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OZET

RAPD MARKERLERINI KULLANARAK TURK SUSAM
POPULASYONLARINDA GENETIK UZAKLIKLARIN ANAL{ZI

A. GULHAN ERCAN SENCICEK

Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dal
Damsman: Yard. Dog. Dr. MEHMET BILGEN
Haziran 2000, 102 Sayfa

Germplasm koleksiyonlarindaki genetik farkliligin bilinmesi hem bitki 1slah¢ilar hem
de taksonomistler i¢in dnemlidir Bu ¢alismada, Tiirkiye'de kiiltiirii yapilan 52 yerel susam
cesidi arasindaki genetik uzakhk, morfolojik ve molekiiller marker sistemleri ile

degerlendirilmistir.

Populasyonlar arasindaki genetik farkliligy belirlemek igin onilic moifolojik 6zellik
kullaniimistir Morfolojik &zellikler arasindaki iliskiler, korelasyon.analizi ile belirlenmis
ve temel bilesenler analizi ile desteklenmistir, Populasyonlar, hiyerarsik kiimeleme
analizinde oklit uzaklifina dayanarak gruplandimimistic. Farkli gruplarda ver alan
populasyonlar, cografik orijinlerine gdre dagilim gostermemistir. PCR kdkenli RAPD
marker analizi i¢in her grup igindeki en az genetik uzakhik mesafesi olan populasyonlar

elenmigtir. PCR aracilifi ile DNA ¢ogaltiimasinda oniki primer kullaniimustir.

Kalan 38 populasyon arasindaki genetik farklilik, polimorfik RAPD bantlarinin varlig
veya yokluguna gore tahmin edilmistir. Amplifikasyon iiriinleri UPGMA ile analiz edilmis

ve sonra populasyonlar iki farkl: gruba kitmelenmistir. -

Bu sonuglar RAPD teknifinin susam sistematil igin kullanish oldugunu, gen

bankalannin devamliliginda ve 1slah programlannda etkili ebeveyn segimi igin yararh



oldupunu gostermektedir Caliyma susam populasyonlarinda, gelecekteki molekiiler temelli

o caligmalar igin referans kaynagi olacaktir.

. ANAHTAR KELIMELER: Susam, Sesamum indicum L., genetik uzaklik, RAPD,

morfolojik marker, kilmeleme analizi
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ABSTRACT

: '..{."-ANALYSIS OF GENETIC DISTANCE IN TURKISH SESAME POPULATIONS
USING RAPD MARKERS

A. GULHAN ERCAN SENCICEK
Ph.D. Thesis in Department of Field Crops

Adviser: Asst. Prof. Dr. MEHMET BILGEN
June 2000, 102 pages

. Knowledge of genetic diversity in germplasm collections is important for both plant

L -:b'reeders and taxonomists. In this study, morphological and molecular marker systems were

used to determine genetic distance among 52 landraces of cultivated sesame (Sesamum

ina?cum L.) from Turkey.

:_5_3'13 morphological traits were used to determine genetic distance among sesame
populations. Intercorrelation among morphological traits was established by correlation
}_.i_rialysis and supported by PC analysis. In hierarchical cluster analysis, the populations were
- _' :g"rzbuped based on Euclidean distance The resulting distribution of populations in clusters
: was not according to their geographical origin. For PCR-based RAPD marker analysis, the
L pdpulations with the shortest genetic distances within each group were eliminated. Twelve

i : primers were used to amplify DNA via PCR.

The genetic diversity among the remaining 38 populations was estimated based on
_presence or absence of polymorphic RAPD bands. The amplification products were

__'E}nalyzed using UPGMA, and then the populations werte clustered in two different groups.

These resuits indicate that RAPD techniques are useful for sesame systematics, and

_'.Sf_lll_.ould be valuable for the maintaince of germplasm banks and the efficient choice of
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""par‘ents in breeding programs. The study can serve as a source of reference for future

L ‘molecular based studies in sesame populations.

kEY WORDS; Sesame, Sesamum indicum L., genetic distance, RAPD, morphological

marker, cluster analysis

 COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Mehmet BILGEN (Adviser)
o Prof, Dr. M. flhan CAGIRGAN

Assoc. Prof. Dr. Kenan TURGUT

Assoc. Prof, Dr, Sebahattin OZCAN

Asst. Prof. Dr. Naci ONUS

v




ONSOZ

{'I'J.ikemizde susam {ireticileri, uzun yillar dogal seleksiyon ile elde edilmis susam
fgépﬁ'ia‘s'y_o'niaun1n {iretimini yapmaktadirlar -Ancak, bu populasyonlarin genetik yapilan
'Hakkmdaki- bilgiler yeterli degildir. Oysa populasyonlarin genetik yapisi hakkindaki &n
bllgller, islahet icin yeni gesit olusturmada hangi ebeveyni segmek gerektig konusunda
oldugi kadar, gen bankalanmn olusturulmasi ve sistematikte de buyik yararlar
' "1amakt'ad1r Bu nedenle Tiirkiye'de yetistirilen susam populasyonlart arasindaki genetik
-farkl.llhk m01f010}1k ve molekitler marker sistemleri ile belirlenmistir. Ulkemizde ve
'.Dﬁnyada susam populasyonlan arasindaki genetik farkhligin ilk kez molekiiler olarak
:"l:.aehrlendlgl bu ¢aligmanin, susam 1slah caligmalart igin temel bilgi kayna§i olarak

'ku_ll_amlacagml umuyorum.
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_Tﬁr‘kiye susamun orijini olmamasina ragmen Trakya'dan Glineydogu Anadolu Bdlgesine
;&ar oldukca genis bir alanda yayihs gosteren gok sayida populasyona sahiptir Ulkemizde
.'é.t'istirilen bu yerel susam populasyonlart arasinda genetik farkliigin  bulunup
'{;'Iunmad@ma dair bir bilgi yoktur. Oysa, bitki germplasminin genetik uzakligina dair
"{igﬂer birgok bitki 1slahgis igin spesifik bir germplasm kaynagindaki genetik iliskinin
'-.Bélirlenmesi ve hatlar veya populasyonlanin tanimlanmast agisindan Snemli bagvuru
- "k;y'nagx olacaktir. Islah programinin basglangicinda genotipler arasindaki genetik iligkinin
.;I;."_..'bi.I'inmesi fenotipik bilgiyi tamamlayic1 olarak 1slah populasyonlarnin gelistirilmesinde

":kullanllabilir' (Santalla vd 1998) Genotipler arasindaki genetik benzerlik, yeni genetik
":o"mbinasyonlann olusturulmasi i¢in melezleme kaynag: olarak islah¢inin neyi kullanacags

onusunda karar vermesini saglar (Hallden vd 1994).

" Cesitler gelistirilmesi i¢in kullanilan saf hat seleksiyonu yam sira, verim artiginda bir
."e:gismenin saglanmasi igin basvurulan heterosis islahi kendine ve yabanct dollenen
: __Eitkiler'de, hibritlerin  gelisimi i¢in Onemlidir. Genellikle farkli cografik orijinli
::':_;'.génotiplerden olusan hibritler benzer orijinli hibritlerden daha yiiksek verimli olmaktadir.
_5"_.'.S.usam1n, diger kendine dollenen birgok bitkiden daha fazla genetik ¢esitlilige sahip
i :"'6Idugunu (Ganesh ve Thangavelu 1995) g6z online alusak yapilacak hibrit 1slahinda
'genetik olarak farkli bireyler 1slahe¢t igin 1yl birer materyal olacaktir Nitekim Quijada ve
.:’"'._;5__;:'Layn'sse (1995), susamda heterosis ve kombinasyon yetenegini aragtrmak igin
:3 kullandiklart 12 susam varyetesini farkh lokasyonlardan morfolojik dzelliklerine ve gelisim

:'._'pen'yotlanna gore se¢mislerdir.

Bireyler veya populasyonlar arasindaki varyasyon morfolojik &zelliklere ve
E;:.'_'_:"biyc:Jkimyasai parametrelere (izozim analizi ve tohum depo proteinleri) dayanarak
- belirlenmektedir (Jain vd 1994). Bitki genetik haritalarinin olusturulmasinda kullanilan
marker sistemlerinden biri olan bu fenotipik markerler, yaprak veya ¢igek morfolojisini

etkileyen ozellikler, bitki boyu ve pigment biyosentezi gibi &zelliklerdir Fenotipik




r;{déﬁ{éﬂere dayalt genetik haritalar "klasik haritalar" olarak isimlendirilmektedir
Koornneef 1990). Fenotiptk zelliklere gore yapilan morfolojik-agronomik gruplamalar
éﬁéd’en etkilenen az sayida karaktere dayandifn igin iki grup gergekte uzak iliskili
”ﬁ:.:;ﬁ"s"ma ragmen oldukg¢a yakin akraba olarak goriilebilir Bununla birlikte bu karakterler

1rb'i:rine oldukga yakin genotipler arasinda sinithi polimorfizm gosterirler.

‘Biyokimyasal parametrelerden olan enzim markerleri ise pratik ve bilgi verici olmasina
agfﬁen diisiitk frekans verdikleri igin kullammi simurlidir Isshiki ve Umezaki (1997),
kulturu yapilan 68 susam varyetesinde varyasyonu belirlemek icin 7 tane enzim sistemi
_ kkii[éﬁmlslardu' Ancak, aragtuicilar sadece bir enzim sisteminin (IDH; izozimcitrate
| é‘h'ydr'ogenase) varyasyonun agiga ¢ikarlmasinda yardimer oldugunu ve izozim matkeri ile
gok ‘diistik oranda varyasyonun belirlenebildigini agiklamuiglardir. Sorgumda genetik
varyasyonun belirlenmesi i¢in izozim markerleri varyasyonu net olarak agiklayamamstir.

Bu ‘markerler tim genom boyunca genettk varyasyonun agifa ¢ikarimasinda etkili

_ _marmstlr‘ {Aldrich 1992). Cesitlerin belirlenmesinde kullanilan izozim elektroforesisde,
snirh sayida izozimler genotipler arasindaki polimorfizmi ¢ok az belirleyebilmektedir. Her
zozim analizi i¢in taze bitki drnekleri kullamlmast gerekmekte ve ayrica kullanilan protein

RAPD igin gereken DNA'dan daha az stabil olmaktadir (Golembiewski vd 1997).

"Kleppe vd (1971) tarafindan PCR'n ilk teorik temelleriyle ilgili makaleleri
;j_yaylnlanm1§;tuz. Ancak, bu 1980'de Kary Mullis vd'lerinin genomik DNA'dan ¢ok sayida tek
_'kopya genlerin ¢ogaltilmasi ile ilgili caligmalarina kadar bir ses getirmemistir. PCR'in ilk
.f_ uygulamasinda kullanilan enzimin denatiirasyon adimu siiresince inaktif olmasimndan dolay
her déngii siiresince E. coli DNA polimerazin klenow fragmentinden eklemek gerekiyordu,
Qaha sonra Thermus aquaticus'dan 1sitya dayanikh Taq DNA polimerazin eldesi ile bu
ﬁfdblem ortadan kaldirilarak PCR''!n otomasyonu saglanmustir Bu sekilde, Taq DNA
édlimeraz, yapigma (annealing) ve uzama (extension) igin yiiksek sicaklifin kullanimina

olanak tammustir



PCR'in gelisimi ile spesifik DNA fragmentlerinin g¢ogaltilmasi yolu ile DNA
polimorfizmi belirlenebilmistir Protein veya DNA markerlerine dayanan haritalar ise
"molekiiler haritalar" olarak adlandirilir (Reiter vd 1993). Genetik uzaklik bir ¢ok tarla
:;'.._ bitkisinde g¢esitli molekiiler, kimyasal ve morfolojik 6zellikler kullanilarak belirlenmeye
| cahgilmistir. Hem temel hem de uygulamali bitki bilimeileri tarafindan gahgilan
i organizmalar arasindaki genetik varyasyonun daha iyi anlagilmast igin, bu araglara ihtiyag
duyulmaktadir. DNA sekansindaki polimorfizmin belirlenmesi igin RFLP, AFLP, SSR,
CAPs ve RAPD teknikleri gelistirilmistir. Son yillarda rasgele primerlerin kullanilmasi ile
glde edilen markerler, "random amplified polymorphic DNAs" (RAPDs) ve "arbitrarly
primed-PCRs" (AP-PCRs) olarak isimlendirilmisti. Bu DNA markerleri ¢ok basittir.

