi dayanikli

F; (Lucia x Baba) 0:20 0:20 Hepsi duyarli -

F; (Shelby x Ana) 0:20 0:20 Hepsi duyarli

F; (Manteo x Ana) 0:20 0:20 Hepsi duyarli -

F, (Lucia x Baba) 27:73 25:75 3:1 0.16
F, (Shelby x Ana) 22:78 25:75 3:1 0.36
F, (Manteo x Ana) 21:79 25:75 3:1 0.64
D: Dayanikli X = (Gozlenen-Beklenen)®

Beklenen

H: Hassas (Duyarli), S.D=1, P < 0.05
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4.5. RAPD Molekuler Markir Bulgular

Bu calsmada hiyar da Kok-ur nematodlarina skadayanikhlgl kontrol eden
mj genine bah markir belirlemede asil amacin AFLP markir sisteminktolmak
olmasina rgmen balangi¢ olarak laboratuarda mevcut bulunan RAPD primerleri
kullanilarak dayanikli ve duyarlh ebeveynler arasinda farkhlik olup/oinadi
arsstirilmigtir. Cizelge 4.8'de goruldiii gibi 37 RAPD primeriyle ¢ajilmis olup,
bunlardan 26 tanesinde PCR urinu elde edilmesigrma@, 11 primer de ise elde
edilememgtir. PCR Uruini veren 26 RAPD primerinde her bir ebeveynde 104 DNA

bandi gozlemlenmifakat polimorfizm belirlenenemestir.

Cizelge 4.8. Calismada kullanilan RAPD primerleri ve PCR sonuglari

Primer | PCR | Farklihlk |Primer PCR | Farklilk |Primer PCR | Farklilik
Adi Adi Adi
AO01 + X co1 + X D18
A05 + X Cc02 + X F19 -
AO07 + X Cco4 + X G04 + X
AO08 + X C05 - - G06 + X
Al15 + X C06 - - H15 + X
Al7 - - Co8 + X H16 + X
B12 + X C09 + X Jo4 + X
B13 - - C11 + X J11 + X
B18 - - Ci16 + X K08 + X
B19 - - C19 + X Q05 + X
B20 - - D03 + X Q09 + X
V05 - - D07 - - X03 + X
V12 + -

+: PCR calisti

-: PCR calismadi

x : Farkhlik (polimorfizm) yok
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A08, CO01 ve D03 RAPD primerleriyle yapilan PCR urunkgekil 4.1°'de
gorulmektedir.Sekilde goruldgu gibi AO8 ve CO1 primeriyle 3, DOBrimeriyle ise
4 DNA bandi elde edilngiir. Bu t¢ primer konbinasyonu dayanikh ve duyarh

ebeveynler arasinda polimorfizm vermetini

M R S H)O R S H)O R S H)O

A08 co1 D03

500 bp

Sekil 4.1. A08, CO1 ve D03 primerleriyle elde edilen PCR (rinleri
Markir (1 kb), R: Dayanikh ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn
(Batem1)

G06 RAPD primeriyle yapilan PCR sonugclgekil 4.2°'de gdsterilmitir. GO6
RAPD primeri hem ebeveynler (R ve S) hem deireylerinde 5 adet DNA bandi

vermi fakat elde edilen bantlarin hepsi monomorfik bulugtonu

M R S F, Dayanikl Bireyler F, Duyarl Bireyler

» <& »
» < »

A

— . . ——

500 bp - - - .-

v - S e S N

Sekil 4.2. GO6 RAPD primerleriyle elde edilen PCR rinleri
M: Markir (1 kb), R: Dayanikh ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn
(Batem1)
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AO01, AO5, AO7 ve A17RAPD primerleriyle yapilan PCR urunlefiekil
4.3'de gorulmektedirSekilde goruldgu gibi AO1 primeriyle 5, AO5 primeriyle 4 ve
AQ7 primeriyle 6 DNA bandi elde edilgtir. Ug (3) RAPD primer kombinasyonu
sonucu elde edilen bantlarin hepsinin monomorfik gldgoralmitir. A17 primeri

ise her iki ebeveynde de gahadg! icin PCR Urind elde edilemetir.

M R S HHO R S HO R S HO R S

AO01 A05 AQ07 Al7
¢——r¢—r¢———>

500 bp

Sekil 4.3. A0L, AO5, A07 ve A17 RAPD primerleriyle elde edilen PCR drinleri
M: Markir (1 kb), R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S : Duyarli ebeveyn
(Batem1)

C06 RAPD primeriyle yapilan PCR sonuclarinda gorgidigibi hem
ebeveynler (R ve S) hem de ireylerinde 4 adet DNA bandi elde ed#tmi (Sekil
4.4). Bununla birlikte bantlarin hepsi monomorfik bulugnre ebeveynler arasinda

polimorfizm elde edilemenxiir.

R S F, Dayanikh Bireyler F, Duyarl Bireyler

SEBBEEEREERERRENE

- - e e

Sekil 4.4. CO6 RAPD primerleriyle elde edilen PCR Grunleri
M: Markir (1 kb), R: Dayanikh ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn
(Batem1)
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Q05 RAPD primeriyle yapilan PCR sonuclarina gore hem ebeveynler (R ve
S) hem de Fbireylerinde 2 tane DNA bandi elde edigmiakat aralarinda farklilik
bulunamamtir (Sekil 4.5).

R S F, Dayanikli Bireyler F, Duyarl Bireyler

Sekil 4.5. Q05 RAPD primeriyle elde edilen PCR trinleri
R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)

JO04, J11, QO5, V12 ve B20 RAPD primerleri sonucu elde edilen PCR drunleri

Sekil 4.6'da gorulmektedir. Sekilde goruldgu gibi JO4, J11, QO5 ve V12
primerlerinde PCR Uriini elde ediknbuna kagilik B20 primerinde ise PCR ariini
elde edilememngtir. JO4 primerinde ilk PCR'da duyarli ebeveynde DNA elde
ediimemg fakat PCR ikinci kez tekrarlaninca PCR gals fakat ebeveynler
arasinda polimorfizm bulunamaghr. Q05 RAPD primeriyle yapilan PCR da ise R
ve S bireyler kanlastirildiginda, R ebeveynde farkli bir bant bulunmasinaikiriki
defa PCR vyapilldanda bu bant elde edilemgdiden balangigta gozlenen
polimorfizm kullanilamanstir. J11 ve V12 primerleriyle ebeveynleri 5’er adet DNA
bandi elde edilmesinedaen ebeveynler arasinda farklilik gbzlemlenengemB20
RAPD primerinde ise her iki ebeveynde de PCRsgadgindan DNA urinl elde

edilememgtir.
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MR SHO RSHO RSHO RSHO RSHO M

500 bp

Sekil 4.6. J04, J11, QO05, V12 ve B20 RAPD primerleriyle elde edilen PCR urinleri
M: Markir, R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)

4.6. RAPD Molekuler Markir Tarti sma

RAPD markirlari, 1990’li yillarda getirilen PCR’a dayali bir DNA parmak
izi metodudur (Williams ve ark., 1990). Teknik temelde DNA'nin 10 bazhk
oligonikleotid primerleriyle PCR yapilmasi ve elde edilen PCR drdnlerinin jel
elektroforezine dayanmaktadir. Sistemi uygulamanin kolay olmasi, radyoaktif madde
kullanilmamasi, maliyetinin der markir sistemlerine gore gik olmasi, sekans
bilgisine ihtiya¢ duyulmamasi, kisa surede ¢ok gimeanaliz edilebilmesi ve ¢ok az
miktarda DNA'nin (5-30 ng) kullaniimasi tem avantaji olarak gdrulmektedir.
Bununla birlikte elde edilen sonuglarin tekrarlanabginin zayif olmasi ve
dominant markir yapisina sahip olmasi ise t@kndezavantajini okiurmaktadir.
RAPD markirlarinin bahsedilen avantajlarindan dolayi bitkilerin genetik haritalarinin
yapiimasinda (Kennard ve ark., 1994; Kesseli ve ark., 1994), marker yardimci
seleksiyonda arzu edilen karakterin belirlenmesinde (Martin ve ark., 1991;
Michelmore ve ark., 1991; Paran ve Michelmore, 1993) ve populasyon ve filogenetik
calsmalarda (Wilkes ve ark., 1993; Yu ve Pauls, 1993)suyo sekilde

kullaniimaktadir.
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Kullanilan her RAPD primeri i¢in okan PCR urunleri iki grup icerisinde
incelenmekte olup; bunlar gigken olmayanlar (monomorfik) ve gigken olanlar
(polimorfik) olarak adlandiriimaktadirlar. Beken olanlar nukleotidlerdeki
inversion (ters donme), delesion (silme) ve primeldrana bdlgelerindeki
nukleotid dgisikli ginden kaynaklanmaktadir.

Protein ve DNA markirlari, dncelikle hiyar genotipleri arasindaki farkhliklar
arstirmak amaciyla kullaniimaya fanmstir (Dijkhuizen ve ark., 1996; Knerr ve
ark., 1989; Meglic ve Staub, 1996a, Meglic ve Staub, 1996b; Meglic ve ark., 1996;
Staub ve Meglic 1993; Staub ve ark., 1996a; Staub ve ark., 1996b; Staub ve ark.,
1996¢; Staub ve ark., 1997a; Staub ve ark., 199Tbognzim markirlari ile farkl
hiyar genetik kaynaklarini analiz etmek icin yapilansgedda 21 farkli genetik
lokus (Knerr ve ark, 1989; Staub ve ark, 1997a), RFLP ile yapilagmgmla ise
izoenzimden daha fazla farkli genetik lokus belirleneytim{Dijkhuizen ve ark.,
1996; Kennard ve ark., 1994). Bununla birlikte RFLP marker sisteminin bu tir
calsmalar icin kullaniminin zor ve bazi gucluklesithg! bildirilmistir (Waugh ve
Powell, 1992). Buna kam RAPD markirlari, dominant 6zellik g@nakla birlikte
uygulama kolayiindan ve c¢oklu lokus olmasindan dolayr genetik analiz
calsmalarinda ygun sekilde kullanilmg olup izoenzim ve RFLP’den daha fazla
farkl bolge tanimlanstir (Rafalski ve Tingey, 1993; Waugh ve Powell, 1992).

RAPD teknginin uygulamasi kolaydir. Ancak bu teknikte bazi problemlerle
karsilasmak muimkin olmaktadir. Callan doku kayngindaki degismeler, DNA
izolasyon protokoli, PCR kallarindaki farkliliklar, calilan dokunun
mikroorganizmalar ile bulak olmasi gibi nedenlerden dolay: belirlenen bandi tekrar
elde etmek bazen zor olmaktadir (Staub ve ark., 1996c). RAPD markirlarinin, SCAR
markirlarina dongitrilmesiyle kagilasilan bu sorunlar azaltilabilmektedir. Ancak
bu klem nispeten pahali, zaman almakta ve her RAPD markirlari kolayca SCAR’a
cevrilememektedir (Horejsi ve ark., 1998unun dsinda bir tirde ¢ajan RAPD
primerlerinin baka bir turde caymamasi da bir @er olumsuzluk olarak
gorulmektedir.

Hiyar genotipleri arasinda yapilan galalarda genetik varyasyonun oldukca

az oldgu gorulmitur. Kennard ve ark (1994), birbirlerine yakin ve uzak olan ticari
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hiyar caitlerinde RFLP marker sistemi kullanarak yaptiklari gaada polimorfizm
oranini % 3-9 olarak belirlegierdir. Horejsi ve Staub (1999), RAPD markiri ile gen
kaynaklari havuzuna eklenen elit hiyarlar Gzerine yaptiklarisngatia genetik
uzakliklari oldukg¢a dguik (0.01—0.058) bulmyeardir. Dijkhuizen ve ark (1996), 40
RFLP markeri ile 6 Avrupa uzun meyveli elit hiyarini ayirramgumiBu sonuclar
hiyarlar arasindaki genetik varyasyonun oldukca az golou gdstermekte ve
farkhlik bulma ihtimalini azaltmaktadir.