Giinki, herhangi bir spesifik DNA sekans bilgisine yada spesifik primerlerin sentezine

ihtiyag yoktur. Fragmentler PCR'da primer olarak kullanilan rasgele ve ¢ok kisa DNA
sekanslarindan gogaltilirlar. Boylece farkl: bir lokusu temsil eden her bir PCR iiriind ile

DNA diizeyindeki farklilik tahmin edilebilir

Ancak, yine de farkli genotiplerden gelen fragmentlerin genetik akrabaligi ve
fragmentlerin genom orijini hakkinda baz siipheler vardir. Ciinkii, RAPD'ler aym zamanda
dominant genetik markerier olarak davranuriar Bunun anlami dominant RAPD markerler
ile bir DNA segmentinin heterozigot veya homozigot bir lokusdan mi amplifiye oldugunu
ayut etmek miimkiin degildir Ko-dominant RAPD markerleri, ayni lokusdan amplifiye
olmus farkh biytikliikte DNA segmentleri olarak nadiren belirlenmigtir. Mesela Nicotiana
crassamin genetik haritasmin yapilmasinda 88 RAPD markerinin 84 tanesi dominant ve
sadece 4 tanesi ko-dominant olmustur (Williams 1990). Her fragment farkli segregasyon
analizi ile haritalanmazsa ¢ogaltilan fragmentin genom lokasyonu bilinmez. RAPD
markerlerinin bu karakteristikleri bazi germplasm gruplan ig¢indeki genetik akrabalif:
belirlemek igin etkilidir (Thormann ve Osborn 1992). Dominant markerler, kendilenmis
homozigot ebeveynlerin kullanilmas1 durumunda genetik haritalama igin uygundur. RAPD
markerleri genetik haritalamada, bitki ve hayvan 1slahi uygulamalarinda, populasyon
genetifl ¢aligmalarinda genetik farkhligs belirlemede, DNA parmakizi ¢ikanlmasinda, aym

zamanda kromozom-spesifik DNA fragmentlerinin hizli belirlenmesi ve izolasyonuna



olanak vererek polimorfizm igin etkili bir ydntemdir (Newbury ve Ford-Lloyd 1993).
RAPD markerleri kullamlarak genetik haritalamanin pek ¢ok avantaji vardir; biiyiik
aryeteli tiirlerde genomik analiz i¢in universal bir primer seti kulamlir, klonlanmig DNA
.-pfoblannm izolasyonuna, hibridizasyon ig¢in filitrenin hazizlanmasina veya niikleotid
':{_sékanm gibi 6n hazirliklara ihtiyag yoktur (Williams 1990). RAPD, basit ve olduk¢a genis
;.tﬁrlere uygulanabilmesi nedeni ile yaygin olarak kullanilmaya baslanmugtir Ornegin,
-_._-fnolekﬁler marker kullaniminin sinirh oldugu bazi konifer tiirlerinde RAPD markerleri bu
yuku azaltmistir (Hallden vd 1994) Brassica oleracea, Sorghum bicolor, Beta, Allium,
s -Lotus Avena sterilis ve coffea bunlardan bazilanidir. Hevea klonlan arasinda morfolojik
--_:.'varyasyonlar cok farkli olmadigi igin morfolojik oOzelliklere dayali fenotip

~belirlenmesindeki zorluk, RAPD markerleri ile giderilmistir

Susamda yapilan bu galigmada populasyonlarn smiflandinlmasi, germplasmin
“degerlendirilmesi ve genettk Kkaynaklann planlanmas1 igin gereklidir. Populasyonlar
hakkinda bugiine kadar molekiiler dizeyde bir yaklasim olmamigtir. Bu nedenle tarla
E-denemelexi sonucu elde edilen agronomik Gzellikler degerlendirerek fenotipik Gzelliklere
_ dayali bir seleksiyondan sonra fenotipik olarak farkli olan 38 populasyon arasindaki genetik
farklilik, RAPD markerleri kullanilarak belirlenmistir. Yapilan bu ¢alisma susam 1slahi ile
- ugrasan 1slahcilar i¢in yeni genetik kaynaklarin olusturulmasinda bilgi kaynagt olacaktir.
Bunun yam swa molekiler diizeyde tammmlanmasinin yapildifi iilkemiz susam

- populasyonlarinin gen bankalarinin olugturulmasi igin faydali olacagina inanilmaktadir.




KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
Morfolojik ve Biyolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

':;je.ffé:rs vd (1967), yaptiklan galismada 151k tuzag) ile yakalanan kanath afidlerde 19 degisken
aig;ﬁiﬁéierdir Arastirmacilar temel bilesenler analizi yapmadan &nce degiskenlerin bir uzunluk
ve sayl kangimi olusturduklarini gdz Oniine almislar ve on islem olarak korelasyon matrisi

pmlslardu (Digby ve Kempton 1987).

u (1985), 45 susam varyetesi ile yaptif1 ¢aligmada, kapsiilde karpel sayis1 ve bogumda
psiil sayisina dayanarak varyeteleti BAN (iki karpelli veya 4 lokus, tek kapsiilli), 3BA (iki
Jelli veya 4 lokus, 3 kapsiiliii), QAN (dort karpelli veya § lokus, tek kapsillil), 3QA (4
_.._éili veya 8 lokus, 3 kapsiilll) olmak iizere 4 tipte sintflandirmugtir. Her bir karakterin
_ lmru yapilan tiplerinin arasindaki farkliliklar yaminda kiiltlirii yapilan her tipin 1slah
karaktensnklen de temel bilegenler analizi ile tartigiimistir. QAN ve 3QA tipinin kapsiil bagina
tohum sayisinm BAN ve 3BA tipine gore daha yiiksek oldugu ancak BAN ve 3BA tipinde kisa
mtemod ve ¢ok sayida kapsiil oldugunu tespit etmistir. 3BA tipi diger tiplere gbre daha erken
oig_u_nlasan, daha az dalli ve az kapsiillit fakat bogum sayisi, bitki uzuntugu ve 1000 tane
é'g_;_rhgl bakimindan daha diigiiktiir Temel bilesenler analizi, verimin, kapsiil basina tohum

- éaYiSI, bogum arasi uzunlugu ve bogum sayist ile aralaninda korelasyon oldugunu géstermigtir,

_:Q_'_Digby ve Kempton (1987), birgok ¢oklu degisken analizi uygulamalarinda, her birey
UZermde cok sayida degisken Ol¢limil yapildigim fakat, aragtirmacinin bu degiskenlerin hepsini
.. Eﬁll’amp kullanmayacagini belirlemek zorunda oldugunu bildirmiglerdir Clinkii aragtirmacinin
EIdeki caligma i¢in hangi bulgularin dnemli oldufundan emin olmamasi veya diizenleyecegi
anketin pahali ve zor olmasmndan dolay: bu gibi durumlarda biitiin veri setinin analizi ile ilgili ¢

ana sorun oldugunu belirtmislerdir;

L. Bazi degiskenler calismanin amaci ile tamamen ilgisiz olabilir ve diger verilerin gercek

etkilerini maskeleyebilir.




9. Cok degisken olunca giivenilir parametre tahminleri elde etmek igin gerekli Grnek
: -  biiyiikligii gergekei biiyliklikten yiiksek olabilir.

© Cok degisken problemde ¢ok sayida parametreye yol agar Bu da Odmekleme

* degiskenliginden dolay daha ok karmagikliga neden olur.
Bu yiizden ¢ofu problemlerde, analizde kullanilacak en iyl degigkenlerin Onceden

ilmesinin gerektigini ve bdyle bir se¢imin goklu degisken analizi problemlerini azalttigim
_Qiféi;imslardlrx Aynm sekilde diizenlenmemis veri setinin ana oOzelliklerini géstermek igin
'-lgﬁlfnﬁs "p" degiskeninden en iyi "m" tanesini segerek iki populasyonu ayurt etmek igin veya

ki-‘-dégisken grubu arasinda tatmin edici bir iligkiyi saglamak i¢in yapildigini belirtmislerdir

“Aragtumacilar, hiyerarsik kiimeleme yontemlerinin standart gdsteriminin dendogram

oldﬁ'gunu, dendogramda sagdan sola gittikge kiimelerin daha kiigilk kiimelere b&lindGiginii ve

yatay eksenin kiimelerin birlestii benzerligi gdsterdigini bildirmislerdir

Krzanowski (1988), dendogramun, kiimeleme katsayisimin ekstrem degerler arasinda
_téﬁiatik olarak degistirilmesi ile var olan gruplar arasindan ortaya ¢ikan birlesme ve boliinme
a51n1 gosterdigini bildirmistir. Dendogramun alt kismunda biitiin birimlerin ayn gruplar
ué_tur'dugunu ancak dendogramin tepesinde biitlin birimlerin tek gruba girdigini béylece
1ucu bir yontemin dendogramin tepesinden baslayarak asagi dogru ilerledigini agiklamstir.

fi_IayICl yOntemin ise dendogramin en altindan baslayip yukar: dogru ¢iktiging belirtmistir.

Perry ve Mclntosh {1991), germplasm koleksiyonunun artisi ve devamlihifmin oldukca
ijn{:_mli oldugunu bildirmislerdir. 78 tilkeden Hordeum vulgare, Triticum turgidum, Carthamus

t_i}fggfor‘ius, Oryza sativa'min 2250 bireyinde yapilan ¢alismada fenotipik farklilik tanimlanmistir.

i:’f__’;_riiorfblqjik ozellik kullamlarak wklar iginde ve arasinda varyasyon belirlenmistir. Gruplar

é"_él"ndaki farkliliklarin belirlenmesinde kanonikal diskriminant analizi kullamilarak azaltilmis

boyut modeli gelistirilmistir Daha sonra hiyerarsik kiimeleme analizi ile 4 gruba ayrilmistir

-~

ingh vd (1991), 306 tane yerel Phaseolus vulgaris arasindaki genetik farkliligi morfolojik

Ve agronomik karakterleri kullanarak belirlemislerdir. Bu degiskenler ¢oklu degi$ken analizi

Kullanarak analiz edilmistir. Aragtirmactlar, 6ncelikle normalite analizi yapmusltardr Yaptiklan




ana.hz.;g;dnucu tiim degiskenler yaklagik bir normalite vermugtir. Ancak hipokotil ve ¢igek rengi,

mé' $ekli tohum parlakhiligy, ilk ¢igege kadar olan bogum sayisi, mozaik viriisiine, yaprak
;baktenyel hastalik, anthraknoza ve kogseli yaprak beneklerine reaksiyon gibi kesikli

gxskénler normaliteden aynt tutulmuslardir  Analiz, normalite yapilan degZiskenlerle

pllfmstlr Ancak numara verilerek degerlendirmesi yapilan kalitatif degiskenler ve kantitatif

g;$ke.nlenn birlikte kullamlarak yapilan kiimeleme analizinde de herhangi bir farklilik

;c‘i_ﬁza ve Sorrells (1991), yulafta yaptiklan: cahismada 13 kantitatif 6zellik kullanmislardir.

Yapilan kiimeleme analizi sonucu orijinleri bakimndan 4 biiylik gruba ayrilmuslardir
astinnacxlar, korelasyon matrisinin Ozvektérii flizerinden standardize edilmis orijinal

degerlenn tahmin edilmesi, degisken bagimsizligini ve dzelliklerin dengeli agirliklandiriimasim

sagladxgml ve temel bilesenler analizi kullantlarak her gesit i¢in ortogonal, bagimhilik olmayan

r_akterleun elde edilip bu bagimsiz karakterleri kullanarak gruplar arast iliski belirlendigini

1}r§misler‘dir".

f{"Brown (1991), gesit performansinin cofrafik dagilimim: vermek ig¢in agronomik ozellik

S(efi_lérini temel bilesen ve kiimeleme analizleri ile degerlendirmislerdir. Agronomik

pg_’rformansa ve lif kalitesi dl¢limlerine dayanarak pamuk g¢esitleri arasindaki iliski saptanmustir,
~ Analiz sonucu USA pamuk gesitleri arasindaki genetik varyabilite hakkinda bilgi verilmistir.
I:_'Ie'r.'ﬁ'bir pamuk varyetesi 6zelliklerinin baslangigta standardize edilmis verileri kullaniimustir.

Daha sonra korelasyon matrisi iizerinden temel bilegenler analizi yapilmistir

‘Patil ve Sheriff (1994), 100 farkh susam genotipinde genetik farklilifm belirlenmesi i¢in

yaptiklari ¢alismada gigeklenmenin % S0 sinin tamamlandig1 giin sayisi, bitki uzunlugu, dal

:S:aYiSI, ilk dalin uzunlugu, kapsiil sayst, ilk kapsiilin uzunlugu, verim, olgunlagma zamam,

kapsul uzuntudu, kapsiil bagina tohum sayisi, 1000 dane agirliFi, bitki basina tohum Verimi,

h_ﬁsat indeksi, yag igerigi, bitki bagina yag verimi ve kapsiil ¢evresi olmak fizere 16 dzelligi

jr_ic'elemiﬂerdir Caligilan titm Ozellikler i¢in varyeteler arasinda varyans analizi Gnemli

:férkllllklar‘ agifa ¢ikarmustir, Genetik uzakhfina gore varyeteler 14 kiimede gruplanmustir,




tmﬁacﬁar, farklt kiimeler igindeki varyetelerin dagihisinin cografik orijinlerine gore

'a&i'ét'n1 bildirmiglerdir.

urker ve Tiirker (1994), degiskenler arasindaki bagimlilifin olmadif: veya degiskenler
arasmdakx iliskilerin yapis1 hakkinda 6n bilgi bulunmadif durumlarda ¢ok degiskenli istatistik

oﬁtéinlere ihtiyag oldugunu ve bu amagla faktor analizi, ana bilesenler analizi, siniflandirma
. ilZl.. ve diskriminant analizinin yaygin olarak kullanildifimi ve bunlarda degiskenler
ndakl iligkilerin incelenmesinde en etkili istatistiksel ydntemin ana bilesenler analizi
gunu bildirmislerdir.

:“é.s:;':':tu.ma01lar, 50X10 boyutlu verlt matrisine ana bilesenler analizi uygulayarak elde
é;r:'.i-_.?korelasyon matrisinin 10 degiskenin bir sistem igerisinde birbiniyle olan pozitif ve
if.f.yéndeki korelasyonunu agikladigini ve korelasyon matrisinde degiskenler arasinda

en bazi 6zelliklerin daha net bir sekilde agikliga kavustugunu belirtmiglerdir.

-i:‘_Séﬁﬁirk (1995), kilme sayisina karar vermede kullanilan Sl¢tilerden birinin 1971 yilinda

"_'ot" tarafindan gelistirildigini ve W, grup igi kareler toplam matrisi olmak flizere [W]|

6_Ig__tﬁﬁﬁ kiime sayist ile inceleyerek kiime sayisii bulmayr amagladiginmi bildirmistir. Yontem

#122:|W[ iligkisine dayanmakta olup en kiiglik M degerini veren k degeri gergek kiime sayis
dlalifal__{_:-'é_ake alinmugtir. Marriot tarafindan yapilan ¢esitli aragtirmalarda kiime sayist ile ilgili kesin
_'ilygunluk testinin bulunmadifi ve mode analizinin uygulamada en tutarli sonucu verdigi
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"g'u}ainmlstxr". Kiime sayisimun belirlenmesinde diger bir yaklagim ise k=(n/2) dlgiiti

stur. Burada k kiime say1siny, n ise gdzlem sayisini gdstermektedir

_ anesh ve Thangavelu (1995), 50 farkh susam genotipinde genetik uzaklig1 arastirmislardir

Arastlrmada her genotipin rastgele Orneklenen 5 bitkisinde bitki uzunlugu, bitki bagina dal

S.ayls_l,: ana govdedeki kapsiil sayisi, dallardaki kapsiil sayisi, bitki basina toplam kapstil sayisi,

kapsul uzunlugu, kapsiil bagma tohum sayist ve bitki bagina tohum verimi gibi Ozetlikleri

tncelemisterdir. Verilerin orijinal ortalama degerleri normallik analizi igin transforme edilmistir.