Calismada Kok-ur nematodlarina kardayaniklilgl kontrol edenmj genini
tasiyan C. sativus var. hardwickii’nin R Alef LJ 90430 varyetesinin farkli 6zelliklere
sahip C. sativus var. sativus melezlenmesi sonucu ggirilen Manteo (NC-44),
Shelby (NC—-45) ve Lucia (NC—46) adlarsiismn RI hatlar kullaniingtir. Hiyar hat
ve caitleri arasinda genetik varyasyonun oldukgaidiiolmasi, RAPD primerleriyle
ebeveynler arasinda farklilik bulunamamasinda etkili olalgied@éstiniimektedir.
Moury ve ark (2000), biberde TSWV kamarkir belirlemek igin 250 RAPD primeri
kullanmasina rgmen gene bz yalnizca 4 markir (3 tane coupling, 1 tane repulsion)
belirlemislerdir. Pierra ve ark (1997), biberd&Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria’ya kagi dayaniklilgl kontrol eden Bs3 genine glamarkir bulmak igin
750 RAPD primeri; Djian-Caporalino ve ark (1997)eloidogyne spp kasi
dayaniklilgl sglayan Me3 genine tgh molekiler markir bulmak igin ise 800
RAPD markeri kullanngiardir. iki calismada da belirtilen genler icin herhangi bir
markir bulunamangtir. Moury ve ark (2000), Bs3 ve Me3 bdlgelerinin tur igi orijinli
olabilecesini, Tsw bdlgesinin ise turler arasi orijinli olabilexei belirtmislerdir. Bu
calsmada kullandiimiz dayanikhlik kaynaklarinin farkh hiyar turleri olmayip ayni
tirin farkh varyetesi olmalari genetik kayma tdr ici orijinli oldugunu
gostermektedir ki, bunun da polimorfizm bulamamada Igerddnemli neden oldiw
distndlmektedir. Tulu ve ark (2003), mercimekte antrakn&ollétotrichum
truncatum)’a karsi molekiler markir olgturmak icin 700 RAPD kullannglar ve
ilgili gene ba&li sadece 2 RAPDnarkiri belirlemglerdir. Bu ¢algmada ise37 tane
RAPD primeri kullanildg dikkate alindginda, dger aratirmalarda kullanilanlara
gore oldukca az oldiw gorulmekte ve polimorfizmin bulamamizda etkili ogdu

disunidlmektedir. Bu verilersiginda; ebeveynler arasinda farldilbelirlemek igin
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uc farkl yaklgim tzerine ygunlagilmasi gerekgii sonucuna varilngtir. Bunlardan

ilki kullanilan RAPD primer sayisinin artiriimasi, ikinci olarak hiyarglaati
(linkage) grubunda yeri bilinen markirlarin kullaniimasi, tguncu olarak ise genomda
daha fazla lokus tarayan markir sisteminin kullaniimasidir. Hiyarda genetik
varyasyonun ¢ok diik ve RAPD markirlarininda tekrarlanabil@ilizor olduzu igin
primer sayisi artirilarak cama yapilimanstir. Hiyarda daha fazla lokus tarayan
markir sistemleri Uzerinde odaklanarak ebeveynler arasinda polimorfizim

argtirmasina devam edilstir.
4.7. SCAR Molekiler Markir Bulgulari

Bu calsmada 14 SCAR primeri kullanilgiplup bunlardan 7 tanesinde PCR

ariind elde edilirken 7 tanesinde PCR Urunu elde edilegtieii@izelge 4.9).

Cizelge 4.9. Cajmada kullanilan SCAR primerleri ve PCR sonuglari

Primer Adi PCR | Farklilik | Primer Adi PCR | Farklilik
SCBC469 + X SCL18 + X
SCL19 X SCU15 X
SCK7 + X SCAN5 + X
SCAA9 - X SCBC519 - X
SCAO7 - X SCAK5 + X
SCAI4 + X SCK15 - X
SCBC403 - X SCA012 + X

+ : PCR calisti

- 1 PCR caligmadi

x : Polimorfizm yok

SCAN5 SCAR primeriyle yapilan PCR sonugldekil 4.7°de gorulmektedir.
Sekilde goruldigu gibi ebeveynler ve Fbireylerinde yaklgk 650 bp uzunlgunda
tek DNA bandi elde ediligi ancak ebeveynler arasinda polimorfizm

belirlenemenitir.
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M R S F, Bireyleri

Sekil 4.7. SCAN5 SCAR primeriyle elde edilen PCR Urunleri
M: Markir, R: Dayanikli ebeveyn, S: Duyarli ebeveyn

SCL18 SCAR primeriyle yapilan PCR sonucu yaik&00 bp uzunlgunda
DNA bandi elde ediln3i fakat ebeveynler ve ;F bireylerinde polimorfizm

belirlenememitir (Sekil 4.8).

M R S F, Bireyleri

Sekil 4.8. SCL18 SCAR primeriyle elde edilen PCR Urtnleri
M: Markir, R: Dayanikli ebeveyn, S: Duyarli ebeveyn

SCAI14 SCAR primeriyle yapilan PCR sonuglarina gbre ebeveynler, ve F
bireylerinde yaklask 1000 bp uzunigunda tek DNA bandi elde edilgifakat

ebeveynler arasinda polimorfizm belirlenemgm{Sekil 4.9).
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M R S F» Bireyleri

@ER@SROEEEERE =R e

1000 - e -

bp

Sekil 4.9. SCAI4 SCAR primeriyle elde edilen PCR Urtnleri
M: Markir, R: Dayanikli ebeveyn, S: Duyarli ebeveyn

4.8. SCAR Molekuler Markir Tarti sma

SCAR markirlari, RAPD ve AFLP markerleri sonucu elde edilen
dizilimlerden yararlanilarak ofturulmaktadir (Paran ve Michelmore, 1993; Von
Malek ve ark, 2000; Sardesai ve ark., 2002; Agrama ve ark., 2002).

RAPD markirlariyla markir yardimeci seleksiyon (MAS) devamli mimkin
degildir. Cunku bir populasyon igin dizayn edilen RAPD markirlarigedi
populasyonlar igin devamli polimorfik olamamakta veya kimi durumda guvanirli
zayif olmaktadir. RAPD markirlari, bir RFLP probuna ya da SCAR markirina
cevrilerek bu problemlersdmaktadir (Paran ve Michelmore, 1993). SCAR markir
sistemi, ilk kez marulda killeme hasgaha kagi molektler marker okiurmada
kullanilmstir (Paran ve Michelmore, 1993). Bu galada gene g olan RAPD
bandlari jelden kesildikten sonra klonlagnae sekans edilrgiir. Elde edilen diziden
faydalanilarak yeni primerler (18-23 bp) dizayn edjtmi(Paran ve Michelmore,
1993). SCAR primerleri, RAPD primerlerine gore baz dizilimleri fazla gldigin
daha spesifik olmakta, RAPD’den kaynaklanan problemler en aza inmekte ayrica
spesifik tek bant tretmektedir (Horejsi ve ark., 1999). RAPD markirlarinin SCAR’a
dondsturdlmesi markirin gavenirligini artirmakla birlikte co-dominant 6zellikte
gosterebilmektedir (Paran ve Michelmore, 1993).

Bu aragtirmada kullanilan SCAR primerleriC. sativus var. sativus
¢ssitlerinin melezlenmesi sonucu agturulan haritalama populasyonundaglaati
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grubunda yeri bilinen ve polimorfizm veren primerler segitmi Her ba&lanti
grubunda en az bir SCAR markiri secigme bunlarla ebeveynler ve Bireylerinde
PCR vyapilmgtir. PCR drunlerinin  Oncelikle ebeveynler arasinda farklilik
verip/vermedii arsstirilmistir. Segilen 14 adet SCAR primerinden 7’sinde PCR
ariinG elde edilmgi fakat hicbirisi ebeveynler arasinda polimorfizm vernygmi7

tane SCAR primerinde ise PCR urinu elde edilerstgmmirarkl calsmalarda orijinal
RAPD markirlarinda gozlenen farkfiin bazi durumlarda yeni afturulan SCAR’da
gorulmedgi bildirilmistir (Paran ve Michelmore, 1993; Ohmori ve ark., 1994;
Horejsi ve ark., 1999). Bu durum RAPD markirlarinin SCAR’a dtinmiilmesi
sirasinda primer [@anma bolgesindeki yer (site) mutasyonunun sebep olapilece
distunudlmistur (Horejsi ve ark 1999). Konieczny ve Ausubel (1993), RAPD'de
gozlenen farkliigl yeniden elde etmek igin SCAR bandini kesim enzimiyle kesilerek
CAPS’a cevrilebilmektedir. Williams ve ark (1994), domateste kdk-ur nematodlarina
karsi dayaniklilgi kontrol eden Mi genine bgli RAPD markiri SCAR’a
dondsturmislerdir. SCAR primeri hem dayanikl hem de duyarl bireylerde ayni
bandi vermgtir. Dayanikli ve duyarli bireyler arasindaki farkhlik Tagl kesim
enzimiyle kesilerek belirlenebilgtir. Bu markir codominat 6zellik sadigi icin
domateste kok-ur nematodlarina gtardayaniklilik 1slahinda rutin sekilde
kullaniimaktadir.

RAPD markirlarinin SCAR’a dostiirilmesi ileri bir teknik adim olarak
gorulmekle birlikte (Paran ve Michelmore, 1993), bu diinimede kimi zaman
problemlerle kagilagiimakta ve istenilen SCAR primerleri elde edilememektedir
(Horejsi ve ark., 1999). Bu catnada kullanilan SCAR primerlerin bazilarinin
calsmamasinin ve cahlnlarinin ise ebeveynler arasinda farklihk vermemesinin
nedenlerinin bir dieri de Uzerinde c¢allan caitlere 6zgu spesifik primer
olmamasindan kaynaklarglidUstinilmektedir. Bir dier 6nemli noktada, kullanilan
ebeveynler birbirlerine ¢ok yakin olduklari igcin SCAR markirlartyla polimorfizm
elde edilemedii dustincesidir. SCAR markirlarinin ebeveynler arasinda uzunluk
polimorfizmi vermemesine gmen, dizilimler arasinda farkhliklar verebilege
distnulmistur. Bunu belirlemek igin; birinci olarak SCAR urtnleri klonlanip sekans

edilerek dizilim farkhlg! olup/olmadgina bakilmal ya da 4-6 baz tanima bolgesine
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sahip farkli kesim enzimleri ile kesilerek ebeveynler arasindaki polimorfizm
argtirilmahdir. Sayet RAPD markirlariyla ebeveynler arasinda polimorfizm
belirlenebilseydi; bu RAPD primerlerleri SCAR’a ¢evrilerek bahsedilen iki yontem
Uzerinde de camalar hizlandirilacaktl. Fakat birbirlerine ¢ok yakin hiyar
¢ssitlerinin haritalama populasyonu sonucu elde edilen SCAR olmalari nedeniyle,
bahsedilen ¢aymalar tzerine ygunlasiimams, buna kagilik genom hakkinda daha
cok bilgi veren AFLP, SRAP ve co-dominant 6zellikiyan SSR markirlari Gizerine

odaklanilmgtir.

4.9. AFLP Molekuler Markir Bulgulari
4.9.1. DNA’larin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Genomik DNA, iki farkli kesim (restriksiyon) enzimi ile kesilmektedir. Bu
enzimlerden birisi DNA'yl sik kesme (4 bp kesici)geli ise seyrek kesme (6 bp
kesici) Ozelliklerine sahiptirler. Sik kesim sonucu kuciuk DNA bantlarsuolwe
bunlar poliakrilamid jelde optimum oranda ayrilirlar. En ¢ok kullanilan enzim ciftleri
EcoRI-Msel primerler olmakla birliktie bka enzim kombinasyonlari da
kullaniimaktadir. EcoRI enzimi; 6 bp tanima boélgesine (5...GAATTC...3) sahip
olup DNA'yl yaklssik olarak her 2-2.5 kb, Msel enzimi ise 4 bp tanima bdlgesine
(5....TTAA...3) sahip olup DNA'yl her 300-400 bp da kesmektedirler (Vos ve ark,
1995). Genomik DNA EcoRI ve Msel enzimleriyle kesilince genomda ug¢ farkh
DNA fragmenti (EcoRI-EcoRI, Msel-Msel, Msel-EcoRIl) konbinasyonu
olusmaktadir. Msel-Msel fragmentleri sik kesim sonucuiki bunlar kiigiik DNA
fragmentleri olup jelde en ¢ok bunlar bulunmaktadir. EcoRI-EcoRI fragmentleri
seyrek kesim sonucu alurlar. Bir diger fragmentler ise Msel ve EcoRI enzimlerinin
kesilmesi sonucu ofurlar ki bunlar jelde Msel-Msel fragmentlerinden sonra en ¢ok
bulunanlardir (Vos ve ark., 1995).

DNA oOrneklerinin enzimle kesilmesi, AFLP gahalarini etkileyen en 6nemli
etken olup catmalarin temelini olgturmaktadir. Her bir DNA Orrignin miktari
birbirlerine git olmahdir. Miktarlarin farkli olmasi kesimde farkhliklara neden

olarak AFLP gorintisinde yaniltict bantlar vermektedjioyle ki, DNA
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konsantrasyonu @ik olan bir 6rngin ilgili bandi g6zikmeyebilirken,
konsantrasyonu yiksek olan bir bireyin ilgili bandi goztkebilir ki bu dgngatia
yanlis polimorfizm olarak kapnmiza cikabilmektedir. DNA konsantrasyonugya
olan bireylerde enzimle kesim sirasinda kismi kesimler giaca bu da bize farkli
polimorfizmler olarak goriine@nden bizi yaniltabilecektir. Butin bu olasiliklar
dikkate alinarak her bir 6rnekten 250 ng DNA kullanilaraR@deki su banyosunda

3 saat bekletilerek kesirglemi gerceklstirilmi stir.

4.9.2. Kesilen DNA’larin Adaptdrlerle Birlestiriimesi

Genomik DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi sonucusafubantlar
kendilerine 6zgu adaptorlerle bigteilmistir. AFLP adaptorleri cgift iplikgikli yapiya
sahip olup, Core Dizisi (CD) ve Enzim Spesifik Dizisi (ESB) olmak Uzere iki
kisimdan olgmaktadirlar. Core Dizisi, kendi primerinin Core Dizisi ile ayni yapiya
sahip olup, ESB bdlgesi ise @igkenlik gostermektedir.

Restriksiyon enzimleriyle kesilen genomik DNA'lar, cift iplikcik yapiya
sahip olan adaptorler birbirleriyleslesen nukleotid siralarina sahip ofgitndan
DNA ligaz enzimi ve ATP yardimiyla kolayca bigkbilmektedir. Uygun birlgme
olmasi icin 20° C'deki sirkiilasyonlu su banyosunda 12 saat bekletilerekstiirtee
gerceklatirilmi stir.

4.9.3. On PCR

Adaptorlerle birlgtirilen DNA bantlart bu adaptorlere uygun AFLP
primerleriyle PCR yapilmaktadir. AFLP primerleri; PCR gaklarinda kullanilan
normal primerlerden oldukga farkli bir yapiya sahip olup; Core Dizisi (CD), Enzim
Spesifik Dizisi (ESD) ve Selektif Uzama Dizisi (SUD) olmak Uzere u¢ kisimdan
olusmaktadir (Vos ve ark, 1995). CD ve ESD devamli sabit olmasinin yaninda SUD
degiskenlik gostermekte ve bu kisma istenilen baz eklenerek segicilik

artirilabilmektedir. EcoRI ve Msel primerlerinin yapisa@da gosterilmtir:
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CD ESD SubD
EcoRI 5-GACTGCGTACC AATTC NNN-3
Msel 5-GATGAGTCCTGAG TAA NNN-3’

Blylk genomlu organizmalarda on PCR, tercih edilen bir yontemdir. Hiyar
da biylk genoma sahip organizma @uduicin 6n PCR vyapilmtir. PCR
reaksiyonunu normal PCR malzemelerini icermekle birlikte, primerlere birer baz
(Msel+N, EcoRI+N) ilave edilerek PCR yapilmasi ve PCR ddngusunin (20 dongl)
kisa tutulmasi ana farkhliklardir. Cghamizda EcoRI primeri icin T ve A
nikleotidleri, Msel primeri i¢in ise C nikleotidi secici baz olarak kullargthmi
Adaptorle ligasyonsiemi sonucu olgan Grtunler 1/10 oraninda seyreldikden sonra
bunlardan 2,51l karisim alinarak PCR gerceklrilmi stir. Bu bahsedilen miktar ile
cok sayida DNA c¢galtiimis ve calsma icin yeterli miktarda DNA elde edilgli
goralmistar (Sekil 4.10).

M RS F, bireyleri

1000
bp

Sekil 4.10. On PCR iiriinleri, M: Markir, R: Dayanikli ebeveyn,
S: Duyarli ebeveyn

4.9.4. Primerlerin Isaretlenmesi

Poliakrilamid jelde DNA’lar1 gozlemlemek ve gerlendirmek igin EcoRI
veya Msel primerlerinden birisaretlenmektedir. Primerin 5’ ucuna?Pveya B°
kullanilarak T4 poliniikleotid kinase enzimi yardimi ile P (fosfat) eklenmektetfir. P

ve P? yaninda fluorescent ve silver staining gibi ekipmanlarla gaeileme
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yapilabilmektedir (Vos ve ark, 1995; Hartl ve Seefelder, 1998; Ridout ve Donini
1999). AFLP cakmada EcoRI primerleri® kullanilarak garetlenmitir.

4.9.5. Segici PCR

Secici PCR’da, primerlerin 3’ ucuna iki, ¢ veya dort baz ilave edilerek ve
primerin biri karetlenerek touchdown PCR yapilmaktad®rimerlerin bglanma
sicakliklari ilk dnce 65C'den balar her dongiide 1 derece azalarak (10 dongll) 56
°C ye kadar dimesi sglanir ve 25 dongu daha yapilarak PGRmi gerceklstirilir.
Baslangigta primer hdanma sicakfii yiksek tutularak yandi eslesmelerin
engellenmesi gganmaktadir. Primerlere eklenen baz sayisi artikga Ozeile
artmaktadir. Kiigiik genomlarda f£0) bir ya da iki segici niikleotidli primerleri
polimorfizm bulmak icin yeterli oldgu, biyiik (karmg@k) genomlarda (18-10°) 3
segici nukleotidli primerler daha iyi polimorfizm vegdibildirilmi stir (Vos ve ark.,
1995).

On PCR durunleri 1/50 oraninda seyreltikten sonra segici PCR ysimImi
Calismada her AFLP primer konbinasyonu igin ortalama 45 fragment elde gdilmi
Bu da AFLP ¢akmalari i¢in normal kabul edilmektedir. EcoRI ve Msel primerlerine
3 segici baz ilavesi ¢aimamiz igin uygun bulunnstur. Ayrica EcoRI primerlerine
3, Msel primerlerine 4 secici baz eklenerek secici PCR yapiimi bantlarin
sayisinin azal@ goralmdtur. Bazi primer kombinasyonlarinin ise iyi gaiadgi

gbzlemlenmtir.
4.9.6. Poliakrilamid Jel Analizi

Segici PCR dranleri (1Ql), Gzerine 1Qul formamide dye ilave edilmive 94
°C’ 5 dakika tutularak DNA'larin ayrilimasi gandiktan sonra 6rnekler hemen buz
tzerine alinmgtir. Her bir 6rnekten Bl alinarak jel kutucuklarina ytklengtir. Jel,
65 Watta 2.5 saat yuritilmive jel, jel kurutucuda 85C’de 2 saat kurutulduktan
sonra Uzerine X ray film (Kodak) koyularak oda sigakida 3 gin bekletilngtir.

Film, gelstirilmis ve elde edilen DNA bantlari gerlendirilmistir.
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4.9.7. Bulked Segregant Analysis

Bulked segregant analizi, herhangi bir gen bolgesiga baarkir belirlemede
hizli, basit ve guvenilir bir yontemdir (Michelmore ve ark., 1991). Yontemin
uygulamasindaki amag, arzu edilen gen veya karakter icin bir populasyonun
olmasidir. Burada populasyon arzu edilen karaktegiyda ve taimayanlarin
melezlenmesiyle elde edilmektedir. Populasyonu stolan bireyler istenilen
karakteri icerenler ve icermeyenler olarak belirlendikten sonra, DNA’lari iki farkli
havuz olarak olgturulmaktadir. Boylece arzu edilen karakter agisindan ayni ama
diger bdlgeler bakimindan tamamen tesadufi olan bir materyal elde sedilmi
olmaktadir (Michelmore ve ark., 1991). Havuzlar arasinda farklilik gosteren bant
(markir) genetiksel olarak istenilen 6zgdi bali olabilmektedir. BSA metodu;
RAPD, AFLP ve SSR markirlari ile birlikte bitkilerde agronomik 6neme sahip
genlerle ilgili markir olgturmada ygunsekilde kullaniimaktadir (Lee, 1995; Young,
1999).

Ebeveynlerin melezlemesi sonucu gluulan F bireyleri M. javanica irk 1
ile testlenerek dayanikllik ve duyarliliklari belirlegtii Bdylece dayanikli ve
duyarli bireyleri iceren iki farkli havuz ajturulmustur. Burada 10 tane dayanikl ve
10 tane en duyarli bitkilerden ayri ayri DNA izole edgtini Bu gsamadan sonra
DNA’lar iki farkli sekilde havuz yapilmgtir. Birinci olarak genomik DNA’lar
birlestirilmi stir ki en ¢cok bu yontem tercih edilmektedir (Williams ve ark, 2002;
Quedraogo ve ark., 2001; Tullu ve ark., 200Rinci olarak ise 6n PCRsamasindan
sonra DNA havuzlari okturulmuwstur. Yapilan ¢cakmada her iki yontem agisindan
farkhlik godzlemlenmenstir. BSA metodunda, her bir havuz 5-20 bireyden
olusturulmaktadir (Michelmore ve ark., 1991; Williamsve ark., 2002; Quedraogo ve
ark, 2001; Tullu ve ark., 2003). Bu anamalar dikkate alinarak camamizda her
bir havuz igin 10 bitki kullanilngtir.

Bulked segregant analizi, molekiler markirla ebeveynleri ve havuzlari hizl
ve kolaysekilde tarayarak Fpopulasyonunda amacimiza uyguekilde ulgmamizi
salamistir. Ayrica bireysel DNA'larin ayri ayri kullanilmasi yerine havuz

DNA’larin kullanilimasi, analiz sayisini azaltarak gakyi hizlandirmy ve 20 birey
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yerine 2 havuzun jele yuklenmesi giremanin daha kolay yuritilmesine ve

sonuglarin daha hizl derlendirilmesine imkan verstir.

49.8. Gene rfy) Baglhh Oldugu Dusunulen AFLP Markirlarinin

Belirlenmesi

Bu calsmada 100 tane EcoRI primer-Msel primer konbinasyonu kullagilmi
olup bunlarin 42 tanesi ebeveynler (R ve S) ve havuzlavé¢Rs) birlikte, 58 tanesi
ise yalnizca dayanikli ve duyarli ebeveynlerde targtnm8 tane EcoRI primer-Msel
primer kombinasyonuyla (E-TTC/M-CTT, E-TAG/M-CGT, E-ACG/M-CTG, E-
AAC/M-CGT, E-AAC/M-CTC, E-AAC/M-CAA, E-ACT/M-CCT ve E-ACT/M-
CAG) herhangi bir PCR drinu elde edilmegtini Primer kombinasyonlarinin
calsimamasi konusunda; primerlerin  genmamasindan, PCR cgahasi
asamasindaki pipet hatalarindan veya PCR kimyasallarinin biri veya bir kaginin
calsmamasindan kaynaklangnolabilecesi dustintlmektedir. Bununla beraber bu
primerlerle birlikte yapilan ger primer konbinasyonlariyla PCR sonug vgragin
bu primerlerin tekrar ¢caimama nedeni agarilmams yeni primer kombinasyonlari
kullanilmistir.

PCR Urunu veren 92 tane EcoRI primer-Msel primer konbinasyonlariyla
hiyar genomunda toplam 11150 genetik lokus analiz ediohip her bir primer
konbinasyonunun ortalama 45 tane DNA bandi #egtizlemlenmgtir. Arastirmada
kullanilan 92 tane EcoRI primer-Msel primer kombinasyonundan sadece 3'U
dayanikli ve duyarli ebeveynler arasinda polimorfizm vgm{Sekil 4.11-13).

BSA yontemine gore; bir AFLP bandininggéelendirmeye alinabilmesi igin
olusturulan havuzlarin birinde olmall buna &k digerinde ise olmamalidir. ger
dayanikli havuzda varsa, dayanikli havuzytokan F, bireylerinin hepsinde olmali,
buna kagilik duyarli havuzda ve duyarli havuzu glwan F bireylerinde
olmamalidir. Ya da polimorfik bant duyarli havuzda varsa, bu bant duyarli havuzlari
olusturan E bireylerinin hepsinde olmali, buna kar dayanikl ebeveynde ve
dayanikli havuzu okiuran R bireylerinin hi¢ birisinde olmamaldir. Bu bilgiler
altinda bir bandin klonlama ¢ghasina alinip/alinmamasina karar verilmektedir. Bir

polimorfik bandin klonlamaya alinabilmesi igin bigdr yaklgimda o bandin sahip

69



4. BULGULAR VE TARTI SMA Zubeyir DEVRAN

oldugu uzunlgudur. Bandin uzun olmasi dayanikli ve duyarli ebeveynler arasindaki
dizilim farklihginin olmasini artirmaktadir. Polimorfik bandin uz@oluartikca
polimorfizm orani da artmaktadir. Cunki bantlar arasindaki uzunluk fankir
olmasinda dizilim farkligindan yararlanilarak spesifik primerler giluwrulmakta
veya CAPS markirlarina ¢gevirmek mamkin olmaktadir.