Muﬁlkun olan tiim D? degerleri hesaplanmistir Analiz sonunda 50 genotip 4 farkh gruba

?‘mem&lru Cografik orijini farkli olan susam genotiplerinin ayn1 grupta yer alabildigini



"t;ermiglerdir. Bir cografik bélgeden alinan tip, farkhi bir kiimede yayths géstermistir. Buna
éfojenlik, populasyonlarin  genetik farkhihdi, Onceki seleksiyon ¢aligmalan ve genel

oﬁ:xb'inasyon yeteneginin derecesi~gibi bir ¢ok faktér neden olmustur. Arastirmacilar, cografik

rkliligm genetik farklilikla bir iliskisinin olmadigin bildirmislerdir.

‘Royo vd (1995), 18 iilkeden elde ettikleri 299 tane bugday cesidinde ¢ahgmuslardir
ﬁﬁrmada 23 farkh gbzlem alinarak gesitlere att veriler temel bilegsenler analizi ve kiimeleme
ahm ile degerlendirilmistir Veriler dnce standardize edilmis ve daha sonra temel bilesenler

malizi uygulanacak veriler arasindaki varyabilite tayin edilmistir. Daha sonra UPGMC

 (Unweighted pair-group method of centroid) kullamilarak kiimeleme analizi yapilmistir. Hem

kiimeleme hem de temel bilesenler analizi gruplar arasindaki farklilifi belirlemede etkili

fﬁ}TathdiI (1996), goézlem veya odlgiim yoluyla elde edilen 6zelliklerin analizinin klasik
statistik teknikleri ile yapilamadifini, degisken adi verilen bu &zelliklerin analizinde

multivaryete analizi (ok degiskenli analiz) tekniklerinin gelistigini belirtmistir. Cok degiskenli

aliz adi verilen bu tekniklerin amacimn, bilimsel ¢alismalanin sayr ile ifade edilen

sonuclannin  Hzetlenmesi, yorumlanmasi ve karar verilitken kullanilmasinin saglanmast

oldugunu, aragtirmacinin gegerli ve giivenilir sonuglar elde etmek igin ele.alchgl konuyu tliim
Y tleri ile dederlendirmek zorunda olmast nedeni ile ok degiskenli ven ve bunlarm analizinin
f.g'é"rektigini aciklamugtir.

Tathdil, degisken sayisimiin ¢ok olmasi nedeni ile gdsterim kolayhgi saglamak igin goklu
fiegisken analizlerinde vektdr ve matrislerden yararlamidigini belirtmistir Standartlagtirilmis

verl mattisinin kullanilmasi durumunda korelasyon matrisinden, aymi sekilde verilerin &lgii

birimleri ve varyanslann birbirlerine yakinsa kovaryans matrisinden, degilse korelasyon

mauisinden yararlanilmasi gerektigini tavsiye etmigstir. Genellikle degiskenlerin 6lgi birimlern
5_i3:birine yakin olmadifi igin pratikte standartlagtiritmis degerlerinden olusan Z,., standart
matrisi kullamldigini agiklamigtir. Kiimeleme analizinin amacimn, elde edilen verilere

:_dayanarak birbirine benzer olanlan gruplamak oldugunu, bunun i¢in pek g¢ok ydntem




ldignt ancak bunlardan en ¢ok bilinenlerin hiyerarsik (hierarchical) ve hiyerarsik

non-hierarchical) yéntemler oldugunu belirtmigtir.

chvd (1997), farkli iilkelerden toplanan yerfistifint morfolojik ézellikleri agisindan

ndirmislerdir. Arastirmactlar verilerin ortalama ve varyans analizlerinden sonra 9

tatt
anjsléﬁ 1 olarak standardize edilmistir Standardizasyonun ozellikle kantitatif verilere

""d.e:giskenin normallik testlerini yapmuslardir. Kantitatif verilerin ortalamalar1 0 ve

nan gbk degiskenli analizlerde olduk¢a énemli oldugunu belirtmislerdir. Daha sonra temel

e$¢nléf:énalizi ve kiimeleme igin Ward metodunu (Hiyerarsik kilmeleme} kullanmiglardir.

_euﬁihgen vd (1997), veri dzetlemek igin vert indirgeme aract olarak kullandikiar temel

enler analizi ile 56 degisken Szdegerleri 0.88' yakmn veya daha yiksek olan 16 bagimsiz

ne indirgemislerdir. Ozellikler arasindaki 56x56 matrisi temel bilegenler analizi igin
larak kullamlmigtir. Caligma sonunda pek ¢ok 6zellik olgunlasma siiresi ve bitki
'Ekl_ig'i ile yiksek oranda iliskili ¢ikmugtir. Veri setini temel bilesenler skorlanna
stirmek dolayh ekstra agulig: gidermigtir. Kiimeleme analizi i¢in Temel bilesenler skorlan
‘uzakh@ ile degerlendirilmistir Arastirmacilar, tim degiskenlerin kullanildifi analizde
'm metodunun (Hiyerarsik Kiimeleme) kiime i¢i varyansi minimize ettiini ve gogu gesitler

en tatmin edici kiimeleme sonucunu verdigini belirtmislerdir. Ortaya ¢ikan dendogram, en

kh gruplann tek baslarna kiimelenmelerine olanak veren ama pedigre yoniinden yiiksek

d'él:féc'ecie iligkili ¢esitleri mumkiin oldugunca bir tek grup i¢inde tutan bir kiimeleme analizi

ugu gosterilmigtir. Arastmacilar, degiskenleri kilmeleme analizinde girdi olarak

ku_liafnmadan Gnce bagimsiz dogrusal deBisken olugturmak igin deBisken transformasyonu

ya?_i’.f.l.lﬁardlri.

~Jolliffe (1986) eger matris korelasyon tipinde ise dzdegerlerinin 0.75'¢ kadar oldugu temel

;.’b_}@enlexin tutulmasinmin da Snerilebildigini ifade etmistir. Arastumacilar yaptiklar ¢al§mada

'_f_:_)'_f_:ﬁk[aslk kiimiilatif varyans 0.8 oldufu zaman bu dedere denk gelen temel bilesende

"k:*_’{:s_mislerdir”
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yd (1997), ftalya, Ispanya, Fransa, Fas ve Yunanistan'dan toplanan 29 Biserrula

¢ L. populasyonunu 15 morfolojik ozelligi ile degerlendirmislerdir. Kantitatif
i'ef' temel bilesenler analizi ve k-ortalama kiimeleme kullanilarak analiz edilmistir,
_l_;.(;nunda multivaryete analizlerinin germplasmin degerlendirilmesinde faydali oldugu
;;;ula'nln degerlendirilmesinde de cofrafik orijini aymt olan populasyonlar benzer

f:c.ia'.'y:er‘ almustir.

cnbano vd (1998), 66 tane Amerikan orijinli yerel fasulye gesitlerinde 14 kantitatif ve 5

; ':d'egisken kullanarak kiimeleme analizi ile 11 gruba ayurmuslardir Bu sonuglara gére

‘ve Andean Amerikan gruplarindan, Andean Amerikan cesitleri 8 gruba ve Meso

enkan gesitleri ise 3 gruba aynilmistir

Tunah ve Okur'un (1980) yaptiklar galismada hesaplanan ana bilesenlerin gok degigkenli
me iliskin toplam bilgiyt aciklama payinin, tlgili dzdegerlerle dogru orantili oldugunu, en
Bzdegez'lere karstlik gelen oOzvektdrler yardimiyla belirlenen diizlemde, noktalar

S’i‘ﬁdaki iligkilerin asagidaki kural yardimu ile belirlenebildigini agikiamislardir;

Ven tablolar1 olusturulurken degiskenler iizerinde vapilan oOlglimler, degisik 6lgi
_.fﬁleﬁnde olabilir. Bu nedenle, de§iskenler arasindaki uzakliklann hesabinda yanlis
.‘)_{ﬁ:fui.l_ﬂamayi ortadan kalduracak basit bir doniigiimle, veriler standartlastirilabilir (Tiirker ve
Tilrker (1999).

ZDNA Izolasyonu ve RAPD Optimizasyonu

PCR, se¢ilmis bir DNA segmentinin ¢ok sayida kopyasim yapan enzimatik bir metottur. Bu
'.3§§§altma isleminde, 1ki oligoniikleotid, 1s1iya dayamkli DNA polimeraz, 4 tane
deoksiriboniikleosid trifosfat, kalip DNA ve buffer kullamlu PCRUn isleyisi soyledir; Cift
-.?I:Z_in'cirli kalp DNA 1sitilinca, komplementer zincirleri tutan iyonik baglar zayiflar ve BNA tek
_'3';_Z'i_:ncirli duruma geg¢meye baslar Bu olaya "denatirasyon" denir. Genellikle 94 °C sicaklik
;-jll_l"YguIamr.‘ "Denatiirasyon"un ardindan yavas yavas sogutulur. Bu esnada oligoniikleotidler tek

:Zincir'li DNA'daki komplementeri olan bdlgeye baglanit. DNA sentezi bu noktada baslar. Primer
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a51: " anneahng" denilen bu *asamada, primer tek zincirli DNA'nm 3' ucundan baglanir.
nukleotldlere primer adi verilir. Cinkii DNA sentezini hazirlar Primerin iyonik
g}anmasmda kullanilan sicaklik degeri Tm olarak adlandinlu. Uzun primerlerde veya GC
ncl"fazla olanlarda Tm yiiksek olur. Tm su sekilde hesaplanir:

ﬁi— 4x(GC)+2x(AT)-5

_dan sonra 181 yikseltilir Bu asamada enzim, hedef DNA parcasinin sentezini yapar Bu
:-;_ﬁiama "extension" adum alir. DNA polimeraz senteze, ¢ift zincirin 3' ucundan baglar ve
DNA §'-3' yoniinde sentezlenir Taq polimeraz 72 °C sicaklikta iyi galisir ve bu sicaklik
es1 de uzama igin se¢ilir. Isitma ve sogutma iglemleri pek ¢ok kez tekrarlanarak spesifik

I . n ¢ok sayida kopyasi elde edilir (Maniatis vd 1982).

etlaporta vd (1985), bitki DNA izolasyonunda sorun olan protein ve polisakkaritlerin

i sium dodecyl acetat” kullanarak, 0 °C'de niikleik asitlerden uzaklastinlabildigini

:‘..Williams vd (1990), insan, Glycine max varyete Bonus, Glycine soja PI81762 ve bu iki
eb_é'\:r:eynin 72 tane F; bireylerinde, Zea mays CM37 ve 1232, Neurospora crassa ile bakteriyel
DNA Oreklert kullanmislardir. Amplifikasyon reaksiyon hacmi 25 pl olup 10mM Tris-HCl, pH
-f ié:.':3,'50 mM KCI, 2 mM MgCly, % 0.001 gelatin, 200 uM primer 25 ng genomik DNA ve 0.5
finite Taq pol. igermektedir. Amplifikasyon , Perkin Elmer Cetus DNA Thermal Cycler ile 45
déngii olarak 1 dk 94 °C, 1 dk 36 °C, 2 dk 72 °C'de vapilmistic Amplifikasyon iiriinleri % 1.4
agaroz jel elektroforesisde analiz edilerek ethidium bromid ile boyanmistir. Reaksiyonda 9-10
niikleotid uzunlugunda % 50-80 G+C kompozisyonlu ve palindromik sekans igermeyen
primerler kullamlmustir. Belitlenebilir diizeyde amplifiye olmus iiriinlerin ¢ogaltilmas1 i¢in en az
i % 50 GC igerikli primerlere ihtiya¢ oldugu bildirilmistic Arastumacilar, genomik DNA'nin
: véya enzim konsantrasyonunun azalmasi halinde jel lizerinde ayrt ayn biiyiikliikteki bantlarin
__iistlerinin kaplanmasina yani smeare neden oldugunu bildirmislerdir. RAPD prosedii#inde ele
..:Z...__E.‘llnan her &mekte pek ¢ok DNA segmenti amplifive olmakta ve bu fragmentlerin bir cogu
-: f_:':_:_:éhnan bir tirin iki bireyinden birinde olusurken digerinde olugmayabilmektedir. Insan

_' genomunda yapilan calismada bir 6inekte 1.4 kb'lik DNA segmenti amplifive olurken diger
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kt-é'._;rhpliﬁkasyon olmamustir. Elde edilen bantlar genomik DNA'dan amplifiye olmaktadir

om‘fk' PNA ilave edilmeden her primer igin kontrol reaksiyonlan hazirlandig zaman hig bir

'kas"yorl iiriinlinlin olusmamas1 kontrol ortaminda, primerin kendinden kaynaklanan

jifikasyonun olusmadifint kamtlar. Bu sonuglarla rastgele sekansh tek primerlerin £ coli

¢iik genomlarin amplifikasyonu dahil genomik DNA segmentlerinin olusmasina ve farkl
rm amplifikasyon tiriinleri arasinda polimorfizmin belirlenebilecegini géstermistir

T .

salumbi vd (1991) tarafindan RAPD optimizasyonunda DNA, MgCl, konsantrasyonunun
-;em-h. oldugunu, yiksek DNA ve MgCl; konsantrasyonunda PCR frlinlerinde smear

pstugunu bildirmislerdit

Bell ve DeMarini (1991), yitksek molekiiler agulikll fragmentlerin Agaroz jelde ethidium
:_Qrﬁf'd”ile boyanmasi durumunda smear gibi gdriindiigini bildirmislerdir. Oligeniikieotid
erlerinin pek ¢ogu PCR {irinlerine doniistigli zaman bu liriinlerin 3' OH uglan genomik
A'ya veya kendi kendilerine baglamr. Bu molekiillerin uzama ve rastgele sonuglanmast

temelen smeare neden olur Olusan smear, primer/DNA konsantrasyonunun veya PCR

Bngii sayisinin degistirilmesi ile énlenebilir

Klein-Lankhorst vd (1991), domateste polimorfik RAPD markerlerinin haritalanmas: ve

eiiflEnmesi igin yapilan ¢aligmada 11 primer kullanmiglardir. Her primer genom-spesifik
rppliﬁkasyonu idare etmektedir. Bireyler arasindaki benzerliin primerler arasmdaki sekans
inéyonuna dayandifin, Grnegin iki primer arasindaki farklihifin 5" ugtaki A'in T'e déniigiimil
.}nasn durumunda % 100 baglanma olmadifini belirtmiglerdir. RAPD sonuglart tek primer
erine primerlerin  kombinasyonlarinin  kullamilmast durumunda degismistir. ki primerin
ombinasyonunda her primer ayn ayn kullanildiginda goriilmeyen yeni amplifiye olmus DNA