E-TCC/M-CTT primer konbinasyonlari sonucu elde edilen AFLP bantlari
incelendginde dayanikh ebeveynde gorilen bantlarin  duyarli ebeveynde
bulunmadg gorilmektedir $ekil 4.11). Duyarh havuzdaki bant gonlugu
dayanikli havuzdan daha az odduicin her iki havuzu olgturan F bireyleri bu
primer kombinasyonuyla taranghr. Burada goruldgl gibi dayanikh bireylerde
gorulen bant duyarli Foireylerin yarisinda (5/10) gorulmgtiir. Ayrica dayanikl
bireylerinin hepsinde de bu banda rastlanangami E-TCC/M-CTT primer
kombinasyonlari belirlenen bu polimorfik AFLP bandinin uzgahun kiguk
(yaklasik 50 bp uzunlgunda) olmasi ve BSA ydntemine gdre uygun olmamasi
nedeniyle jelden kesilmegve klonlama yapilmargtr.

R Rg S S R F, bireyleri S F, bireyleri bireyleri

Sekil 4.11. E-TCC/M-CTT primer kombinasyonlariyla elde edilen AFLP bantlari
R: Dayanikl ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)
Rg: Dayanikll havuz, Sg: Duyarl havuz
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E-ATT/M-CAA AFLP primer kombinasyonlariyla dayaniklh ve duyarh
havuzlar arasindaki farkhlik gorilmektediSekil 4.12). DNA bandi dayanikli
ebeveyn ile dayanikli havuzda bulunmakta, bunalkaduyarlh ebeveyn ile duyarl
havuzda gorulmemektedir. Bu farklihk saptandi icin  AFLP  primer
kombinasyonlari ile dayanikli (10 tane)Fve duyarl (10 tane JF F, bireylerinde
tarama yapilngtir. Bu polimorfizm dayanikli havuzu afturan 10 dayanikli £
bireylerinin hepsinde gorilmesine kar, duyarli havuzu okiuran 10 duyarli §
bireyinde gozlemlenemestir (Sekil 4.12). Yaklgik 200 bp uzunlgundaki bu
AFLP bandininmj geni igin potansiyel molekiler markir olgludistinulmigtir. Bu
bulgularla dayanikli ve duyarli ebeveynlerin dizilimleri arasinda polimorfizm olma
ihtimalini giclendirdgi disinilmis ve dayanikh ve duyarh havuzlari gturan k
bireylerinin tima yeni bir poliakrilamid jelde yurutulmire daha sonra jelden DNA

bandi klonlama ¢aimalarinda kullaniimak tizere kesiktii.

R RgS Sg R F; bireyleri S F; bireyleri

Sekil 4.12. E-ATT/M-CAA primer kombinasyonlariyla elde edilen AFLP bantlari
R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)
Rg: Dayanikl havuz, Sg: Duyarli havuz
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E-AAC/M-CTG AFLP primer kombinasyonlariyla dayanikli ve duyarli
havuzlar arasindaki farkhlil§ekil 4.13'de gorilmektedir DNA bandi dayanikli
ebeveyn ile dayanikli havuzda bulunmakta, bunaikatuyarli ebeveyn ile duyarl
havuzda gorulmemektedir. Elde edilen bu farklilik ayni primer konbinasyonu ile
dayanikl (10 tane 4 ve duyarl (10 taneJr F; bireylerinde incelemeye alingtir.

Bu DNA bandi, dayanikli havuzu gluran 10 dayanikli F bireyinin hepsinde
gozlemlenmy, buna kagilik duyarl havuzu olgturan 10 duyarli Fbireyinde ise
gozlemlenemengiir (Sekil 4.13). Yaklaik 100 bp uzunlgundaki bu bandimj geni
icin potansiyel molekiler markir olgu distndimistir. Bu durum dayanikh ve
duyarh ebeveynlerin dizilimleri arasinda polimorfizm olasrin dsuk olmasi g6z
ondne alinmy olsa da dayanikli ve duyarli havuzlari ghluran F, bireylerinin tima
yeni bir poliakrilamid jelde yuratilmgive daha sonra bu polimorfik bant jelden

kesilmistir.

RRzRRs SSgS R F, bireyleri S F, bireyleri

»d
Ll |

»d
Ll |

Sekil 4.13. E-AAC/M-CTG primer kombinasyonlariyla elde edilen AFLP bantlari
R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)
Rg: Dayanikli havuz, Sg: Duyarli havuz
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4.9.9. Markirlarin Klonlanmasi, Sekanslarinin Yapilmasi ve Primerlerin

Olusturulmasi

E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG AFLP primer konbinasyonlari dayanikli
ebeveynde ve dayaniklp Bireylerinde gozlemlenen bantlar ile bunlaraskgelen
bantlar (duyarli ebeveynde ve duyarlp bireylerinde bulunmayan bantlar),
Sambrook ve ark (1989)'nin bildirdikleri Crush ve Soak metoduna gore
poliakrilamid jelden kesilerek DNA'lari elde edilgiir. DNA’lar kullanilarak AFLP
primerleriyle secici PCR yapilgtir. PCR UrlUnleri % 2,5’lik agaroz jelde 25 volt da
1 saat yurutuldukten sonra klonlama yapmak igin jelden kesilr(§ekil 4.14).

E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG AFLP primer kombinasyonlariyla elde
edilen PCR drdnleri Sekil 4.14'de gorulmektedir. E-ATT/M-CAA  primer
kombinasyonuyla yakiak 200 bp, E-AAC/M-CTG primer kombinasyonuyla ise
yaklasik 100 bp DNA bandi belirlenstir. Sekilde de goruldgi gibi segici PCR
artnleri hem dayanikli ebeveynde hem de duyarl ebeveynde gozlegilenBu

AFLP sisteminin dgasindan kaynaklanmaktadir.

E-ATT/M-CAA  E-AAC/M-CTG
M  RF,SF,H,O RF,SF, H,0O

Sekil 4.14. Poliakrilamid jelden elde edilen DNA'larin segici PCR urunleri
M: Markir, RF, : Dayanikli F5 bireyleri, SF, : Duyarl F, bireyleri

Bu bantlar, agaroz jelden kesignie Qiagen kiti kullanilaraloNA’lar elde
edilmigsti. Bu DNA’lar, TOPO TA cloning kit (pCR 4-TOPO, Invitrogen)

kullanilarak klonlanmy ve klonlanan kolonilerden Qiagen kiti kullanilarak plasmid
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izolasyonu gercekigirilmistir. Her DNA bandi i¢in 20 plasmidden DNA izolasyonu
gercgeklatiriimistir. Soyle ki, E-ATT/M-CAA AFLP primer kombinasyonu igin
dayanikli ebeveynlerden 20, duyarl ebeveynlerden 20 olmak lzere toplam 40 tane
klonlanan plasmid izolasyonu vyapiknr. E-AAC/M-CTG AFLP primer
kombinasyonu igin dayanikli ebeveynlerden 20, duyarli ebeveynlerden 20 olmak
Uizere toplam 40 tane klonlanan plasmid izolasyonu yagiitm&onucta toplam 80

tane plasmid izolasyonu gergegtlelmistir. AFLP ¢algmalarinda genel olarak 4-10
tane klonlanan plasmid izole edilerek sekans yaguiim{Agrama ve ark, 2002).
Burada ornek sayisini artirarakgdo AFLP bandinin klonlamioldugundan emin
olunmak istenngtir.

Klonlamanin gergekigigini 6grenmek igin vektdr haritasindan yararlanarak
EcoRI enzimiyle kesim yapilmive ornekler % 2.5'lik agarozda 25 voltta 1 saat
yuratilmis ve fotgsraflanmstir (Sekil 4.15-18)

E-ATT/M-CAA primeriyle dayanikli bireylerde elde edilen PCR drunlerinin
klonlanmasiSekil 4.15'de gorilmektedir§ekilde goruldigu gibi drneklerin tamami

EcoRI enzimi ile kesilngive bdylece klonlanma gercekieilmi stir.

M Klonlanan PCR Urtnleri

1000 b

200 bp

Sekil 4.15. Klonlanan rtnlerin EcoRI enzimiyle kesimi, M: Markir

E-ATT/M-CAA primeriyle duyarl bireylerde elde edilen PCR drinlerinin
klonlanmasiSekil 4.16'da goriulmektedirSekilde goruldigu gibi drneklerin tamami

EcoRI enzimi ile kesilngive bdylece klonlanma gercekiilmi stir.
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M Klonlanan PCR urtnleri

1000 bp

200 bp

Sekil 4.16. Klonlanan Grtnlerin EcoRI enzimiyle kesimi, M: Markir

E-AAC/M-CTG primeriyle dayanikh bireylerde elde edilen PCR drinlerinin
klonlanmasiSekil 4.17'de gorilmektedirSekilde goruldigu gibi drneklerin tamami

EcoRI enzimi ile kesilngive bdylece klonlanma gercekiilmi stir.

M Klonlanan PCR drtnleri

1000 bp
200 bp

Sekil 4.17. Klonlanan rtnlerin EcoRI enzimiyle kesimi, M: Markir

E-AAC/M-CTG primeriyle duyarl bireylerde elde edilen PCR drdnlerinin
klonlanmasiSekil 4.18'de gorilmektedirSekilde goruldigu gibi drneklerin tamami

EcoRI enzimi ile kesilngive bdylece klonlanma gercektilmi stir.

M Klonlanan PCR urtnleri

1000 bp

200 bp

Sekil 4.18. Klonlanan rtnlerin EcoRI enzimiyle kesimi, M: Markir
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Klonlanan toplam 80 tane AFLP bandi M13 universal primeri ile PCR
yapildiktan sonra sekans edifini. Sekans sonugclarl, Vektor NTI programi
kullanilarak dgerlendirilmistir.

E-ATT/M-CAA primer kombinasyonlari igin; klonlamaya attniz bantlar
dayanikli ebeveyne Bh oldugu icin dayanikli bireylerden elde edilen 20 tane sekans
sonucu kagilastiriimis ve bunlarin 16 tanesinin birbirleriyle ayni dizilime sahip
oldugu, geri kalan 4 tanesinin ise farkli ofglu ve birbirleriyle ayni dizilimleri
tasimadgl gorulmistir. Duyarl bireylerden elde edilen 20 sekansin ise dayanikli
bireylerden elde edilen sekanslara sahip olfhadoriimi ve kendi aralarinda
gruplanmg olduklari gbzlemlenngtir.

E-AAC/M-CTG primer kombinasyonlariyla elde edilen polimorfik DNA
bandi dayanikl ebeveynde ve dayaniklbieylerde gorildgi icin bunlardan gelen
20 sekans sonucu kdastiriimis ve bunlarin 17 tanesinin birbirleriyle ayni dizilime
sahip oldgu, geri kalan 3 tanesinin ise farkli ofgluve birbirleriyle ayni dizilimleri
tasimadgl gorilmistir. Duyarll F; bireylerinden elde edilen 20 sekans ise dayanikli
bireylerden elde edilen sekanslarla ayni dizilime sahip onaéi kendi aralarinda
gruplanms olduklar1 gbzlemlenngtir

AFLP primer kombinasyonundan elde edilen dizilim sonuclari bantlarini
klonlamg olma ihtimalimizi guglendirnsi bulunmaktadir. Sonuclarin guvengili
gelistirilen primerlerin ebeveynlerde cghasiyla d@rulanmaktadir. Bunun igin
sekans sonuglari Vektor NTI programi yardimiylggettendirilerek D1F, D1R,
D17F ve D17R olarak adlandirilan primerler goilurulmustur. Gelitirilen primerler
dayanikli ve duyarli ebeveynlerde touchdown PCR programi kullanilarak PCR

yapiimg ve ebeveynler arasinda uzunluk polimorfizmi olup/olredragtiriimistir.

M R S F, bireyleri

200 bp

Sekil 4.19. D1F ve D1R primerleriyle elde edilen PCR Uriinleri,
R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)
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D1F (forward) ve D1R (reverse) primerleriyle ebeveynler (dayanikh ve
duyarll) ve E bireylerinde 190 bp uzuntunda DNA bandi elde edilmifakat
ebeveynler arasinda polimorfizm vermetini(Sekil 4.19).

M R S F, bireyleri

200 bp

Sekil 4.20. D17F ve D17R primerleriyle elde edilen PCR drunleri
R: Dayanikli ebeveyn (Lucia), S: Duyarli ebeveyn (Batem1)

D17F ve D17R primerleriyle ebeveynler velfreylerinde 70 bp DNA bandi
elde edilmg fakat ebeveynler arasinda polimorfizm vermgim{Sekil 4.20).

Gelistirilen primerlerle dayanikh ve duyarl ebeveynler arasinda polimorfizm
bulunamadii icin her iki ebeveynden elde edilen PCR Urinlerinin arasinda dizilim
farkhligi olup/olmadgl incelenmitir. Bunun igin bu primerle elde edilen DNA
bantlari agaroz jelden kesilgnve Qiagen kiti kullanilaraloNA’lar elde edildikten
sonra sekanslemi yapiimstir. Sekans sonugclari Vektor Nprogrami kullanilarak
degerlendiriimis ve elde edilen dizilimler kadastiriimistir.