'fi'gmentlerinin ortaya ¢iktigint bildirmislerdir.
- Devos.ve Gale (1992), bugdayda genetik marker sistemi olarak RAPD markerlerinin

__:'Ilamrrum degerlendirmiglerdir. RAPD prosediiriine DNA, Mg™, Taq polimeraz

§hsantrasyonu ve "denatiirasyon" swcakhifinin etkili oldufunu bildirmislerdir. RAPD
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"1er.1mn dominant davranisinin bugdayda linkage haritalarinin olusturulmas: icin genetik
. olarak  kullammit  siurladifini,  bununla  birlikte  genotiplerin  analizinde
i.:':a:fzﬁlabilecegini agiklamislardir. DNA  konsantrasyonunu belirlemek igin reaksiyon
mda 0.1-100 ng arasinda DNA miktarlart denenmistir. Tim reaksiyonlarin 4 kez
éﬁ&lgl denemede sadece 10-20 ng DNA, 200 nM primer konsantrasyonu tekrarlanabilen
1111' bantlar vermistir Arastirmactlar, DNA miktarimn diistik olmasi durumunda farkls
uste bantlar olustugunu, konsantrasyonun artmas: durumunda ise spesifik olmayan
11ﬁi{asyonlarla sonuglandifimi bildirmislerdir. Mg" konsantrasyonunun optimizasyonu igin

“ .reak51y0n tamponuna 1.5 mM, 2 mM, 25 mM, 3 mM konsantrasyonlarinda ilave

I:ﬁzsnr” Spesifik ve tekrarlanan sonuglar sadece 1.5 mM Mg" konsantrasyonunda elde

11I&£istir‘ Bununla birlikte DNA miktaninin reaksiyon karisiminda 10 ng 'dan 5 nga

1suruimes1 ve Mg"™ konsantrasyonundaki artisin yeni ve/veya kaybolan bantlara neden oldugu

.xlunrnustur Taq DNA Polimeraz konsantrasyonu optimizasyonunda, konsantrasyonun artisi

ayisimn artisina neden olmustur. Arastirmacilar 0.8 U/50 ul enzimin reaksiyon ortaminda
¢ glivenilir bantlar olusturdugunu, enzim konsantrasyonunun artiginda ise kii¢iik bantlarin

oldugunu belirtmislerdir. "Annealing” ve "denatiirasyon" sicakligimin belirlenmesinde,

a_,_n_n_eéling" icin 36 o0 uygun olmasina ragmen, arastirmacilar minimum 40 OC'yc kadar

;I_;é;é:ltmislerdir. 42 0C'ye kadar baglanma reaksiyonlarmmin korundugu belitlenmistir PCR
takinelerinde bloklar arasindaki 2 °C'lik olan sicaklik farkliliklarinin RAPD prosediirii iizerine

C 31 Snemsiz olmustur. “denatiirasyon" swicakhiginda, 94 °C olan sicakhigm 90 °C'ye
lsurulmem halinde biiyllk bantlai kaybolmus ve Kkiiciik bantlar olusmustur. Primer
)nsantrasyonu optimizasyonunda, 50 ng DNA konsantrasyonunda kullanilan bir primer ile
rn spesifik hem de spesifik olmayan amplifikasyon iiriinlerinin olustugu, baska bir primerle
'{'pl_lan PCR sonucu ise yiksek molekiil agirlikli smear olustugu bildiriimistir. Bu ¢aligmada
)0 nM/10-20 ng primetr/DNA oram kullamlmistir. Tém primerier tam olarak iyi sonug
?I_'I'nemi$tir. Tahminen uygun primer bélgelerinin azhigl, bugdayda zayi1f amplifikasyona neden
it ,
Slﬂ'och vd (1992), iki genotipin RAPD markerleri ile karsilagtirmanin, her genotip igin

APD markerlerinin var oldugu (1) veya olmadifina (0) gdre yapildigint ve marker
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ﬂ_i_ﬁ:kasyonlarmm varligi veya yoklugu i¢in genotip karsilastirmasi yapilirken sonuglarin
osticma tiriine gore degisebildigini bildimislerdir. Her iki genotipte de RAPD markerinin

i Bu lokusta yuksek diizeyde sekans homolojisinin oldufuna isaret eder. Bir genotipte

r-olup da diferinde olmamasi durumunda, sekans farki oldugu kesindir Ugiincdl bir

:ihk her iki genotipte de amplifikasyon olmamasidir. Bu sonug, sekans homolojisi hakkinda

y soylemez Amplifikasyon yoklugu gdsteren genotip igin rastgele lokuslarda yiiksek
;aﬁ'.sekans bilgisi vardir Béylece amplifikasyon yoklugu (0,0) karsilastirmalan homoloji
mdlr ve (1,1) karsilastumalarina neredeyse esdeger bilgi saglar Biitiin karsilastimalarn
3r11 olmasi, biitiin olasilik tablo simiflarimi kullanan basit bir esleme katsayisinin, genetik
khk (GD) i¢in uygun bir tahminleyici olduguna isaret eder. Boylece genetik uzaklik farklarin
am kargilastumalarin sayisina boliinmesi ile tahmin edilebilir; GD= (A+D)/ (A+B+C+D).
PD marker analizi ile bulunan genetik uzaklik her birinin 2 olast sonucu (benzerlik veya
;:'I_lhk) olan bir dizi karsilastrmalarin sonucudur. GD'yi farklanin toplam kargilagtuma
sma orant olarak tanimlanirsa her sonug, farklilik icin I, benzerlik igin 0 degeri verilerek,

bu gozlemler setinin sayisal ortalamasina esittir

GD(A,B)= ZilAi-Bil =0.50
10

L e IR AN ] I A W A
»—-»—oo»——ooo»—-r——-’@
=

ler genotip ¢iftinin GD'si test edilen butin marker lokuslarindaki benzerlik veya farklilik
>mlerinin ortalamasi olarak yeniden tanimlanmis olur. Herhangi bir RAPD veri seti igin her
tik uzakligin varyasyon ve standart hatasi kolayca hesaplanabilir. Yukarida tanimlanan

in tahmini varyansi, oérnek varyans: igin kullanilan formil ile hesaplanabilir. Bu
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Aiginda n RAPD bant bazinda bir genetik uzaklik (d)'nin varyans ve standart hatalar gdyle
edilebilir
ans(d)= nd(1-d)/(n-1)

mmlenmis standart hata=[var (d)/n] 12

$t1rfhac1larln veriler hakkindaki en Onemli kaygilarindan birt  sonuglarin
aﬁabilmesidir. Belli bir RAPD verl setinin germplasmin organize edis seklinin
_laﬁabilirligidir. GD'ler arasindaki farklilifin test edilmesi ile olglilebilit. Clinki

t'i_f).jl_.érin diger genotiplere oranla lokasyonunu belirleyen goreceli genetik uzakliktir

j.:eéden vd (1992), farkli primer konsantrasyonlartnin farkli sayida bant olugumuna neden
gunu bildirmislerdir. Diisiik primer konsantrasyonu bilyiik fragmentleri (1500-3000 bp)
tma egiliminde iken, primer konsantrasyonunun artmas ile bu fragmentler kaybolmakta ve
i daha kiigiik (200-400 bp) fragmentlere birakmaktadur.

1kaart ve Villeponteau (1993), genomik DNA'da bulunan RNA konteminasyonunun PCR

ifikasyonunu énledigini bildirmislerdir

oller vd (1993), elmadan DNA'y1 Dellaporta ydnteminde modifikasyon yaparak izole
lﬁi’élérdir Modifikasyon RNAse uygulamasindan sonia | hacim kloroform-isoamilalkol (24:1)
°klenerek 6500 rpm'de 10 dk santrifiij yapilarak gergeklestirilmistir. Olusan iistteki sivi faz yem
bn‘ tupe alinmis ve 5 M NaCl ilave edilmistir. 2 hacim soguk etanol eklenmis, karistinlms ve 30
dk4 ’Cde bekletilmistir. Santrifiijden sonra olusan DNA peleti % 70'lik etanolde yikandiktan

S.Oﬁlfz;- kurutulmus ve TE iginde ¢ozilimiistiir.

ammi vd (1994), sorgumda tekrarlanabilir RAPD markerlerinin amplifikasyonu igin

primer, DNA miktar;, Taq polimeraz, MgCl, ve "annealing" sicakhigini test etmislerdir

astumacilar primerin artan veya azalan konsantrasyonlarimin amplifiye olan friinlerin

_rlmml azalttigim ve optimum 3-6 uM primerin reaksiyonda yeterli oldugunu bulmuslardu

DNA'nm 1se yiksek konsantrasyonlart digmda amplifiye olmus tirlinlerin profili ve veriminde
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icisi olmamusti. Taq polimerazin 0.19 ve 3.04 {intte kadar olan etkisinde ise ancak 15 pl'lik
.. ;:drllll": kansiminda 038 U enzimin 1yl sonuglar verdigi tespit edilmigtir "Annealing"
in 36 °C'de iken az amplifikasyon belirlenirken, 48 O0C'de optimum sonuglar alinmgtir.
in tstinde ise amplifikasyon iirtinlerinde &neml bir azalma kaydedilmistir.
t1 acilar MgClyiin diisiik ve yiiksek konsantrasyonunun amplifiye olmus DNA
umunu azaltttdim ve optimum 2 5 mM MgCly'in 1yl sonuglar verdi3i bulunmustur. En son
asz'.CR dongiiler1 analiz edilmistir. 25 ve 30 dongi arasinda hizh bir amplifikasyonun, 30
:I{j'ngii arasinda ise daha diisiik amplifikasyon oldugu bildirilmigtir

iede vd (1994), RAPD markerlerine dayanarak yaptiklan caligmalarda, bazi tirlerde
-merlérin spesifik olmayan baglanmalar yaptifini ve bunun jelde DNAMin smearli
_l'rﬁesine neden oldufunu bildirmiglerdir Yapilan bu g¢alismada spesifik olmayan

glanmalar, kalip DNA'nin, restriksiyon endonilkleaz ile kesilmesiyle engellenmigtir.

ancholi (1995), RAPD'in en biiyitk avantajimin hedef DNA dizilerinin 6nceden bilinmesine
tiya¢ olmadigini fakat kahp DNA'min konsantrasyonunun basarist igin ¢ok kritik bir faktér
:‘oI_'d_uEunu belirtmistir. Kalip DNAmin kalitesi amplifiye olmus tiriinlerin g¢ogaltiimast ve
venilirlifinde etkilidir Giivenilir bir DNA replikasyonu i¢in Taq polimerazin &nemli
dugunu ve magnezyuma bir divalent katyon kaynag: olarak ihtiva¢ duydugunu bildirmistir.
ptimal Mg*? konsantrasyonunun her PCR teknigi icin yapilmas: gerektigini, ok az Mg™
nsantrasyonunda amplifikasyon verimi azalirken ok yiiksek miktarda ise spesifik olmayan

baglanmalara neden oldugunu gdstermistir.

trand vd (1996), amplifiye olmus DNA fragmentlerinin sayisinin genomik DNA ile
____I:J__ﬁ'mere dayandigimi bildirmislerdir RAPD reaksiyonunda kullanilacak olan primerlerin kalip
DNA tle etkili olarak hibridize olmasi gerektigini belirtmislerdir. -

Parani vd (1997), susamda uyguladiklart RAPD, 25 ul'lik reaksiyon tiplerinde yapmuslardir

PCR reaksiyon kansiminda 10 mM Tris-HCt (pH 8 3), 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, % 0.001
gelatin, 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dT TP, 15 ng primer, 30-40 ng genomik DNA ve 0.5 pul
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N A polimeraz yer almigtir. Amplifikasyon kogullan 94 °C'de 3 dk 1 dongii ardindan 94
Idk "denatiirasyon", 40 "C'de 1 dk yapisma "annealing”, 72 °C'de 2 dk uzama
en_s:.i;)n" olmak tiizere 45 dongiide gerceklesmistir. Reaksiyon kansium 72 °C'de 10 dk
e;_tl.Idikten sonra 4 °C'de saklanmistir. Amplifikasyon firtinleri % 13'lik agaroz jelde

_tufmﬁ$tﬁf--

ﬁ_éﬁsino vd (1997), misirda DNA izolasyonu i¢in Dellaporta vd ydntemini modifiye ederek
a{.ﬁ.mlslardlr‘. Aragtirmactlar, 6 gr bitki yapragm: sivi nitrojende dondurduktan sonra un
ne getimmislerdit. Daha sonra 15 ml ekstraksiyon buffer (100 mM Tris-HCL, pH 7.5, 50 mM
" TA, pH 8.0, 500 mM NaCl, % 2 SDS, % | polyvinyl-pyrrolidone) ekledikleri karisimi 68
6'20 dk inkiibe etmislerdir. Inkiibasyon sonrasi 5 M 4 m! potasyum asetat eklenen Srnekler
_sﬁﬁt buzda bekletilmistir, Buzdan alman émmekler 20 dk 11 000 rpm'de 4 °C'de santrifiij
'_'pl'l.imstlr:. Siipernatant alinmis ve soguk 1sopropanol (25 ml) eklenerek | gece -20 ’C'de
nkube edilmistir. Olusan pelet TE iginde siispanse edilmis ve 50 ug/ml RNAz ilave edilerek
&ﬁ'-élcakhgmda bekletilmistir. Ornekiere etanol presipitasyonu yapildiktan sonra 15000 rpm'de
1s

inde ¢oziilmilstiir

dk santrifii] yapimus, olusan peletler % 70'lik etanolde yikandiktan sonra kurutulmus ve TE

'_'-.;'_Lange vd (1998), marker destekli 1slahta, PCR amplifikasyonu igin bitki DNA
fi:?élasyonunun ¢ok Gnemii oldugunu, bir ¢ok DNA izolasyon ydnteminin ¢ok zaman alic1 veya
pek ¢ok Ornegin birlikte yapilmasinin zorlugundan dolayt Dellaporta vd 'lerinin kullandiklar
DNA izolasyon yonteminin kullanilabilirlifint arastirmiglardir  Arastumacilar  yaptiklan
'gj'_a:hsmada, tek ‘\kisinin bir giinde 96 soya bireyinden izolasyon yapabildigini ve bu DNA
i'iz"meklerinin PCR'a dayanan RAPD, SSR, AFLP analizlerine uygun oldugunu bildirmislerdir.
:‘;allsmada kullamilan bitkiler serada vyetistirilmis ve ¢ok geng¢ yapraklar izolasyon igin
<ullanlmgtir, .