E-AAC/M-CTG primeriyle elde edilen 70 bp uzuplindaki DNA bandi
dayanikli ve duyarli ebeveynler arasinda dizilim farki gostergimetBn PCR’a
dayali molekuler markir olarak gerlendirilememtir.

E-ATT/M-CAA primerleriyle elde edilen 190 bp uzugilundaki DNA bandi
dayanikli ve duyarli ebeveynler arasinda polimorfizm gosggrmi DNA
dizilimlerindeki farkliigin herhangi bir enzim kesim bdlgesini icernggdi
gorulmistur. Sayet bu bdlge herhangi bir enzimin kesim bolgesi olsaydi CAPS’a
cevrilecginden, dayanikli ve duyarli ebeveynler birbirlerinden kolaylikla
ayrilabilecekti. Boylece codominant CAPS markiri ile gepopulasyondaki F
bireyleri taranarak bu markirmj genine olan uzakl da ortaya konulmuolacakti.
AFLP bandinin CAPS markirina cevrilememesi byudieleri gercekligirmeye
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imkan vermenstir. Buna kagilik dayanikli ve duyarl bireylerde farklihk veren
bblgeye 6zgu gediirilen iki reverse primer (ZRR: Dayanikl Reverse Primer, ZSR:
Dauyarl Reverse Primer) ile PCR yapilarak etkinsgalgalsmadgi aratiriimistir.
D1F-D1R, D1F-ZRR ve D1F-ZSR primer kombinasyonlariyla PCR
sonuglariSekilde 4.21'de gorilmektedifekildeki A profilinde goérildgu gibi daha
once geltirilen D1F/D1R primerleriyle PCR Uriinu elde editm. Buna kasilik
yeni gelitirilen D1F/ZRR ve D1F/ZSR primerleriyle (B ve C profilleri) PCR trinu
elde edilememstir. Burada PCR’dan bir problem kaynaklanip/kaynaklangadi
argtirmak icin bata annealing sical olmak Uzere gier PCR kimyasallari
Uzerinde capmalar yapilmgtir. Bu argtirmalar sonucu geadiirilen bu primerlerin

sekans diziliminden kaynaklanan nedenlerden dolaywngadigina karar verilmtir.

MLMBlIBIHLMBIB1IHLMBI1IB1IH

Sekil 4.21. Dizayn edilen primerlerle elde edilen PCR urinleri
M: Markir (1 kb), L: Lucia, M: Manteo, B1: Batem1, B2: Batem2, H:Su
A Profili: D1F-D1R, B Profili: D1F-ZRR, C Profili: D1F-ZSR

D1F-D1R, D1F-ZRR ve D1F-ZSR primer kombinasyonlariyla PCR sonuglari
Sekilde 4.21'de gorulmektedirSekildeki A profilinde goruldgi gibi daha 6nce
gelistirilen D1F/D1R primerleriyle PCR Urind elde ediftii Buna kasgilik yeni
gelistirilen D1F/ZRR ve D1F/ZSR primerleriyle (B ve C profilleri) PCR urlnu elde
edilememgtir. Burada PCR’dan bir problem kaynaklanip/kaynaklangadi
argtirmak icin bgta annealing sicaldi olmak tzere dgier PCR kimyasallari
Uzerinde capmalar yapilmgtir. Bu argtirmalar sonucu geadiirilen bu primerlerin

sekans diziliminden kaynaklanan nedenlerden dolaywngadigina karar verilmtir.
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4.9.10. Gektirilen ve Secici AFLP Primerleriyle PCR

Dizayn edilen primerlerle ebeveynler arasinda polimorfizm belirlenginedi
icin AFLP calgmasinda kullanilan 6n PCR drdnleri kullanilarak polimorfizm
bulmaya c¢akilmistir. Bunun igin AFLP ¢abmasinda polimorfizm veren EcoRI ve
Msel primerler kombinasyonlari, ggilrilen primerlerle birlikte PCR yapilarak
ebeveynlerde elde edilen PCR Urlnlerigkagtiriimistir.

On PCR urunu kullanilarak D1F ve E-ATT primerleriyle elde edilen PCR
sonuglariSekil 4.22'de gorilmektedir. Burada da gorigdigibi 200 bp buyuk ve
kiicik 2 tane DNA bandi elde edignbuna kagilik ebeveynler ve F bireyleri
arasinda herhangi bir polimorfizm belirlenemgimi

MRS F, bireyleri

v

&
<«

200 bp

Sekil 4.22. D1F/E-ATT primerleriyle elde edilen PCR Urinleri
M: Markir (1 kb), R: Dayanikli ebeveyn S: Duyarli ebeveyn

On PCR urunu kullanilarak D1R ve M-CAA primerleriyle elde edilen PCR
sonuglariSekil 4.23'de gorulmektedir. Bu primer konbinasyonlari ile 4 DNA bandi
elde edilmg fakat bu bantlarin higbirisi ebeveynler ve Bireyleri arasinda

polimorfizm gostermengtir.
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M R S F, bireyleri

200 bp

Sekil 4.23. D1IR/M-CAA primerleriyle elde edilen PCR drunleri
M: Markir (1 kb), R: Dayanikli ebeveyn S: Duyarli ebeveyn

On PCR urunu kullanilarak D1R/E-ATT (A) ve DI1F/M-CAA (B)
primerleriyle elde edilen PCR sonucl&ekil 4.24’de goérilmektedir. D1R/E-ATT
primer kombinasyonu ile 2 DNA bandi elde edilmesingman ebeveynler arasinda
polimorfizm g6zlenmenstir. D1F/M-CAA primer kombinasyonlariyla ise smear bir
yapi elde edildii icin degerlendirilememgtir.

M RS F, bireyleri RS F,bireyleri

200 bp

Sekil 4.24. D1IR/E-ATT (A) ve D1F/M-CAA (B) primerleriyle PCR
M: Markir (1 kb), R: Dayanikli ebeveyn S: Duyarli ebeveyn
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4.10. AFLP Molekuler Markir Tarti sma

AFLP markirlari, restriksiyon enzimleriyle kesilen DNA'nin bu enzimlere
0zgl adaptorle birigirimesinden sonra pepee yapilan PCR reaksiyonlarinin
ardindan poliakrilamid jelde yurutilmesine dayanir (Vos ve ark., 1995). Adaptér ve
restriksiyon dizisi, primerlerin @anma yeri olarak gorev yapmakta ve primerlerin
3’ ucuna secici bazlar eklenerek PCR yapilmaktadir. DNA bantlarinin poliakrilamid
jeldeki ¢cozunurlgline gore segici baz sayisi artiriimaktadir. Segici P@asinda
primerlerin biri P ile isaretienerek PCR yapilmakla birliktgaietleme olmadan
gumis nitrat boyamasiyla da DNA bantlari gorintilenmektedir.

AFLP markirlari, genomda c¢ok fazla genetik lokusu analizgieitin
molekiler markir olgturmak igin sikga baurulan DNA parmak izi metodudur. Lin
ve ark (1996), soyanin genetik haritasini yapmada RFLP, RAPD ve AFLP
markirlarini kullanmglar ve bu markirlardan AFLP’nin polimorfizm bulmada
digerlerinden ¢ok daha Ustun ofglinu bildirmglerdir. Bu nedenle tirler arasi ve tur
ici genetik caitlilik arastirmalarinda (Folkerstma ve ark., 1996; Hongtrakul ve ark.,
1997; Semblat ve ark., 1998) ve dayaniklilik genleringlib@markir oluturma
calismalarinda (Lu ve ark., 1998; Lu ve ark., 1999; Xu ve Kobran, 200@)nyo
sekilde kullaniimgtir. Bununla birlikte AFLP tekmtiyle gene bali markirlari
tanimlamada guvenilir ve gugla bir teknik olmasingnmman, MAS ve haritaya dayall
klonlama ¢almalari i¢cin dominant markir olmasi, yiksek maliyeti, cok faggtict
gerektirmesi gibi nedenlerden dolayr 6nemli bir dezavantaja sahiptir (Dussle ve ark.,
2002). Bu guglukler AFLP markirinin PCR’a dayali markira c¢evrilmesiyle
asllabilmektedir. Havug (Bradeen ve Simon, 1998), brassica (Negi ve ark., 2000),
kuskonmaz (Reamon-Buttner ve ark., 2000), soya (Meksem ve ark., 2001), elma (Xu
ve ark., 2001), arpa ve pday (Shan ve ark., 1999) gibi farkli bitki tirlerinde AFLP
markirlari PCR’a dayali markirlara kolaylikla ¢evrilebigtiri

Kullanilan 100 tane EcoRI/Msel AFLP primer kombinasyonu kullagiimi
olup bunlardan 92 tanesinde PCR Uurlinl elde edilmesigreera 8 tane primer
konbinasyonunda ise PCR uruni elde edilenggmiPolimorfizm veren 2 tane

EcoRI/Msel primer kombinasyonunun ise ebeveynler ve dayanikli/duyarli havuzlar
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arasinda polimorfizm vergi goralmdstar. Bu markirlar, havuzlar ofturan b
bireyleri analiz edildiinde, 10 tane dayanikli bireyde gorulmesingmran, 10 tane
duyarh bireyde gorulmerstir. Bu bantlarinmj genine bl oldugu disinilmustar.
Bu iki markirin da genimize couplingi§) durumunda bgi oldugu belirlenmitir.
Eger markinmiz duyarh bireylerde gorilmiolsaydi bu durumda markirimiz
genimize repulsing t(ans) durumunda bgi olacakti. Cakan 92 tane primer
kombinasyonunlarinda AFLP bandlacis ve tarns durumlari incelenmgi olup
yalnizca yukarida s6zi edilesis durumunda 2 markir belirlenebilghir.

mj genine ball oldugu disunilen bu 2 AFLP markir jelden kesignve
klonlama yapildiktan sonra sekans edilerek primerlestwiulmustur. Gelgtirilen
primerler  kullanilarak ebeveynlerle PCR yapdmifakat polimorfizm
belirlenememitir. ~ Bu  durum  AFLP  markir  sisteminin  @dasindan
kaynaklanmaktadir. AFLP camasinda gegtirilen primerler ¢gunlukla ebeveynler
arasinda polimorfizm vermemekte yada birka¢ baz farklilik gostermektedir. Birkag
baz farklihk ancak poliakrilamid jelde goralgii icin ¢ok etkin olmamakta ve rutin
analizlerde kullanilamamaktadBu markirlari SCAR veya CAPS’a gevrilerek soz
konusu olumsuzluklar sdabilmektedit Burada en dnemli durum AFLP bandinin
sahip oldgu uzunlgudur. 200 bp’den buyik AFLP DNA bantlari SCAR’a
cevrilmekte @er dizi uzunlgu 200 bp’den kuguk ise bu bantlarin uz@inu
artirmak igin iPCR (inverse PCR) yapmak gerekmektedir (Jong ve ark., 1997).

E-AAC/M-CTG AFLP primeriyle elde edilen 70 bp uzuplindaki DNA
bandi dayanikli ve duyarli ebeveynler arasinda polimorfizm gostekmeen
PCR’a dayali molekiler markir olarak @elendirilememgtir. Polimorfizm bulmak
icin bu bandin uzunigunun iPCR tekr@i kullanilarak artirilmasi gerekiyordu.
Teknigin kendi icindeki dezavantajindan dolay!r Uzerindeswdasiimamstir. E-
ATT/M-CAA AFLP primerleriyle elde edilen 190 bp uzuglindaki DNA bandlari
dayanikli ve duyarli ebeveynler enzim kesim haritasi incelgmmPolimorfizm
veren bolgeye 6zgi kesim enzimi olup/olngdiratiriimis ve bu bélgenin herhangi
bir enzim tanima bdolgesi ganadgl icin bu AFLP markiri CAPS markirina
cevrilememgtir. Eger co-dominant CAPS markiri gglrilmis olsaydi ger

populasyondaki Fbireyleri taranarak bu markirmj genine olan uzalli ve MAS
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icin uygun olup/olmad da ortaya koyulacakti. CAPS markirinin g@iilememesi
nedeniyle bu dgiinceler gercekigirilememitir. Ayrica 3’ ucunda tek baz farklilik
tasiyan primerlerle yapilan PCR gahasinda ise her iki ebeveynde de PCR urunu
elde edilmemtir. Bu durum AFLP markirinin ger markir sistemlerine gére daha
zor PCR’a dayali markira c¢evrilmesi ve kimi zamanda polimorfizmin
kaybedilmesinden kaynaklanmaktadir (Shan ve ark., 1999). Eldengttisonuclar
bu verilerle paralellik godsterstir. Jong ve ark (1997), AFLP-BSA telgmi
kullanarak patateste patates X virusi’'neskdayaniklilgl sgslayanNb genine bali
markiri tanimlamak igin 96 tane AFLP primer kombinasyonu kullglamve 9600
tane DNA bandinin yalnizca 8 tanddb genine bgli oldugunu belirlemglerdir.
Bunlardan yalnizca SPUD237 ve GP21'i olarak adlandirilan iki markiri CAPS’a
donistirebilmiglerdir. Bagka bir calsmada, 176 tane AFLP primer kombinasyonunu
elmada kulleme hastglna (Podosphaera leucotricha) karsi dayanikllgl saglayan
Pl-w genine bah molekiler markirlari olgturmak icin kullanmglardir (Evans ve
James, 2003). Bu primerler icinden 7 tane kombinasyon, dayanikli ve duyarli
havuzlar arasinda farkhlik gostegmie iki tanesinin (EM MO1 ve EM MO2pl-w
genine, 4,6 ve 6,4 cM uzaklikta oRlu bildirmisler ve bunlari SCAR’a
donistirmislerdir.