Boiteux vd (1999), bitki dokulanndan yiiksek molekiiler afirlikli DNA'min eldesinin
nolekiiler genetik ve uygulamali bitki islahinda kullanilan birgok prosediir i¢in gerekli

ldugunu ve DNA veriminin, parmak izi ve linkage haritalamasi galismalarinda nemli bir




_i:o1dugunu agiklamslardir Bitki dokularindan temiz genomik DNA'min ekstraksiyonu
p_eks karbonhidrat kompozisyonlu sert hiicre duvarlanindan dolayr oldukg¢a zordur. Bitki
\ eldesinde polisakkarit kompozisyonu en biiyiik problemdir. Polisakkaritletin bazi simflan
;_x:wraz, ligaz ve restriksiyon endoniikieaz aktivitesini azaltir. Bu nedenle negatif polimorfik
i;_.belirlenmig‘;fir“ PCR'a dayanan parmak izi ¢ikarilmasinda polisakkarit veya diger DNA'ya
agh-f;ﬁaddelerden dolay1 bireyler arasindaki genetik farklihgin hatali yorumianmasina neden

lm@mf Aragtirmacilar, DNA'min eldesinde fenolik molekiillerin varlifinin birgok enzimatik

_m {izerinde inhibitdr etkisinin bulundugu ifade edilmistir. Arastirmacilar 7 farkli DNA

I_'ak51y0n yontemi kullanmislardir. Bu ydntemlerden binde Dellaporta metodu olup bu

5hté'rhle elde edilen DNA'lar diger ekstraksiyon yontemlerinden daha uzun siirede (3-3.5 saat)

ypilabilmesine kargin tohum, kok gibi problemli dokulardaki DNA izolasyonunda oldukga

k111 olmustur.

-_Steen (1999), primer optimizasyonunda uygun primerin belirgin ve olduk¢a parlak bant
é%digini ancak primer optimizasyonunda once kalip DNA miktarinin optimize edilmesi

ét_éktigini bildirmigtir

Li ve Midmore (1999), polisakkaritlerin enzimi inhibe ederek DNA amplifikasyonunda
gellemeye neden olabilecegini ve bu nedenle izole ettikleri DNA 8rneklerini 1M NaCl ile
_rfésipite ederek RAPD reaksiyonunda da BSA kullamlmasinin bu engellemeyi ortadan

atdirabilecegini bildirmislerdir,
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2.3 RAPD Teknigi ile ilgili Cahsmalar

.".Demeke vd (1992), Brassica, Sinapis ve Raphanus taxalarimn taksonomik gruplandirmalari

i¢in RAPD markerlerinin kullanimini aragtirmiglardir. Diploid ve amfidiploid Brassica taksalar

arasindaki iliski 284 RAPD bantinin degerlendirilmest ile agi3a ¢ikanlmuste. Raphanus sativus

-ve:Sinapis alba, Brassica taxalarindan farkl olmugtur. Bu sonug, genetik iligkinin yeterli olarak

fééﬁ’;mlanabilmesi i¢gin en az 10 primerden elde edilecek olan 100 banta ihtiyag oldugunu

stermistir. Yapilan bu galisma sonunda populasyonlardan tiirlere kadar taksonomik

lismalarda RAPD'in faydali bir arag oldugu bildirilmistir.

Thormann ve Osborn (1992), RAPD ve RFLP markerlerini, Brassica tiirlert arasindaki

:éénetik iliskinin karsilagtirilmasinda kullanmalarina ragmen, tiirler iginde higbir farkliigin

ortaya ¢tkmadigin: belirlemislerdir.

- Heun ve Helentjaris (1993), RAPD markerlerini, 16 F1 musir hibrit ve 5 kendilenmis
_éBeveyni iceren materyalin analizinde kullanmmglardir. 21 primer kullamularak 141 farkls
'fragment hesaplanmustir. 21 genotipin hepsi alindiginda, bu fragmentlerin % 20.7'si polimorfik
olmayan, % 37.1'f belirgin polimorfik ve % 42.1' kantitatif olarak polimorfik bulunmustur.
Belir’gin polimorfizm kendilenmis genotiplerde bulunan spesifik fragmentlerin varlifi veya
.yoklugu ile ayirt edilirken, kantitatif polimorfizm bir fragmentin yogunlugundaki varyasyon ile
Belirlenmistix . F1 dbllerinde belirgin polimorfizm durumunda % 95 2'si ebeveynsel fragmentin
varlifindan dolayr tam dominansi oldugu varsayilarak genetik olarak yorumlandigmu ve Fl
6llerinin % 3.2'sinin ise iki ebeveyn arasinda bir fragment yogunlugu gosterdigini (kismi
lominans) bildirmiglerdir. Sayisal polimorfizmlerde tam dominans igin % 88.1 ve kismi
lominans i¢in % 5 degerleri elde edilmigtir. Aragtirmacilar, bu sonuglarta RAPD analizinin baz

lygulamalar i¢in daha ihtiyathi kullanilabilecegini isaret etmislerdir -

Cantrell ve Davis (1993), uygun genetik populasyonlarn yoklufunun pamukta ekonomik
nenie sahip kantitatif ozelliklerin genetik haritalanmasm engellendigini bildirmiglerdir.

Aragtirmacilar bu nedenle 10 farklt Gossypium barbadense x G. hirsitum populasyonlarindan 235
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ozigot bireyde RAPD markerleri ile filogenetik iligkiyi belirlemek igin analiz yapmuslardir.

;D{)'_tia"ne primer 1slah hatlan arasindaki genetik iligkiyi belirlemede degerlendirilmigtir.

Téo vd (1993), RAPD ve RFLP markerlerini Sorghum bicolorun DNA polimorfizm

éﬁslnm belirlenmesinde kullanmuslardir 36 bireyde, 29 primer RAPD markerlerinin

oga.lulmasmda kullanilarak olugan toplam 262 DNA fragmentinin 145 tanesi polimorfik

flmu$tur RFLP i¢in toplam 27 genotipte muisir, arpa ve bugdaydan orijin alan 11 tane probla

;ohmotﬁzm taranmugtir,. Bu DNA problarimn hepsi tek veya az sayida bant olusturmustur.

Iahsma sonunda, RAPD ve RELP markerlert tarafindan belirlenen DNA polimorfizm frekans:

nzer olarak bulunmugtur.

i':.-_'Kazan vd (1993), Stylosanthes cinsine ait agronomik dnemi olan dort tir ve 20 ¢esidi
LAPD markerleri ile degerlendirilmistir. Yaklagik 200 fragment 22 primerden elde edilmistir.
Ier tiir iginde diisitk diizeyde (% 16) polimortizm bulunurken tiirler arasinda polimorfizm daha
ﬁksek (% 46) bulunmustur. Benzer ¢esitlerin bireyleri arasinda ise ¢ok az (% 2) polimorfizm
'él'irlenmistir: Aragtirmacilar, amplifikasyon  parametreleri arasmda Mg?  iyon
b’nsantrasyonunun cok dnemli oldugunu, diigik Mg iyon konsantrasyonlarnda (2 mM)
'égment sayisinin azaldigini veya hi¢ fragment olusmadigint bildirmislerdir, Bununla birlikte
iksek Mng2 konsantrasyonunda (4 mM) ise bant sayisinda arti§ goritlmiigtir

Joshi ve Nguyen (1993), bugday varyeteleri arasindaki genetik farkliligin RAPD markerleri
» belirlenmesini arastirmiglardir. Kullanilan 40 tane primerin % 80'1 1y1 sonu¢ vermistir. 109
plifiye olmus fragmentin 71 tanesi polimorfiktir. Bu sonuglar bir dendogramda incelenerek,

zlik ve kiglik bugdaylann pek cogu kendi gruplarninda degerlendirilmistir.

Koller vd (1993), 11 elma gesidinde genetik farklilifn RAPD kullanarak tespit etmislerdir.
primer kullanarak yeterli genetik varyasyon belirlenmistir. Bununla birlikte elmada dar bir
1etik havuzun bulunmasi ve birgok ¢esit arasinda ¢ok yakin iliskinin bulunmas: tam farklilik
kar-‘ektezizasyonun saglanmas: i¢in daha ¢ok sayida gofaltinmug ek markerlere ihtiyag

ugunu agiklarmglardir.
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anogtu (1994), Hordeum vuigare, H murinum, H bulbosum ve H vulgare spontaneum
ine ait 23 yabani arpa hatti arasindaki genetik farkliligi RAPD markerlerini kullanarak

é'm.{gir. Yapilan degerlendirme sonucu yabani arpa hatlart arasindaki polimorfizm oramt

8 arasinda bulunmustur. En yiiksek polimorfizm degeri 48883 nolu arpa hatti olan A

sum ile 50327 nolu arpa hatti olan H. bulbosum arasinda % 58 olarak tespit edilmigtir.

i.érling vd (1994), secilmis Sorghum hatlannda RFLP ve RAPD markerlerinin genetik
klillgl belirlemedeki rollerini aragtirmuglardir. Polimorfizm, RFLP probunun % 61 ile ve
.: ﬁprimerlerininde % T7'st ile belirlenmigtir RELP profilinde 574 toplam bantin 290 tanesi
1y polimorfiktir RAPD prosediiriinde ise kullanilan 73 primerin amplifikasyona neden olan
-_taﬁesi i¢cinden ancak § tanesi polimorfik lriin olusturmustur. 194 amplifikasyon Uriiniiniin
7
""'t_fproﬁli olusturmustur. RAPD bant sayist 2-10 arasinda defismistir ve ortalama 3.5

'51 (% 91) polimorfiktir. Sadece bir primer polimorfik tek bant profili difer 55 primer ¢oklu

‘Rowland ve Levi (1994), Yaban mersininde yaptiklari ¢aligmada, kis dormansisi ve soguga
__a}Yamkhhgl kontrol eden genlerin bagli bulundugu RAPD markerlerini belirlemislerdir.
'"'.".'ylece molekiiler markerlere dayalr haritalann eldesinin meyve kalitesi, meyve biiytkliigi,
itki hastaligina dayanikhlik, gesitli gevre sartlarma tolerans gibi Ozellikleri kontrol eden

géniezin yerini belirlemeyi kolaylagtiracagy bildirilmistir.

o Jain vd (1994), rastgele secilen 6 primer ve bunlarin kombinasyonlanm kullanarak 12
f-_:'_'_Hindistan ve 11 ekzotik Brassica juncea genotipleri arasindaki genetik iliskiyi aragtirmislardur.
Turn genotipte 595 amplifikasyon Uriinlinden 500 tanesi polimorfik olarak belirlenmistir.
;j':'Hindistan genotipleri arasinda diigiik diizeyde genetik varyabilite belirlenirken ekzotik olanlar
';:' arasinda oldukca fazla polimorfizm bulunmustur Amplifikasyon Triinlerinin _ ikili
“kargilagtirmasina  dayanan  genetik  benzerlik UPGMA  kullanilarak  hesaplanmustir
: Argstlrmacﬂar RAPD markerleri araciligs ile 24 tane B juncea genotipi ve bu genotiplerin

iliskisini belirlemisler ve bunlar arasinda melezleme ile olusturulan hibritlerin performansinin

degerlendirilebilecegini bildirmiglerdir
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unemann vd (1994), 27 elma ¢esidinde ve bunlarin 18 yabani tiriinde taksonomik
g;$;na1a: icin RAPD markerlerinin kullamimini arastumislardir 29 tane decamer primer

[amimistir. Fragmentlerin polimorfik amplifikasyonun ve genetik benzerligin tahmini
;gjg$1k 50 polimorfik RAPD bantina dayanarak hesaplanmistir UPGMA ile kiimeleme analizi
p{l'm1$t1rz Bu galigma sonunda yabani tiirlerle yapilan melezlemeden elde edilen elma

eylerinde RAPD markerleri ile genom haritalamasimin yapilabilecegi gésteritmigtir.
2y yap

':__"'.Halldén vd (1994), ii¢ tane Brassica napus 1slah hattinda RFLP ve RAPD markerlerinin
ﬁetik iliskiyt belirlemedeki yetenekleri degerlendinlmistir. 50 RFLP ve 92 RAPD markerleri
:l.'lamlarak hatlar arasindaki iliski belirlenmistir Toplam RFLP'de 500'den fazia ve RAPD'de
0'den fazla bant ortaya ¢ikmistir, RFLP ve RAPD markerleri ii¢ hat arasinda ayni benzer
ékiyi gbstermistir Bootstrap analizi kullamlarak yaklagik 30 prob veya primerin genetik
kiyi belirlemede yeterli oldugu gdsterilmistir. Brassica napus genotiplerinde, RAPD
rkerlerinin RELP markerler1 kadar giiclii etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar,
\PD markerlerinin kullammminin kolay ve hizli olmasinmm, hatlar arasindaki iligkinin

lirlenmesinde tercih edilebilecek bir uygulama oldugunu belirtmislerdir.