Bu calsmada 100 primer kombinasyonundan (11150 genetik lokus) yalnizca
2 tane markirin potansiyel markir olabilgcgorilmistir. Literattr argtirmalarinda
belirtiimemesine rgmen 6n PCR arunleri, geglirilen primerlerle ve AFLP segici
primerleriyle PCR yapilarak ebeveynler arasinda polimorfizngtiatenis fakat
belirlenemenmnitir.

AFLP calgmasinda belirlenen 2 tane markirdan geilien 4 tane segici
primer dger calgmalarda kullaniimak tizere dnemli bir veri glurmus olup, bunlar
SRAP primerleriyle PCR yapilarakj genine bgh molekiler markir gegtirmede

kullaniimistir.

4.11. SRAP Molekuler Markir Bulgulari

Bu calsmada, SRAP primerleri hiyar genomuna ait spesifik primerler ile

birlikte kullanilarak polimorfizm bulmak amaglangnr. Bunun igin, 112 tane primer
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kombinasyonu kullanilngi olup, 11 tane primer kombinasyonunun ebeveynler
arasinda polimorfizm vergii belirlenmgtir. 112 tane primer kombinasyonuyla her
bir ebeveynde 336 tane genetik lokus belirlegimi

SRAP primerleriyle hiyar genomuna ait secici primerlerle yapilan
kombinasyonlar Cizelge 4.10'da gorulmektedir. Oncelikle bu kombinasyonlar
kullanilarak ebeveynler (Lucia ve Bateml) arasinda polimorfizngtiahaistir.
Cizelge 4.10’da belirtildji gibi 112 primer kombinasyonuyla yapilan PCR sonucu
yalnizca 11 tane primer kombinasyonu ile ebeveynler arasindaki polimorfizm elde

edilmistir.
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Cizelge 4.10. SRAP-AFLP Primer Kombinasyonlari

Kombinasyon |Polimorfizm Kombinasyon Polimorfizm
D1F/Mel - D17F/Mel -
D1F/Me2 - D17F/Me2 -
D1F/Me3 - D17F/Me3 -
D1F/Me4 - D17F/Me4 -
D1F/Me5 - D17F/Me5 -
D1F/Me6 - D17F/Me6 -
D1F/Me7 + D17F/Me7 -
D1F/Me8 - D17F/Me8 -
D1F/Me9 - D17F/Me9 -
D1F/Mel0 - D17F/Mel0 -
D1F/Mell - D17F/Mell -
D1F/Mel2 - D17F/Mel2 -
D1F/Eml - D17F/Em1 -
D1F/Em2 - D17F/Em2 -
D1F/Em3 + D17F/Em3 -
D1F/Em4 - D17F/Em4 -
D1F/Em5 - D17F/Em5 -
D1F/Em6 - D17F/Em6 -
D1F/Em7 - D17F/Em7 -
D1F/Em8 - D17F/Em8 -
D1F/Em9 - D17F/Em9 -
D1F/Em10 - D17F/Em10 -
D1F/Em11l - D17F/Em11 -
D1F/Em12 - D17F/Em12 -
D1F/Em13 - D17F/Em13 +
D1F/Em14 - D17F/Em14 -
D1F/Em15 - D17F/Em15 -
D1F/Em16 - D17F/Em16 -
D1R/Mel - D17R/Mel -
D1R/Me2 - D17R/Me2 -
D1R/Me3 - D17R/Me3 -
D1R/Me4 - D17R/Me4 -
D1R/Me5 - D17R/Me5 -
D1R/Me6 - D17R/Me6 -
D1R/Me7 - D17R/Me7 -
D1R/Me8 - D17R/Me8 -
D1R/Me9 - D17R/Me9 -
D1R/Mel0 - D17R/Mel0 +
D1R/Mell - D17R/Mell -
D1F/Mel2 - D17R/Mel2 -
D1R/Em1 - D17R/Eml +
D1R/Em2 - D17R/Em2 -
D1R/Em3 - D17R/Em3 -
D1R/Em4 + D17R/Em4 -
D1R/Em5 - D17R/Em5 -
D1R/Em6 - D17R/Em6 -
D1R/Em7 - D17R/Em7 -
D1R/Em8 - D17R/Em8 -
D1R/Em9 - D17R/Em9 -
D1R/Em10 - D17R/Em10 +
D1R/Em11 - D17R/Em1il -
D1R/Em12 - D17R/Em12 -
D1R/Em13 - D17R/Em13 -
D1R/Em14 + D17R/Em14 -
D1R/Em15 - D17R/Em15 -
D1R/Em16 - D17R/Em16 -

+: Polimorfizm var; -: Polimorfizm yok
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D1R-Em4 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR urdnleri ile ilgili
sonugclarSekil 4.25'de goérilmektedirSekilde goruldgl gibi, dayanikli ebeveynde
(Lucia) 3 tane, duyarh ebeveynde (Bateml) ise 4 tane DNA bandi eldesédilmi
Yaklasik 190 bp uzunlgunda DNA bandi dayanikh ebeveynde olngadnalde
duyarli ebeveynde gorilmgtiir. Bu polimorfik bandin F bireylerinde acilim

gosterdgi belirlenmitir.

ML BRRRRRRRRRSSSSSSSSSH,0

1000 bp

500 bp

100 bp

Sekil 4.25. D1R-Em4 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR urunleri
M: Markir (1 kb), L: Lucia, B: Batem1, R ve S: F, bireyleri

D1F-Em3 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR drtnleri sonuggéil
4.26'da gorulmektedirSekilde goruldigia gibi, dayanikli ve duyarli ebeveynde 6
tane DNA band belirlenngiir. Dayanikh ebeveynde bulunan 290 bp uzguohdaki
DNA bandi duyarli ebeveynde bulunmadi buna kagilik duyarli ebeveynde
bulunan yaklak 310 bp uzunlgundaki DNA bandi ise dayanikli ebeveynde

gorulmemigtir. Her iki polimorfik DNA bantlari ; bireylerinde agilim gosterugtir.

MLBRRRRRRRRRSSSSSSSSS H0

= . e ey [ T -

500 bp

—— ™ it

100 bp

Sekil 4.26. D1F-Em3 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR drunleri
Markir (1 kb), L: Lucia, B: Batem1, R ve S: F, bireyleri
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D1F-Me7 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR urlnleri sonugsil
4.27'da gorulmektedirSekilde gorildigu gibi, dayanikli ebeveynde 4 tane, duyarl
ebeveynde ise 3 tane DNA bandi elde ediimiYaklasik 310 bp uzunlgunda DNA
bandi dayanikli ebeveynde bulunmasingman duyarli ebeveynde bulunmanve

bu polimorfik bandin Ebireylerinde agilim gosterglibelirlenmitir.

ML BRRRRRRRRRSSSSSSSS SHO

1000 bp B =1 -t =

e e — — e — - — (- — — et S e e e

300 bp

100 bp

Sekil 4.27. D1F-Me7 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR runleri
M: Markir (1 kb), L: Lucia, B: Batem1, R ve S: F, bireyleri

D1R-Em14 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR urlnleri son$gkil
4.28'de gorulmektedirSekilde gorildigu gibi, dayanikli ebeveynde 6 tane, duyarl
ebeveynde 7 tane DNA bandi elde editmi Yaklasik 200 bp uzunlgunda DNA
bandi dayanikli ebeveynde bulunmasingnman duyarlh ebeveynde, 250 bp
uzunlygundaki DNA bandi ise duyarli ebeveynde olmasingmen dayanikl
ebeveynde gozlemlenmegtii. Bu 3 tane polimorfik DNA bantlari Fbireylerinde

actlim gosterdii belirlenmitir.
MLBRRRRRRRRRSSSSSSSSSHO

1000 bp S T R S O

200 bp K - i

100 bp

Sekil 4. 28. D1R-Em14 primer konbinasyonuyla elde edilen PCR urunleri
M: Markir (1 kb), L: Lucia, B: Batem1, R ve S: F, bireyleri
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D17R-Em10 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR urunleri ile ilgili
sonuglarSekil 4.29'da gorulmektedirSekilde goruldigi gibi, dayanikli ve duyarli
ebeveynde 3 tane DNA bandi elde edstimi Yaklasik 200 bp uzunlgunda DNA
bandi duyarli ebeveynde bulunmasinagmman duyarli ebeveynde, 190 bp
uzunlygundaki DNA bandi ise dayanikli ebeveynde olmasingmesm duyarli
ebeveynde gozlemlenmegni. Bu 2 tane polimorfik DNA bantlarinin ;F

bireylerinde acilim gostergiibelirlenmitir.

M LB RRRRRRRRRSSSSSS S S

500 bp ™|

100 bp

Sekil 4. 29. D17R-Em10 primer kombinasyonuyla elde edilen PCR Urtnleri
M: Markir (M), L: Lucia, B: Bateml, R ve S: F, bireyleri

D17R-Mel0 primer konbinasyonuyla elde edilen PCR urunleri sonuglari
Sekil 4.30'da gorulmektedirSekilde goruldigu gibi, dayanikli ebeveynde 2 tane
duyarli ebeveynde ise 1 tane DNA bandi elde egtimiDayanikli ebeveynde
bulunan 500 bp uzunfunda DNA bandi duyarli ebeveynde bulunmame bu
polimorfik DNA bandin E bireylerinde acilim gdsterglibelirlenmitir.

MLBRRRRRRRRRSSSSSS S S

500 bp
100 bp

Sekil 4. 30. D17R-Mel0 primer konbinasyonuyla elde edilen PCR Uriinleri
M: Markir (M), L: Lucia, B: Batem1, R ve S: F, bireyleri
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Polimorfizm veren 11 tane primer kombinasyonu dayanikli ve en duyarli 38
tane F bitkisinde analiz edilerek acgilim durumuna bakstmi Bu veriler Kosambi
(1944) fonksiyonu ve MAPMAKER Exp. 3.0 (Lander ve ark., 1987) programi
kullanilarak analiz edilngtir. Analiz sonucuna gore ebeveynler arasinda polimorfizm
veren 11 tane primer kombinasyonunun 8 tanesi birbirleriyfgabali oldusu, 3

tanesinin ise bu gruba glaclmadgi gorialmtur (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Markirlarin mj genine olan uzakliklari

b Dl?F'Eml?)gzo
25,7 cM

e Dl?R-MElOSOO
16,3 cM

-1 DlF'Em3290
19,3 cM

—— DI1F-Me73q9
33,0cM

—— DI1R-Eml4,s,
25,7 cM

e DlF-Em3310
19,3 cM
16,3 cM

—— DI1R-Eml4,q
19,3 cM

-1 D17R-Em10190

mj genine en yakin markirlarin D1R-Emd# (16,3 cM) ve D1F-Emso
(19,3 cM) oldgu digerlerinin ise gene ¢ok uzak olduklari ve bu 8 markmjnle
ayni bglanti grubunda oldgu gorilmitir (Cizelge 4.11). Markirlarin analizinde iki
markir arasindaki uzaklk 37,2 cM aligdicin, birbirlerine uzaklhklari 37,2 cM’dan

daha uzak olan markirlar $k&@ bir ba&lanti grubunda olduklari gorilngiiir.
4.12. SRAP Molekiler Markir Tartisma

SRAP markiri genlerin ORF bdlgesine 6zgiifarkli primerin (reverse ve

forward) PCR’ina dayanmaktadir. Primerlerin uzunluklari 17 veya 18 bazdan
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olusmaktadir. Forward primerinde 5’ ucundan itibaren 10 baz sabit olup bunlari
CCGG, reverse primerinde ise 11 baz sabit olup bunlari AATT icermektedir. Her iki
primerde de bu dizileri takiben 3 segici baz icermektedir (Li ve Quiros, 2001). Bu
segici bazlar polimorfizm bulmay! gamaktadir.

SRAP markirlar, RFLP ve AFLP markirlarina gore uygulanmasi kolay
isguci gereksinimi az ve maliyeti gliktir. RAPD markirlarina gore ise daha
guvenilir sonuglar vermektedir. SRAP markirlarinin % 20’si co-dominant markir
Ozellik tsgimaktadir (Li ve Quiros, 2001).