Yu ve Nguyen (1994), 9 upland ve 4 lowland celtik cegitlerinin genetik varyasyonunu DNA
zeyinde RAPD kullanarak arastumuiglardir. 42 rastgele se¢ilmis primer, DNA segmentlerinin
faltilmasinda kullanilmistir. Belirlenen 260 PCR {riiniiniin % 801 polimorfik olmustur.
dlanilan 42 primer 1-4 arasinda biiyiik bant olusturmustur. Sadece 2 primer polimorfizm
stermemistir. Genelde japonika ve indica tiirleri arasinda yilksek diizeyde polimorfizm
lunmustur. Fakat [ndia alttirdl igindeki lowland ve upland gesitleri arasinda daha az
limorfizm bulunmustur Elde edilen RAPD sonug¢lan izozim analizi ile benzer sonuglart

rmigtir.
Gidoni vd (1994), dogru ve hizli olarak ¢esitlerin belirlenmesinin islah ¢alismalarinda

luk¢a énemli oldugunu, 6zellikle vegetatif olarak goZalan bitkilerde bunun ayr bir anlam

adigint bildirmiglerdir Arastrmacilar, RAPD markerleri ile Fragaria ananassa Dutch. 'da
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b‘csiﬁk markerlerin gelistirilmesini arastudiklan ¢alismada, 41 primer kullamlmislar her

r 4-12 arasinda amplifiye edilmis DNA firiinleri olugturmustur.

_’[_‘_réﬁsue vd (1994), morfolojik karakterleri bakimindan varyasyon gosteren 3 tane

a_'rd.hthus tirinin  genetik  kaynaklarinin  dogru  olarak  siniflandinlmasinda RAPD

k_e'r.lerini degerlendirmiglerdir. Arastirmacilar tiir tanimlanmasi igin, Amaranthus tirlerinde

BD. matkerleri ve bulk segregant analizinden yararlanmiglardir. Bulk segregant analizi, DNA
e.kleri kanstinldigi zaman karistinlmig drnek igindeki bireylerde yaygin olan fakat, diger
';r'ms drneklerin bireyleri arasinda bulunmayan polimorfik markerlerin ortaya ¢ikacaklari
f_ﬁiesi tizerine yapilmigtir. Bu metot, dnceden genetik haritalama yapilmadan agronomik

mi olan allellere bagh olarak RAPD markerlerinin tanimianmasi igin etkili olmustur

Novy vd (1994), RAPD markerlerini kullanarak yaptiklan calismada 22 tane Vaccinium

rdcfocarpon varyetesini tammlamiglardir. Caligmada 22 primer kullanarak amplifiye ettikleri

162 DNA fragmentinin 66 tanesi polimorfik olmustur Tekrarlanabilen polimorfik RAPD

::;:Béﬁflarlnln varlifi (1) veya yokluguna (0) gore degerlendirme yapumustir. Elde edilen spesifik
RAPD markerlerinin cografik orijinine gore farklihiklan belirledigi bildirilmistir.

Llu vd (1995), Paspalum vaginatum'un 46 ekotipi arasindaki polimorfizmi belirlemek
;.;g.:a';hamyla SSR analizini kullanmuglardir. Aragtumacilar 1994 yilinda Paspalum vaginatum'un 46
;'.:'_'é'kotipindeki genetik varyasyonu RAPD kullanarak da aragtumuslardir. Ekotipler arasindaki
;_i:genetik iligkinin belirlenmesinde SSR analizi ile elde edilen sonuglar RAPD analizi ile elde
:_’:'édilen sonuclarla benzer olmustur Arastirmacilar RAPD analizinin fazla masrafli olmadifim,
‘sekans bilgisine gereksinim olmadig: iin daha kisa siirede yapiidigint ve RAPD fragmentlerinin
agaros jelde kolaylikla ayrilabildiini buna karsilik SSR analizinde sekans bilgisine ihtiyag
oldugu, agaros jelde aynimalarinin giig oldugunu bildirmislerdir

Mouzeyar vd (1995), RFLP ve RAPD molekiiler markerleri kullanarak aygiceginde mildiyd
hastaligina dayaniklihg temsil eden PI1 lokusuna bagli markerleri bulk segregant analizi ile

belirlemiglerdir. Downy mildewe dayanikli ve hassas hatlar arasinda yapilan melezlemeden elde
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ilen F, dollerinden 135 bitkide 2 RFLP ve 1 RAPD markerinin P/1 lokusu ile bagh oldugunu

\dirmisterdit

Sharma vd (1995), kiltlirl yapilan 6 farkli Lens taxast ve bunlarin yabani formlar
mdaki benzerligi RAPD markerleri kullamifarak belirlemislerdir. Rastgele segilen 10 bazlik

primer kolaylikla ve olduk¢a parlak amplifikasyon iiriinlerinin ortaya ¢ikmasma neden

['m':ﬁs'tur” Lens taxalan arasinda ve igindeki varyasyonu 54 bireyde toplam 88 polimorfik bant

Jirlemistir. Elde edilen veriler kiiltiirii yapilan mercimek ile spp.orientalis'in oldukga benzer
tdugunu gostermistir. L. ervoides kendini takip eden yabani form L. nigricans ile farkh
L;.11"};nmu§=, diger var. macrosperma ve var. microsperma ssp benzetligi orientalis ve kiltird
;f)ilan mercimek ile aym Onemde oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligma, RAPD kullanilarak
ibani ve kiiltird yapilan mercimekler arasindaki genetik uzaklifin analiz edilebilecegini

Sstermisti.

- Gézikumuzi vd (1995), Hordeum vulgare cv. Zafer 160 bitkisi in vitro rejenerasyonu
S’hucu olusan siirgiinlerde kromozom varyasyonlart incelenmis ve gen mutasyonlarimn RAPD
Shtemi ile aragtirlabilecedi gosterilmistir. Calismada RAPD markerleri kullamilarak arpa
elezlerinin tanist da yapumistir Yabani hat ile Hordeum vulgare'nin Kaya, Tokak, Yergil ve
umhuriyet varyetelerinin melezlenmesinden elde edilen FI'ler RAPD ile incelenerek melezler

élirlenmistir

Yamagishi (1995), RAPD markerlerinden /ilium tiirlerinin ve hibritlerinin belirlenmesinde
rarlanmustir. Optimum "annealing” sicakligy filium igin 54 °C olmustur. Kullamlan 74
rimerin 18 tanesi (% 24) polimorfik DNA fragmentlerini olusturmustur. Arastirmaci, RAPD
arkerlerinin /ifiwm tirlerinin ve hibritlerinin genetik iligkisinin belirlenmesinde oldukga etkili

ir metod oldugunu bildirmistir.
Hu vd (1995), Almanya'da yetisen Duplo ve diigiik linolenik asit igerikli 3637-1 kolza

3$it1.eri melezlenerek diigiik LA igeren Mutant Oro ve IXLIN hatlarm elde etmiglerdir. Elde
lilen F1, F2, F3 ve ebeveynlerinde RAPD kullanilarak polimorfizm taranmasi yapilmistir.
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onunda B. napus'da RAPD markerleri kullanilarak F2 populasyonunda linolenik asit

syonunu belirleyen bir genin basarryla haritalanabilecegi bildirilmistir.

anhuanpii vd (1995), Jo4002 ve Sv3402 yazlik salgam melezinden elde ettikleri 103 tane
:ikiéinde OPB-11la RAPD markerinin palmitik asit igerigi ile arasinda bir linkage oldugu
imistir. Caligmada test edilen 220 RAPD primerinin % 75'0 ebeveyn ve melezler arasinda
orfizmi belirlemistir. Arastirmacilar, ¢alisma sonunda marker destekli seleksiyonun 1slahi
racagni, ¢linkii RAPD markerlerinin kolay yorumlanabildigini bildirmislerdir. Aynca
mxtzk asit igeridi ile ¢ok siki linkage olan markerter palmitik asit konsantrasyonunda etkili

\in analizi ve izolasyonuna olanak saglamisti.

:"S_kroch ve Nienhuis (1995), 10 tane Phaseolus vulgaris genotipleri arasindaki polimorfizmi,
RAPD primeri ile taramslardir. Calismada kullanilan 400 primerin 364 tanesi
plifikasyon tiriinii olusturmustur. Bu amplifikasyon iiriinleri 1-13 arasinda degismis ve elde
Ién toplam 1894 RAPD bantindan primer basina ortalama 519 RAPD banti olusmugtur
:olﬂnorﬁk bantlann sayist ise toplam 784 olup, her genotip i¢in 0-7 arasinda ve ortalama 2.15
lmustur Aragtirmacilar her genotip i¢in her RAPD bantini, var olan bant igin (1), olmayan bant
g:m 1se (0) olarak degerlendurilmistir. Sadece birbirine uygun ve tutarls farklilik gésteren RAPD
antlarint degerlendirmislerdir. Eger RAPD bantlann bir genotip 1¢in belirgin olarak
.__'gez'lendirilemiyor'sa genotipler i¢in degerlendirme kayip veri olarak yapilmistir. Ayni sekilde
i genotip i¢in RAPD amplifikasyonu énemli azalma gosteriyorsa tiim RAPD bantlart veya tek
bir bant i¢in fragment degerleri yine kayip veri olarak girilmistir. Bu dederlendirme yaninda
RAPD bantlar1 zayif (3), orta (2) ve koyu (1) olarak da degerlendiriimistir. Buna gore 333 zayif,
81 orta ve 170 koyu bant belirlenmigtir. Genotipler arasindaki genetik iliski UPGMA analizine
ayanarak yapilan bir dendogramda degerlendinlmigtir.

. Frello vd (1995), Brassica juncea x (Brassica juncea X Brassica napus) melezinden elde
edilen geriye melezieme (BC1) generasyonunun 54 bitkisinde, transgenik, herbisite dayamikli

§'f kélzadan 20 tane kolza-spesifik RAPD markerinin kahitimimi agiklamustir. BC1 bitkileri kolza
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»p markerlerinin 0-20'sini i¢ermis ve analiz edilen bitkilerin % 52'si transgenik olarak

amustur

sugawara vd (1995), RAPD markerleri aracthigiyla Citrus gesitlerinde bulunan kimeray

Jemislerdir. RAPD ile 4 Citrus kimerasimn belirlenmesinde 124 primer kullanmuslardir

,_\_/Iéﬁghan vd (1996), molekiiler markerleri kullanarak, soyada tohum agirhgim kontrol eden
1tat1f dzellik lokuslarinin (QTL) tamimlanmasi, tohum a@irhifinin genetik temelinin
kterize edilmesi ve soyanin bérillce veya yesil bériilce ile tohum agurlifint kontrol eden
é:ri paylasip paylasmadigi saptanmustir. Arastrmacilar RAPD, RFLP ve SSR dahil olmak
e 91 polimorfik genetik marker ile analiz yapmuslardir. Arastirma sonunda soya ile bériilce

esil bortilcenin tohum agurhigt genini paylagtigi bildirilmigtir.

S/Iillan vd (1996), tarafindan 19 giil tiirii, RAPD markerleri kullamilarak analiz edilmigtir.
releme analizi ile tirler arasindaki genetik iligki ve genetik uzaklik agiklanmugtir. Bu
ma sonunda eclde edilen simiflandirmamin farklt arastirmacilarin morfolojik ve karyolojik

malarina dayanan simiflandirmalari ile yliksek diizeyde bagimlilik gésterdigi bildirilmigtir,

Tatineni vd (1996), 16 tane homozigot pamuk genotiplerinde genetik farkliligt DNA
syvinde RAPD analizi ile fenotipik dilizeyde de morfolojik karakterler kullanarak

gsuglardir. 80 tane primer kullamlmigtir. 27 tanesi monomorfik amplifikasyon liriini veya
hir fragment olusturmamuigtir Kalan 53 primer toplam 135 fragment olusturmustur. Primer
na 1.7 RAPD fragmenti polimorfik olarak tespit edilmistir Tarla denemelerinde ise 19
folojik Gzellik degerlendirilmigtir. Morfolojik verilerden ortalama taksonomik uzaklik ve
D'den  genetik uzaklik icin dendogram olusturulmustur. Tki metoda géte yapilan
landirmada genetik uzaklik ve taksonomik uzaklik arasmda 063 korelasyon ile benzer
iclar elde edilmistir. Arastumacilar G hirsutum ve G. barbadense'den genetik ve fenotiptk

ak yzak bir ¢ok genotip belirlemislerdir.
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‘ﬁodher vd (1996), Solanum etuberosum ve S palustre'ye ait 15 bireyde ve S
ezignumun 4 bireyinde genetik uzakliklarin belirlenmesi icin RAPD, RFLP, kloroplast

“ve izozim analizi ile degerlendirmislerdir Ug taxa arasinda izozim, RFLP ve RAPD

¢1aﬁ genel olarak uyumlu bulunmustur. Kloroplast DNA'st ise Solanum etuberosum ve S.

nin S fernandezianum'dan daha fazla birbirlerine benzediklerini gdstermigtir. Tirler

tre
é; benzerlik ise izozimlerle daha diisiik olmus ve bunu sirasiyla RAPD ve RFLP (en

Tiirler i¢inde ise RFLP en diistk ve RAPD en yilksek varyasyonu

Demeke vd (1996), RAPD analizini kullanarak 28 patates genotipinin genetik farkhiligint
géﬁfmmlardup 12 primer aracilifi ile 158 DNA fragmenti amplifiye olmustur. Bu fragmentler
5‘#3200 bp biiyiikliglindedir. Calisma sonunda 158 amplifikasyon driiniinden 30 tanesi

_liﬁiorﬁk olarak bulunmustur.

;':"-'Doldi vd (1997), Orta Avrupa'da yetisen 18 soya genotipinde protein icerifi yiksek
;ijloztiplerin segimi igin genetik farklilify, RAPD ve mikrosatellite (SSR) tekniklert kullanilarak
i;tlnlm1§tir‘ RAPD amplifikasyonu i¢in 33 primerin sadece 1 tanesi amplifikasyon firiini
istutmam1st1r‘. Bununla birlikte 12 tanesi polimorfizim gdstermistir. Mikrosatellite tekniginde
‘kullamlan 12 primerin hepside polimorfizmi belirtemede etkili olmustur. RAPD verileri ile
wotipler arasindaki genetik farklilik 0.3-0.5 iken SSR verileri 0 5-0.9 arasinda genetik farklilik

i sedilmistir. Arastirmacilar SSR ve RAPD verilerinin birlikte degerlendirilmesi sonucu

otiplerin - genetik iligkilerinin  degerlendirilmesinin  oldukga giivenilir oldugunu ve

mbinasyon sonucu genetik farkhiligin 0.4-0 7 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Manninen vd (1997), arpada mildiydye dayaniklilik igin yaptiklari islah programinda
yaniklilik genlerini RAPD ile haritalamislardir RAPD markerleri ve bulk segregant analizi
lantlarak mlo lokusuna bagh olan markerler belirlenmistir. Calismada mlo allelini tagiyan
vanikll ve tasimayan dayamksiz izogenik hatlarimin melezinden elde edilen 60 dabil haploid

lar kullanilmistir. Dayamikliik geninden 1.6 ¢cM uzaklkta baglanan 7 RAPD markeri
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qumustur Dayaniklilik genine bagh olan bu markerler 1slah programinda seleksiyon igin bir

.'olarak kullamlabilecegini bildirmiglerdir.

Menkir vd (1997), kiiltiirdi yapilan 190 Sorghum bicolor 'da taxonomik iligkiyl ve genetik

'rkl_ih@ belirlemek i¢in RAPD markerlerini kullanmuslardir. Kiltiird yapilan genotipler
asmda yiiksek diizeyde varyasyon belirlenmistir. Calismada kullanilan 82 primerden 53 tanesi

0 RAPD band: olusturmustur. Bunlarin % 74'ii polimorfik olmugtur

_:i__:Golembiewski vd (1997), Agrostis stolonifera ¢esitlerinin  belirlenmesinde izozim
éktt‘oforesis metodunu kullanmiglardir. Izozim elektroforesisde simrh sayida izozim igermesi
;deni ile olduk¢a yakin genotipler arasinda ¢ok az polimorfizm belirlenmistir. Her 1zozim
;alizi icin taze bitki drnekleri kullanilmasinin gerektigi ve ayrica izozim analizi i¢in kullamlan

oteinden RAPD icin gereken DNA'nin daha stabil oldugunu bildirmislerdir.

Liu (1997), Avustralya tropikal ormanlarmdan toplanmis 100 Stylosanthes scabra
tkisinin cografik dagiliminin belirlenmesi i¢in RAPD markerlerini kullanmistir. Brezilya'dan
planan bitkiler arasmndaki farklilik (0.053), Kolombia (0.074) ve Venezuella'dan (0.088)
plananlardan daha diigiik bulunmustur. Bu farklilik degerlerine dayanarak bitkiler 5 grup
ttnda t.oplanmlstir.‘ Bitkilerin birgogu Brezilya genotipinde yer almistir. Aragtirmacilar, RAPD

> morfolojik-agronomik &zelliklere dayanarak elde edilen sonuglan karsilastumislardir. DNA

vonuna dayanan gruplamalar morfolojik-agronomik analizine dayanan gruplamalaria
mamén aym olmadigint bildirmislerdir. Calismada kullanilan PCR parametreleri, 94 'C 1dk,
79C 1dk, 72 °C 2 dk. olmak iizere 40 dongiidiir. Amplifikasyon iiriinleri % 1.5 agaroz jelde
mimistir. 100 bireyin PCR amplifikasyon trtinleri bantlarin vartigt (1) veya yokluguna (0)

iyanarak puanlandinlmustir.

Fofana vd (1997), Lima fasulyesinin 16 yabani formu ve 30 yoresel formu olmak lizere 46
reyinde genetik varyabiliteyi degerlendirmek i¢in RAPD markerleri kullanmiglardir
aligmada kullamlan 20 primer 172 RAPD markeri olusturmustur. Lima fasulyesi ,

lesoamerican ve Andean gruplant olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir. AMOVA analizi
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ilarak iki grup arasinda % 377 varyasyon belirlenmis ve RAPD markerlerinin Lima
esinin  yabani formlart ve ydreseller arasindaki genetik uzaklifin tahmininde
antlabilecegini, bu tiirlerin yabani formlan ve yoresel olanlarin kendi iclerindeki genetik
baligt da arastumada kullamlabilecegini belirtmiglerdir Aragtirmada, 34 bireyde genetik
dik 172 RAPD bandu ile agiga ¢ikmugtir Primer bagina ortalama 14.3 bant elde edilmistir,
‘bantin 163 tanesi polimorfik olarak bulunmugstur RAPD reaksiyonlar1 25 pllik tiiplerde
simistir. Reaksiyon tiiptinde 20 ng genomik DNA, reaksiyon buffer (10mM Tris-HCI,
H:9.0, 1.5 mM MgCl,, 50mM KCI), 20 pmol primer, her bir ANTP'den 200 uM, 2mM MgCl,,
5 U Taq DNA polimeraz yer almistir. Reaksiyonda her birinde negatif kontrol olarak kalip
NA icermeyen reaksiyon tiipii kullantlrmgtir. Reaksiyon kargimuinin lizeri mineral yag ile
gpiamnlstlr'.. Calismada 94 °C 5 dk 1 déngii ardindan, 94 °C 1 dk. "denatiirasyon”, 34 °C 1 dk.,
2 °C 2 dk. ddngii parametreleri kullanilmistir Amplifikasyon iiriinleri % 1.8 agaroz jelde
aklastk 3 saat 50 mA'de ayrilmigtu. Jel daha sonra polaroid film ile UV altinda
Qtograﬂandmlmwtlrn (Calisma sonunda RAPD markerlerinin, tirlerin ayrmtih gen havuzlarinin
Iﬁsmrulmasmda Lima fasulyesindeki gen havuzunun arzu edilen morfolojik Gzelliklere gore
mmlanmas: yerine, genomik diizeyde tanimlanmasinin, gelecekteki calismalarda birbiri ile
akin akrabalif olan materyallerin  kolaylikla ve giivenle tespit edilebilecegini

bildirilmislerdir

Varghese vd (1997), lkiiltiird vapilan Hevea brasiliensis’de RAPD markerlerinin
?éulanabilir'ligini 43 decamer oligoniikleotidi test ederek degerlendirmislerdir. RAPD
j":fnar'ker’lerinin Hevea'da klon belirlenmesi ve klonlar arasinda genetik akrabaligin analizi igin
: .etkili bir metod oldugu gériilmiistiir. Calismada primerlerin yarisindan fazlas: amplifikasyon

lrlinii vermis ve kiiltiirii yapilan Hevea agacinda genetik varyabilitenin yitksek oldugu

. belirtenmistir. Gineydogu Asya'mmn farkli ilkelerinden segilen 24 klon arasindaki genetik
- uzakligin bilinmesi rekombinasyon ve ¢oklu melez 1slah programlarinda klon seleksiyopu igin

Onemli oldugu agiklanmugtir.

Page vd (1997), Kumuzi ii¢gilde givde ¢iiriikliigine dayanikliligina bagh olan DNA

markerlerinin belirlenmesinde RAPD kullanmuslardir. Bulked segregant analizi polimorfizmi
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Hemek igin yararlt olmustur. Her bir bulkdan (bir dayanikls, bir hassas) ve bunlar arasmda

ezleme yapilarak elde edilen F2'lerden izole edilen genetik materyal kullanilmigtir,. RAPD
jﬁﬁkasyonu kirmizi {ggiil genotipleri arasinda bilylik bir genetik varyabilite agiga
;ﬁnﬁtlr) Kullanilan 200 primerle 241 polimorfik fragment elde edilmigtir.

_.Iz{ajaseger' vd (1997), Ixoramin 22 c¢esidi igindeki bireyleri belirlemek igin RAPD
;kerlerini kullanmiglardir. 22 gesit, 6 primerden elde edilen veriler ile Ixora Coccinea ve I
anica olmak iizere iki gesit grubuna aynilmistir. Germplasm koleksiyonunda yer alan Ixora
itlerinin belirlenmesi igin RAPD markerlerinin kullamiimas: gelecek 1slah programiarinda

PD analizinden faydalanilabilecegini gdstermistir.

Johns vd (1997), Sili'de genetik iligkili iki bilyiik gen havuzu olan Andean ve Orta Amerikan
aseolus vulgaris yerel gesitlerinin fenotipik olarak gruplandiriimasi durumunda yeterince
sin sonuglar elde edememislerdir. Arastirmacilar, 69 Sili yerel cesidi, 15 tican ve daha dnce
ntrol edilen 11 atasal ¢esidin genetik kompozisyonunu RAPD kullanarak tespit etmislerdir.
orfolojik veriler uzaklik matrisinin ortaya ¢ikanlmasinda kullanilmis ve RAPD verileri ile
rsilastirma yapilmistir. Caligmada morfolojik 6zelliklerin simflandumada RAPD verilerine

re daha az etkili oldugu bildirilmigtir.

Nagaoka ve Ogihara (1997), Diploid ve tetraploid bugdaylann igeren 6 bugday tiril

zadaki genetik iliskinin belirlenmesinde ISSR (Inter simple sequence repeat polymorphic
JA), RAPD ve RFLP markerlérinin uygunlugunu arastirmislardir. ISSR ile 33 primer 6 tiirtin
' birinde fark edilecek diizeyde polimorfik bant olusturmustur. (AC)'in tekrariarina dayanan
merler en fazla polimorfik bant olugturmustur, Bugdayda RAPD analizinde 200 primer test
Imistir. Olugan bantlar ISRR bantlarina benzer olmasina ragmen RFLP ve ISRR bantlarindan
ha az polimorfik olmustur. Calisma sonunda ISRR ve RFLP bantlarinin RAPD bantlarindan
ha etkili polimorfizmi belirledigi bildirilmistir, .

Ur-Rahman vd (1997), Malus tiirlerinde apomiksisi belirlemek icin RAPD matkerlerinden
/dalanmiglardir. Renk markerlerine dayanarak yapilan segimde apomiktik hatlarda yesil fide
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agi oldugu belirlenmistic  Aragtirmactlar M furingoides X M cv Baskatung fidelerinin

eieélenmCSi sonucu in-vitro'da 5 tane apomiktik (yesil fidelt) ve I tane hibrit (kirrmzi fideli)

edilmistir. Ancak M hupehensis X M cv. Baskatong melezlenmesi sonucu in-vitro'da aym
'é_'(kum1z1) fideler elde edilmistir RAPD markerleri kullanilarak 19 primerden 7 tanesi bir

rltte ekstra bir bant vermistir. Béylece in-vitro'da hibritlerden apomiktik fidelerin se¢iminde

D tekniginden yararlanilabilecegi bildirilmigtir

ussel vd (1997), kiiltiirli yapilan 18 arpa biteyinde genetik iliskiyi belirlemek igin RFLP,
"LP, RAPD ve SSR kullanilmislardir. Dort uygulamanin da, polimorfizmi belirlemede farkli
"iye sahip oldugu belirlenmistic AFLP ve RFLP benzer sonucu verirken SSR digerleri ile
k_a:i;slla$t1111d1gmda diisitk, RAPD ise daha diisiik sonu¢ vermistir.

.”__Pessino vd (1997), Brachiarra'mn bulk ettikleri F1 populasyonunda RFLP ve RAPD

'[1anarak apomiksis ile birlikte agilim gdsteren molekiiler markerlerin belirfenmesi i¢in
yaptiklan galismada apomiksis ile birlikte agilim gdsteren polimorfik bir bant bulunmustur. (84
'ﬁﬁmer kullanarak yaptiklari RAPD analizinde OPC4 apomiksis ile ilgili énemli bir marker

_E_S_lmustur:.

Parani vd (1997), S alatum'daki Phyllody hastalifina dayamikhilifn S indicum'a aktarmak
ig:in yaptiklan melezleme sonucu elde ettikleri hibritleri test etmek amaciyla protein, izozim ve
@P,D markerlerini kullanmiglardir. Arastirmacilar 20 primer kullanarak 127 DNA fragmenti
clde etmislerdir. Bunlarmm 56 tanesinin polimorfik oldugunu bulmuslardir. Polimorfik
fragmentlerin hepside hibrit belirlenmesinde kullamilmamistir. Ciinkii buniardan bir kismu
anneye Ozgudiir. Fakat babaya 6zgii oldugu bulunan 25 tane fragmentin hepsinin de, hibritlerde
variigi gozlenmistir. Bu fragmentler kendilenmig ddilert hibritlerden ayumada marker olarak
kullanilmustir. Caligma sonunda RAPD markerlerinin susamda protein ve izozim markerlerine

oranla daha stabil ve giivenilir oldugu bildirilmistir -

Cao ve Oard (1997), ABD’ de tretimi Snerilen 26 elit ¢eltik genotipinden elde edilen
RAPD ve Pedigre verilerini karsilagtirmislardir. RAPD analizi igin 220 tane primer

32



erlendirmeye alinmug ve bunlardan 69 primer, buyiiklikleri 0.25-3 5 kb arasinda degisen 92
ﬁiorﬁk bant tiretmislerdir. G.D (Genetik uzakhik)= 1-[2N/(Ni+Nj)] formiiliine gére genetik

k hesaplanmustir. N, RAPD analizinde elde edilen toplam bant sayisi, Ni ve Nj gesit i ve ]
plam bantlann sayisidir. GD, average linkage metodu (UPGMA) kullanarak bir linkage
'éleme analiz dendogrami olusturmak i¢in yararlaniimistir. RAPD ve Pedigre verileri ile
1ta daneli gesitler icin benzer yakinliklar bulunmustur. Fakat Pedigre verilerinde her iki
e tipi iginde ortalama genetik uzakhik, RAPD verilerinden ¢nemli Slgitde farkli olmustur,
__;tuma sonunda celtik gesitleri arasindaki genetik iliskinin saptanmasinda RAPD'in

ivenilirligi bildirilmigtic

Ashburner vd (1997), Giiney Pasifik bolgesinde dnemli bir genetik potansiyele sahip olan 17
&kh populasyona ait olan hindistan cevizi agaglarinda genetik iligkiyi belirlemek i¢in, RAPD
;alizi ile yaptiklan calismada, tek bir tir olan populasyon i¢inde diisitk bir genetik farklihk
é!irlemislerdir:. Belirlenen varyasyon diizeyl populasyonlar arasinda degismistir Bu sonug,
s_pulasyonlar‘ arasinda diigiik bir varyasyon oldugu fakat bu varyasyona yol agan bir gen
5'9iim"m oldugunu gostermistir. Caligmada, 13 farklis RAPD markeri 14 primer kullanilarak
ygaltibmigtir. Primer basina elde edilen marker sayist 3-15 arasinda ve yine primer bagina
olimorfik RAPD matker sayisi 1-14 arasinda degismigtir Monomorfik marker toplam sayist

arkerlerin % 41'ini olusturmusgtur.

gﬁ}iian vd (1997), 48 farkli hindistan cevizi genotipini RAPD, MS-PCR (microsatellite-
imed PCR) ve ISTR (Inverse sequence-tagged repeat) olmak lizere ii¢ farkh DNA marker
knolojisi kullanarak analiz etmiglerdir. RAPD tekniginde 22 tane 10 bazlik primer kullanilarak
plam 238 farkli RAPD fragmenti olusmustur. Bu fragmentlerin % 141 polimorfik olmustur.
IS-PCR tekniginde 5 tane microsatellite primeri ile 63 tane amplifiye olmus bant agifa
koustir, Bunlarin 55 tanesi polimorfik banttir. ISTR tekniginde ise 3 tane ISTR primerleri ile
lyiik sayida DNA fragmentleri (30-40 arasmnda) gogaltiimistir Olusan toplam 107 fragme'ntin
6 tanesi polimorfiktir. Arastirmacilar yaptiklan ¢aliymada, tim DNA markerlen ile farkli
indistancevizi genotipleri arasinda yiiksek oranda polimorfizmin  belirlenebildigini

dirmiglerdir.