SRAP markirlari son yillarda gsgiirilmis olup genetik cgtlili gi aragtirma
calsmalarinda (Ferriol ve ark, 2003; Budak ve ark, 2004e genlerin
belirlenmesinde (Li ve Quiros, 2001; Li ve ark, 2003) kullargimiBu c¢alsmada
SRAP primerleri birbirleriyle d&l, hiyar genomuna ait segici primerler ile
eslestirilerek PCR yapilmgtir. Cunki laboratuvarimizda domates, hiyar, incir ve
biber gibi farkh bitki tdrlerinde yapilan camalarda SRAP markirlarinin
polimorfizm oraninin sinirl oldgu gorulmtir (yayinlanmangi veri). Literatur
olarak kullaniimasina rastlaniimg@di halde bu argirmada AFLP-SRAP
kombinasyonlari ¢afilmistir. Bunun igin AFLP markir sistemiylenj genine bali
oldugu disunilen 2 tane AFLP bandinin klonlanmasi sonucustgéén hiyar
genomuna ait spesifik 4 tane primer (D1F, D1R, D17F ve D17R) SRAP primerleri
ile birlikte PCR yapilmgtir. Yapilan cakmada kullanilan 112 tane kombinasyondan
11'nin ebevenler arasinda polimorfizm vegidbelirlenmitir. mj genine en yakin
markirlarin D1R-Emly, (16,3 cM) ve D1F-Emgo (19,3 cM) oldgu digerlerinin
ise gene ¢ok uzak olduklari bulungtwr. Polimorfizm veren 11 tane markirdan
sadece 8 tane markirmj ile ayni b&lanti grubunda oldgu gorulmitir (Cizelge
4.11 ). Markirlarin analizinde iki markir arasindaki uzaklik 37,2 cM aingin
birbirlerine uzakliklar1 37,2 cM’dan daha uzak olan markirlagka@abir balanti
grubunda gorulmgitr. Olwturulan kombinasyonlar, markirlarin kendi shea
kullaniimasindan daha iyi polimorfizm vegdi ve bu polimorfizmlerin ilgili
genimizle ilgkili oldugu belirlenmstir. Ayrica bu sistem AFLP markirlarimizmj
geniyle iligkili oldugu gene yakin bir markir veya genin bir bdlgesine 06zgi

olabilecesini gostermstir.
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Bu calsmadam genine bali markir oluturmak igin dominant markirlar
(RAPD, SCAR, AFLP ve SRAP) ile bir adet co-dominant markir (SSR)
kullanilmstir. mj genin resesif olmasi dominant markirin kullaniimasinda bazi
guclukleri taidigi gorulmistir. R bireyleri, KB'e gotirulemediinden, test edilen
bitkilerin homozigot duyarli (RR) veya heterezigot duyarh (Rr) @ldu
belirlenemediinden markirlarin gegipopulasyonda c¢aglimasini sinirlandirngtir.

Bu sinirlandirici durumusenak igin polimorfizm veren markirlar dayanikli ve en
duyarh F bitkilerinde kullanilarak markirlar tarangar. Bu durum markirlari
taramada kullanilan JF bireylerinin sayisini sinirlandirgtir. Bu olumsuzigu
gidermek icin E bireylerinin kendilenerek Fgoturilmesi ve F bireylerinin test
edilerek bitkilerin homozigot ve heterezigot durumlarinin ortaya koyulmasi
gerekmektedir. § bitkileri nematodla test edilginde inokulasyondan dolayi
bitkilerden tohum alinamagh icin F'e goturulemensitir. Degisik arsgtirmalarda
markirlarin ilgili gene olan uzakliklarini belirlemek icin yapilangaalarda, dgisik
sayida k ve RIL veya BG@ bireyleri kullaniimaktadir. Lu ve ark (1998eftalide
Kok-ur nematodlarina dayanikliik@ayan genle ilgili molekiler markir odturmak
icin 55 tane E bireyi, Agrama ve ark (2004), misirdPeronosclerospora sorghi’ye
karsi 94 tane RIL kullanmlardir. Bu calsmada populasyon sayisinin sinirli
tutulmasi istatiksel olarak hata oraninida artgadéstnildigu icinfenotipik agidan
¢ok emin olunan 6rnekler haritalamada kullangtm.

Dayaniklilik genlerine b#i markir olusturmada ¢g@unlukla RFLP, RAPD ve
AFLP gibi molekiler markirlar kullaniimaktadir. RFLP, RAPD ve AFLP ile gene
yakin markirlar belirlenirse bu markirlar 1slah galalarinda rutin olarak
kullaniimasi igcin SCAR ve CAPS’a cevrilmektedir ( Lu ve ark., 1998; Agrama ve
ark., 2004) RFLP ve AFLP gibi markirlar kullanilarak gglrilen markiri 1slahta
kullanmak gugli laboratuvar alt yapisina, finansman kayaa buyik § glcune,
uzman personele ve zamana gereksinim vardir. RAPDgieikei uygulamasi basit
ve hizli olmakla birlikte tekrarlanabilidinin zayif olmasi ve laboratuarlar arasinda
standardize edilmesi zor olgw icin dayanikhhk islahi ¢aimalarinda rutin olarak
kullanilamamaktadir. Her t¢ markirdaki (RFLP, AFLP ve RAPD) bu olumsuzluklar

daha ekonomik, uygulamasi basit ve hizli, sonuglari guvenirli olan SCAR ve CAPS’a
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cevrilerek kullaniimaktadir. Ayrica CAPS markirlari codominant 6zellildtgn icin
Islah calymalarinda buyuk 6nem ginaktadir (Williamson ve ark., 1994). SRAP-
AFLP sonucu gesitirilen markirlari 1slahta rutin kullanilmasi icin SCAR ve CAPS’a
cevrilme zorunlulgu bulunmadii igcin dayaniklilik 1slahinda rutinsekilde

kullanilabilecgi belirlenmistir.

4.13. SSR Molekuler Markir Bulgular

SSR PCR durunlerinin, standart ve SFR agarozda yurutulmesi sonucu elde
edilen sonuclar Cizelge 4.12'de gorulmektedir. Burada 22 tane SSR markirinin her
iki agaroz sisteminde polimorfizm vermgdancak CMCTT144 olarak adlandirilan
SSR primerinin SFR agarozda ebevenyler arasinda polimorfizmgvestdindart

agarozda ise polimorfizm vermgdgorilmistir.

Cizelge 4.12. SSR primerlerinin standart agaroz ve SFR agarozdaki PCR sonuglari

SSR Primer Standart SFR Uzunluk
Agaroz Agaroz (bp)

CMGA15 - - 150
CMCT44 - - 104
CMACC146 - - 152
CMCTT144 - + 192
CMTC47 - - 168
CMCCA145 - - 142
CMGA172 - - 114
CMTC123 - - 106
CMGT108 - - 187
CMTAA166 - - 167
CMGA165 - - 97
CMCT160a - - 88
CMTC160a+b - - 215
CMCT505 - - 219
CSCTTT15a - - 198
CSGTT15b - - 161
CSTCC813 - - 144
CSCT335 - - 120
CMTC51 - - 160
CSAT214 - - 111
CSAT425a - - 93
CSCCT571 - - 209
CSTA050 - - 163

- : Polimorfizm yok, + : Polimorfizm var
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Standart agarozd&€MCTT144 SSR primeriyle elde edilen PCR Urlnleri
sonuglar Sekil 4.31'de gorulmektedir. Sekilde goruldigl gibi ebeveynler ve F
bireyleri arasinda polimorfizm goriilmemektedir.

M R S F, Bireyleri

Sekil. 4.31. Standart agarozda CMCTT144 SSR primeriyle elde edilen PCR
aranleri

SFR agarozda CMCTT144 SSR primeriyle elde edilen PCR urtnleri ile ilgili
sonuglar Sekil 4.32'de gorulmektedir.Sekilde goruldigu gibi SFR agarozda
ebeveynler arasinda polimorfizm belirlestini Bu polimorfizm bazi E bireylerinde

belirlenmesine rgmen MapMaker analizi sonucmj geni ile iliskili olmadigi
goralmdstar.

M R S F, Bireyleri

Sekil 4.32'da SFR agarozda CMCTT144 SSR primeriyle elde edilen PCR urtnleri

4.14. SSR Molekdiler Markir Tartisma

SSR markirlarn, yiksek yapili organizmalarda gorevieri bilinmeyen,
dizenleyici rollere sahip olgu distintlen tesadifi tekrarlanan DNA dizileridir
(Rafalski ve Tingey, 1993). Basit tekrarli diziler (SSR) ayni zamanda mikrosatellit
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(mikrosatellities) olarak da adlandirilirlar. SSR’lar genomdgtlgesayida birbiri
ardina dizilmg 1-5 nikleotid tekrarh, yiksek bilgi verici, lokus spesifik genetik
markirlardir (Katzir ve ark, 1996). Ggirilen forward ve reverse primerleri ile PCR
yapildginda tekrarli dizilimin uzunlguna goére iki birey arasinda farkhlik
belirlenebilmektedir. PCR drunundeki uzunluk varyasyonu, SSR’in sayisinin
farkhligindan ileri gelmektedir. SSR yontemiyle bireyler arasindaki baz faikhli
genelde ¢ok az (1-20 bp) ollwicin trtnler poliakrilamid veya yuksek ¢ozunigdi
sahip agarozlar kullanilarak birbirlerinden ayirtedilmektedirler. Bununla birlikte SSR
markirlari lokus spesifik olmalarindan dolay! birbirlerine yakin tirler arasinda
polimorfizm bulmak dier markirlara gére daha zordur. Fakat SSR ile bulunan
markir daha fazla bilgi icergli icin diger markirlardan (RAPD, AFLP vb) daha
buyik dnem tamaktadir. Bununla birlikte bitki turlerinde belirlenen SSR markir
sayisi sinirlidir. Cunkti SSR markiri gétimek icin DNA sekans bilgisine ihtiyag
duyulmaktadir.

Izoenzim, RAPD ve RFLP gibi markirlarin hiyarda polimorfizm oranlari
distk oldusu icin MAS kullanimlari sinirlidir. Bunun icin genom hakkinda daha
spesifik bilgi veren SSR markirlari kullaniimaya skbamstir. Cucurbitaceae
familyasinin farkli tirlerinde SSR ile yapilan ealalarda yiksek diizeyde
polimorfizm (% 60) belirlenmstir (Katzir ve ark., 1996). Caimamizda bu
polimorfizm orani dikkate alinarak hiyarin genetik haritasinda linkagga(tia) yeri
bilinen 23 SSR primerlerinin (Katzir ve ark., 1996) ebeveynler arasinda polimorfizm
verip/vermedii calisiimistir. Ebeveynler arasinda baz farlgilgcok az sayida olaga
icin PCR urunleri hem agarozda hemde SFR agarozda yurigtilmBaz farkhlgi
az old@u icin SFR agarozda polimorfizm belirle rgtim.

SSR’lar, lokusa 0zgu olmalarindan dolayr eukoryatlarda 6zellikle genom
haritalarinin yapilmasinda §on sekilde kullanilmg olup (Beckmann ve Soller,
1990) misir (Senior ve Heun, 1993), celtik (Wu ve Tanksley, 1993), arabidopsis
(Bell ve Decker, 1994) ve soya (Akkaya ve ark., 1995) gibi ¢cok farkli bitki turlerinde
calgiimistir. Son yillarda dayanikh genlerle ilgili molektler markir gi@imek igin
kullaniimaya bglanmstir. Bezawada ve ark (2003Y). incognita’ya orta dizeyde

dayanikli “Clevewilt 6-1" pamuk ¢&li ile duyarhh “Stoneville 213" ¢gdinin
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melezlenmesi sonucu gglrilen F, bireylerinde yapilan ¢aimada dayanikh@in
resesif tek gen (3:1) tarafindan kontrol edgjidi, bu gene bgli markiri belirlemek

icin kullandiklar1 120 SSR primerinden BNL 1421 ve BNL 1669 markirlarinin gene
15,4 cM mesafede olgunu fakat markirlarin ikincsinde genle anormal bir agilim
gosterdiklerini belirlemgerdir. Mian ve ark (1999), soyad@ercospora sojina
(Hara) fungal hastalik etmenine dayaniglilkontrol ederRcs3 genine bah markir
olusturmak icin bglanti grubunda yeri bilinen ve hasgaidayaniklilgl kontrol eden

gen gruplariyla birlikte bulunan 50 tane SSR markirlarindan Satt244 ve Satt547
olarak isimlendirilen markirlarinin gene ghaoldugunu belirlemglerdir. Bir diger
argtirmada da Agrama ve ark (2004), arpada fungal patjeninia coronata var.
hordei'ye kargi dayaniklilik sglayanRpcl genine kagyt markir belirlemek igin 500
tane RAPD, 71 tane RFLP ve 200 tane SSR markiri kuliamue 15 tane RAPD,

32 tane RFLP ve 62 tane SSR ebeveynler arasinda polimorfizmsv&@anitane
polimorfik bant) ve gene en yakin (2,5 cM) OPA08-700 RAPD markiriningaloiw
bildirmislerdir. Bu galgmada, 23 SSR markirindan 1 tanesinin ebeveynler arasinda
polimorfizm verdgi belirlenmg bunundamj geni ile iliskisi olmadgi goéralmuistur.

Bu durum da markirin gene uzak olmasi (%50 cM’dan fazla) veya genle ayni grupta
olmamasindan kaynaklanabilgce dustinilmektedir. Bununla Dbirlikte hiyar
genomuna ait az sayida (bilinen) SSR markiri ilesd@lis olmasi ve birbirlerine
yakin ebeveynlerde c¢ailimis olmasi polimorfizm bulmay gluigjarmektedir. Katzir

ve ark (1996), tarafindan hiyar ve kavun genomundastigédn SSR’lar, bu turleri
olusturan farkli Ozelliklere sahip g#lerini birbirlerinden ayirmak igin
kullanmslardir. Kabakgilerdgu ana kadar herhangi bir SSR markirinin dayaniklilik
geniyle iligkili olmadigi bilinmektedir. Cunkisu ana kadar az sayida SSR markiri
gelistirilmistir. ' Yeni SSR markirlarinin gatiriimesi ve bunlarin kromozomda
yerlerinin biliniyor olmasi yeni gsdiirilecek markirlarin daha anlaml olmasini
sazlayacaktir. Hiyarda linkage haritasi tam olarak doyurulrg@mBunun icin yeni

SSR markirlarinin gefliirimesi linkage haritasinin daha hizékilde olwturulmasini

hizlandiracaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calsmada Kok-ur nematodlarind|( arenaria, M. javanica ve M. hapla)
dayanikli “Lucia”, “Shelby” ve “Manteo” saf hatlariyla (RIL), duyarl “Batem1” ve
“Batem?2” olarak adlandirilan saf hatlar melezleme yapilarakoikileri ve K
bitkileri de kendilenerek Fhitkileri elde edilmgtir. Ebeveynler, Icve F, bitkileri M.
javanica irk 1 ile test edilerek dayanikli ve duyarli bireyler belirlegimi M.
javanica irk 1 ile test edilen buttuin;Foireylerinin duyarh oldgu bulunmutur. F
bireylerinin test edilmesi sonucu ise 3:1 (3 duyarl, 1 dayanikli) agihm oraninin elde
edildigi ve Kok-ur nematodlarina kardayaniklilgin resesif tek gemg) tarafindan
kontrol edildgi belirlenmitir.

Hiyarda Kok-ur nematodlarina dayaniklilik gyan mj genine bah
molekuler markir olgturmak icin; RAPD, SCAR, SSR, AFLP ve SRAP markirlari
kullaniimstir. Bu markirlarla 6ncelikle ebeveynler arasinda polimorfizm belirlemek
icin kullaniimstir.

37 tane RAPD primeri ebeveynler arasinda polimorfizm belirlemek igin
calsiimis olup 26 tane primer ile PCR uruniu elde edilifaikat 11 tanesinden ise
herhangi bir PCR urinl elde edilemstini 26 tane RAPD primeriyle 104 tane
genetik lokus analiz edilmiolup ebeveynler arasinda herhangi bir polimorfizm
belirlenememitir. RAPD markirlari dominant 6zellik gamakla birlikte uygulama
kolayligindan ve ¢oklu lokus olmasindan dolay! genetik analizmalarinda ygun
sekilde kullaniimaktadir. Bununla birlikte RAPD markirlarinin tekrarlanalgimln
distik olmasi kullanimini sinirlandirmaktadir. Ayrica birbirine ¢ok yakin tir veya
¢esitler arasinda polimorfizm bulmak RAPD markirlariyla zordur. Bunun igin
haritalama ve markir ofturma cakmalarinda c¢ok sayida RAPD primeriyle
calisiimasi gerekmektedir.

Hiyar balanti grubunda yeri bilinen 14 tane SCAR primeri ebevenyler
arasinda polimorfizm agarmak icin kullaniimgtir. Bu primerlerden 7 tanesinde
PCR uruni elde edilmesinegraen, 7 tanesinde ise elde edilemgmiPCR urini
veren primerler ise ebeveynler (dayanikli ve duyarl)) arasinda polimorfizm
vermemsgtir. RAPD markirlartyla MAS devamli mimkin giielir. Bunun igin

RAPD markirlart SCAR markirlarina doégtariilmesiyle daha etkin kullaniimaktadir.
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Bununla birlikte farkli populasyonlardan ggiien SCAR primerleri bir dier
populasyonda caimamakta veya c¢aknlarda polimorfizm bulma ihtimali
azalmaktadir. Bunun igin Uzerinde gdan populasyonlardan ggirilen SCAR
primerlerlerinin kullaniimasinin daha anlamli olgicave daha etkinsekilde
kullanilabilecgi dustintlmektedir.

mj genine bgli molekuler markir belirlemek igin gstirilen ydntemlerin bir
digerini de AFLP markir sistemidir. Bunun igin 100 tane EcoRI-Msel AFLP primer
kombinasyonlari ile ¢alilimis olup bulardan 92 tanesinde PCR Uriinu elde egdiléni
kombinasyondan ise PCR urlnu elde edilm@miHer primer konbinasyonunda
toplam 45 tane DNA bandi gozlemlennolup hiyar genomunda 11150 genetik
bolge analiz edilnstir. 2 tane EcoRI/Msel (E-ATT/M-CAA ve E-AAC/M-CTG)
primer konbinasyonuyla elde edilen DNA bandlari hem dayanikli ebeveynde hem de
dayanikli bireylerin olgturdusu havuzda belirlenrgi fakat duyarli ebeveynde ve
duyarh havuzda goOzlenmegtir. Bu kombinasyonlar havuzlari cluran k
bireylerinde (10 dayanikh ve 10 duyarll) analize algwolup, dayanikli F
bireylerinin hepsinde bu bantlar goérilmesinggman duyarli E bireylerinde
gozlemlenmengtir. Bu 2 tane markirinmj genine cis durumda bg oldugu
belirlenmitir. Bu iki DNA bandi poliakrilamid jelden kesilmi klonlanmsg ve
dizilim analizi yapiimgtir. Dizilim analizleri kullanilarak primerler getirilmis ve
bu primerler dayanikli ve duyarli ebeveynler arasinda PCR yaprlmider iki
primer kombinasyonu ebeveynler arasinda polimorfizm vergtemBunun igin bu
primerler kullanilarak elde edilen DNA bantlari jelden kesjlnsekans yapilgive
dizilimler kasilastirilmistir. E-ATT/M-CAA AFLP primer kombinasyonlari
dayanikli ve duyarl ebeveynlerden elde edilen 190 bp ugundlaki DNA bantlari
arasinda dizilim farkhfi belirlenmitir. Bu dizilim farkhligi herhangi bir enzim
tanima bolgesine sahip olmadiicin, CAPS’a cevrilemedinden ebevenyleri
ayirmada kullanilamartir. Polimorfizm veren bdlgeye 6zgu ggiliilen secici
primerlerle ise PCR urunu elde edilemgtini E-AAC/M-CTG AFLP primerleriyle
elde edilen 70 bp uzurjundaki DNA bandi dayanikli ve duyarli bireyler arasinda
dizilim farklihgr gostermediinden markir olarak kullanilamagtir. Ayrica AFLP

markir sistemi sonucu elde edilen bu primerler ile polimorfizm veren AFLP
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primerleri 6n PCR udrunu kullanilarak galmis fakat ebeveynler arasinda
polimorfizm belirlenemenstir.

AFLP markirlari genomda ¢ok fazla genetik lokus analigidttin molekdler
markir olgturmada sikca Baurulmaktadir. Bununla birlikte AFLP markir
sisteminin dominant olmasi, yuksek maliyeti, cok fazlgtici gerekmesi, maliyeti
ve kimi durumda dgru bandin klonlanmasinda buyiik zorluklar bulunmaktadir.
AFLP markirlart SCAR veya CAPS’a cevrilmesiyle daha kullanilabilir duruma
getiriimektedir. Bununla birlikte her polimorfik bant kullanilabilir olmamaktadir.
200 bp’den buyiuk AFLP DNA bantlari SCAR’a daha kolay ¢evrilebilmefee dizi
uzunluyzu 200 bp’den kiguk ise bu bantlarin uzgnlou artirmak igin iPCR yapmak
gerekmektedir. Bu ¢ainada belirlenen 190 bp ve 70 bp uzguiadaki bantlar
SCAR’a cevrilmekle birlikte uzunluklari az olgu icin kullanilabilir polimorfizm
elde edilmeniitir. Yeterli sayida AFLP markiri kullaniimakla birlikte 2 tane
polimorfik bandin belirlenngi olmasi ebeveynlerin birbirlerine genetik olarak ¢ok
yakin olmasi ve aralarinda genetik varyasyonun ¢eilddimasindan kaynaklarg
dustintlmektedir.

AFLP markir sistemi sonucu ggilrilen 4 tane hiyar genomuna ait segcici
primerler (D1F, D1R, D17F ve D17R), SRAP primerleriyldegirilerek PCR
yapilmstir. 112 tane primer kombinasyonuyla hiyar genomunda 336 tane genetik
lokus tarannstir. 11 tane primer kombinasyonu ebeveynler arasinda polimorfizm
vermitir. Bu kombinasyonlar F bireylerinde incelenmgi olup markirlarin agihm
gosterdikleri  belirlenngtir. MapMaker analizi sonucu 8 tane primer
kombinasyonunumj geniyle ayni grupta oldwu diger 3 tane kombinasyonun ise bu
grupla bglantih olmadg belirlenmitir. mj genine en yakin markirlarin D1R-
Eml4q (16,3 cM) ve DIF-Emgdo (19,3 cM) oldgu, digerlerinin ise gene uzak
olduklar gorulmigtir. Bu markirlarin gesi populasyonlarda kullaniimasiyla gene
olan yakinliklari hakinda daha fazla bilginin elde edigecdeistiniimektedir.

Hiyarin genetik haritasinda yeri bilinen 23 tane SSR primerleri ebeveynler
arasinda polimorfizmi belirlemek i¢in kullanilgtir. Bu primerlerden 22 tanesi
ebeveynler arasinda herhangi bir polimorfizm gostergteémyalnizca CMCTT144

olarak adlandirilan 1 tane SSR primeri ebeveynler arasinda polimorfizmgiverdi
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belirlenmitir. Bu markir MapMaker programiyla Bireylerinde analiz edilmgifakat

m geni ile b&lantii olmadg belirlenmitir. SSR markirlarinin lokus spesifik
olmasi, markirin hangi kromozom veyagtaati grubunda oldgu hakkinda bilgi
vermektedir. SSR markirlari birbirlerine uzak tirleri daha kolay ayirabilmekte, fakat
ayni tur icindeki cgtleri guglukle ayiramamaktadir. Bunun igin genomda yeri
bilinen daha ¢ok sayidaki SSR markirinin kullaniimasi gerekmektedir.

Bu calgmada kullanilan ebeveynle€(sativus. var. sativus ve C. sativus var.
hardwickii) ayni tirdn iki alt tirinden odmistur. Bu durum ebeveynler arasinda
polimorfizm bulmay! sinirlandirngtir. Ayrica dayanikliigl kontrol eden genin
resesif olmasindan dolayi; Bireylerinde dominant markirlarin kullaniimasiyla bazi
olumsuzluklarla kamnlagilmistir. Bunun igin gelecek c¢amalarda; dayanikli ve
duyarh hatlarin melezlenmesi sonucu geillen F, bireyleri kendilenerek
bireylerinin elde edilmesi veya rekombinat inbred hatlarin stoalulmasi
gerekmektedir. Gadiirilen F; bireyleri, M. javanica irk 1 ile test edilerek
populasyondaki heterezigot duyarli (Mj/mj), homozigot duyarli (Mj/Mj) ve
homozigot dayanikli (mj/mj) bitkilerin belirlenmesi gerekmektelir javanica irk 1
ile testleme sonucu heterezigot duyarli olduklari belirlenen bitkiler elimine edildikten
sonra, homozigot duyarli ve homozigot dayanikli bitkiler ile sdaiasi
gerekmektedir. Daha sonra bu gaada belirlenen 11 AFLP-SRAP primerler
kombinasyonuyla £ bitkileri taranarak bu markirlarinmi geniyle olan ilkisi
belirlenebilecektir. Markirlarirmj genine olan uzakliklari daha nggkilde ortaya

koyulaca icin i1slahta kullanilabilme imkani gayabilecektir.
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