33



f_-apa vd (1998), italya'da yetisen arpa yerel populasyonlaninda genetik farklilig1, morfolojik,
m ve RAPD markerleri kullanarak belirlemislerdir. Tiim marker tipleri ile populasyonlar
ada ve iginde farklilik orant benzer bulunmusgtur. Ancak, RAPD verileri diger marker tipleri

'_é_fsllastlrlid1glnda, RAPD'In ¢evresel ozellikler ile diigiik korelasyon gosterdigi ve

lasyon igindeki farkliligs en yiiksek oranda belirledigi bildirilmigtir

‘hompson vd (1998), Kuzey Amerika’da yetisen 18 soya fasulyesi atasim ve introdiiksiyon
élistiriimis 17 ¢esidin genetik farklilifin arastirmuslardir. 35 genotip arasindaki genetik
skinin tahmini 281 RAPD markeri aracilifl ile hesaplanmustir. Caligmada kullanilan 169
m in 125 tanesi analizde sonug vermistir. 833 tane amplifiye edilmis fragmentin ancak 281

_eéi polimorfik fragment olugturmugtur.

':_:_Thompson ve Nelson (1998), soya fasulyesinde yaptiklan ¢alismada ¢ok sayida rastgele
’.:mer' kullanarak RAPD markerlerini elde etmislerdir. Caligmada, Kuzey Amerika soya

sulyeleri arasindaki genetik iliskiyi az sayida ancak yeterince tanimlayabilecek primer setinin

_-;b_l.ilunmas1 amaclanmustir. 281 polimorfik bant degerlendinilmistir Bitylik varyasyon kaynaf:
;-:'_g_ﬁ'steren RAPD fragmentlerinin belirlenmesinde temel bilegenler analizine bagvurulmustur.
Hiyerarsik ve hiyerarsik olmayan kiimeleme analizi ile 35 genotip arasindaki genetik iliski

:fbélirlenrnistir:. Calismada kullanilan 64 primerden 35 tanesinin en yiiksek farklilig: belirlemede

22+l oldugu bildirilmigtir.

Galderisi vd (1998), Kestane ¢esitleri arasindaki genetik farklihf belirlemek igin yaptiklan
galismada fitm primerler i¢in 1-14 arasinda ortalama 5 bant elde etmislerdir. Aragtirmada sadece
3 primer polimorfizmi belirlemek igin yeterli olmustur. Amplifiye olan fragmentler 150-1400 bp
bliyiikliigiinde olmustur.

Ko vd (1998), menekse tiirleri arasindaki genetik iliskiyi RAPD metodu ile analiz
etmislerdir Analizde GC igerigi % 60-70 olan 40 primer kullanmislardir Bunlann 13 tanesi
genetik iligkiyi belirlemede etkili olmustur. Analizde menekse fiirleri tek bir alt grup disinda
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'r'f(;lojik karakterlere dayanan konvensiyonel taksonomi ile benzer olmustur. Bundan dolay
jj analizinin menekse tiirlerinde genotip ve morfolojik karakterleri belirlemek igin

'étif bir siniflandirma sistemi olabilecegini bildirmislerdir.

antalla vd (1998), kiltiirii yapilan 22 Vigna radiata yerel gesidinde genetik benzerligi

stirmak i¢in RAPD analizini kullanmislardir. Caligmada, 60 primerin 28 tanesi 246 bant
sturmugtur. Bunlarin 229 tanesi polimorfiktir Genetik uzaklik matrisi Nei ve Li'ye gore
',:é‘gi[mgtu\_ Genetik uzaklik Dy= 1-Sy formiiliine gore hesaplanmustir, Analiz sonucu 3 ana

;ruba ayrilan yerel gesitlerde yiiksek ditzeyde molekiiler polimorfizm belirlenmigtir.

Villand vd (1998), eski ve yeni diinya tilkelerinden toplanan domates tiirleri arasinda genetik
;.rgz'&yasyonun yapisint karsilastirmak icin 41 RAPD primeri kullanarak 98 polimorfik RAPD
éarkeri olusmugtur. Genetik farklihk, marker fiekanst ve marker farkliligi bu bireylerin alt
St_j:i)'ulasyonlarm1 karsilastirmada kullaniimistir, RAPD marker frekansindaki farktiliklar, yeni ve

sk1 diinya koleksiyonlarinin tek tip olmadigini belirlemistir.

Schneller vd (1998), apomiktik Dryopteris remote tiirlerinin orijinlerinin degeilendirilmest
jf;in RAPD markerlerini kullanmislardir. Calismada 19 primerin 12 tanesi yorumlanabilen ve
ekrarlanabilen sonuglar verdigi i¢in bunlardan elde edilen veriler kullanilmistir. 5 primer {iriin

lusturmazken, 2 primerde tatmin etmeyen sonuglar verdigi igin degerlendirmeden ¢rkanlmugtir.

2hiim 67 bant analiz edilmis ve bunlann 20 tanesi polimorfik olarak bulunmustur. Daha dnce
zozim ile vapilan ¢alismada D remote tiirlerinde genetik iiniformite oldugu bildirilmisken
RAPD markerleri ile bu tiirlerin gliney Aviupa kesiminden toplananlar arasinda varyasyon
rtaya gikmustir.  Arastumacilar D remote bireyleri arasinda  diisiik  genetik  farkhilik

selirlemislerdir

Schontz ve Rether (1999), Seteria italica'min 37 hattinda polimorfizmi belirlemeK igin
RAPD analizini 4 tane 10 bazhik primer ile kullanmiglardir. Bu primerler birbirlerinden sadece
oir veya iki dizi G-C bakimuindan farklidir. Her primer spesifik RAPD iiriinlert olustﬁrmustur.‘
Olugan 25 tane polimorfik bant 33 hattin farklt genotipte oldufunu géstermistir. Caligmada
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cikarilan genetik gruplar cografik orijinleri ile baglantili olmustur Arastimacilar elde

ikleri sonuglann RFLP analizi sonuglar ile benzer oldugunu bildirmislerdir.

":.ng ve Goldman (1999), Beta vulgaris'in 37 alttiirinde RAPD kullanarak genetik
hg tahmin etmiglerdir. Calismada diinyada yayilis gosteren yesil aksamu kullamlan pancar
n_ofipleri ve seker pancart 1slah populasyonlan arasindaki genetik uzakliklarin belirlenmesinde

_:P_D markerlerinden yararlanilabilecedi ortaya konmustur.

oehm vd (1999), Panax quinquefolium L. 'un 8 yabani tip ve 7 kiiltirit yapilan
pulasyonu ile Panax ginseng'n killtiiri yapilan 4 populasyonu arasinda genetik farkliliklar
PD markerleri kullamlarak tahmin etmislerdir. Germplasmin degerlendirilmesi 10 primer ile
; migtir 100 polimorfik bant elde edilmistir. Populasyonlar arasindaki genetik uzaklik farkli
tlarin toplam bantlara orani olarak hesaplanmustir Kiltlirit yapilan P ginseng ve P.
quinquefolium'un yabani tipleri arasinda yitksek genetik uzaklik (GD) degerinin tiitler, ekotipler
. I_bélgesel populasyonlar arasindaki genetik farkhiligt belirledigini bildirilmislerdir

Dhillon ve Ishiki (1999), yabani varyetenin de bulundugu farkii cografik lokasyonlardan
toplanmis 29 tatlipatates bitkisinde genetik iliskiyi RAPD markerleri kullanarak belirlemislerdir.
. Primerter 46 polimorfik bant olusturmustur. Tatlipatateste polimorfizmin derecesine dayanarak
ksek genetik varyabilitenin varlig1 dnerilmistir. Yabani tiirler [pomoea gracilis ve Ipomoea
eq kiltird yapilan tatli patateslerden farkli bir grup olugturmugstur. Her primerin
olusturdugu amplifikasyon firiinleri farklt say1 ve yogunlukta olup bu fragmentler 200-1200 bp
- bityiikligiinde olmustur.

Mekuria vd (1999), zeytinin 39 bireyinde genetik varyabiliteyi belirtemek i¢in yaptiklan
‘calismada RAPD analizini degerlendirmislerdir. Aragtirmada kullanilan 30 primerden 6 tanesi
polimorfizmi belirlemede yeterli olmustur Cesitler iginde genetik benzerlik en az % 69-98

arasinda degigmistiz.
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iferdison vd (1999), asmada in-vitro‘da kallus sathas: sliresince ve slrgilin organogenesisi
'ﬁhca bitki bliylime regiilatorlerinin etkisiyle olusabilen varyasyonun oldugunu ve bu
:;asyonun genomda kalitatif ve kantitatif degisiklife yol ag¢tifim bildirmislerdir
gmmacﬂar asmada RAPD kullanilarak olusan bu kimeramin belirlenebilecegini

termislerdir.

Lanham ve Brennan (1999), bektasi dzimiiniin 20 genotipt arasindaki genetik farklili
clamakta RAPD, ISSR ve AFLP markerlerini kullanmislardir. Toplam 793 bantin 184 tanesi
23) polimorfik olmustur AFLP, tiim primerleri ile polimorfizmin belirlenmesinde en etkili
n marker sistemi olmustur. Primer basina ortalama 19 polimorfik bant elde edilmistir RAPD
24 primer kullamilarak 170 bant, ISSR ile 9 primer kullanilarak 333 bant ve AFLP ile 4
mer kombinasyonu kullamlarak 290 bant elde edilmistit Ayni zamanda 6 RAPD primeri ve 2
;R primeri ile hi¢ bir polimorfizm belirlenememisgtir. Aragtirmacilar RAPD'in teknik olarak
it ve ¢ok kiiciik miktarda DNA'va ihtiya¢ oldugunu bununla birlikte iki bireyde de benzer
dikbikte bantlarin Olglilmils olmasinin bantlarin ayni sekansta oldugunun garantisi
mayacagmt bildirmislerdir RAPD analizi sonucu elde ettikler1 bantlarin varlifina (1) ve
uguna (0) gbre bir tablo olugturmuglardir. Bu verilere dayanarak, Nei ve Li tarafindan
erilen i ve ] gibi iki ¢esit arasmdaki benzerligi (Si)= 2Ny(Ni+N;) formiiliinden yararlanarak

aplamiglardir (Ny: iki gegitte da ortak olan bant sayisy, Nit 1 gesidindeki bant sayisi, Nj: j

lindeki bant sayisi). Olusturdukiart benzerlik matrisini kullanarak UPMA ile gruplama

mislardir

Li ve Midmore (1999), Avustralya'da kiiltiirli yapilan 28 tane Cin su kestanesi arasindaki
etk iliskiyi RAPD  kullanarak arastirmuslardir. RAPD  analizinde 20 tane primer
lanmislardir  Bunlardan 14 tanesi 99 RAPD markeri cogaltmistir. Ormnekler arasindaki
kliligin % 0.78-4.4 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Yee vd (1999), Vigna angularis’de vyaptiklant ¢alismada iki farkli gen havuzunda bulunan
eyler arasindaki genetik benzerlii agiklamak i¢in RAPD ve AFLP marker sistemlerinden
arlanmiglardir. 58 birey arasinda 57 RAPD ve 214 AFLP bantlann genetik farkhilifi
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mistit AFLP primeri ile reaksiyon bagina ortalama 11.3 polimorfik bant belirlenirken
kaf;in RAPD primeri ile ortalama 3.2 polimorfik bant bulunmugtur. AFLP verilert RAPD
."-r;""en daha 6nemli kesin sonug¢lar vermistir. Bireyler arasinda gruplar olusturmada
me analizinden faydalanilmisti. Calisma sonunda olusan gruplar cografik orijinlern ile

asyon gostermemigtir

"'af vd (1999), 36 tane Hindistan ve 22 tane Dogu Asya Ulkesinde tiretimi yapilan susam
__e_nﬁde RAPD markerleri kullanarak % 19-89 arasinda polimorfizm belitlemislerdir.
_s'_rﬁ'ada kullanilan 48 primerin 24 tanesi giivenilir sonuglar vermistir Dogu Asya Ulkelerinde
g;iifilen susam cesitleri arasinda Hindistan orijinli olanlara gore diisitk polimorfizm

mmustur. Aragtincilar bunun, bu iilkelerde iretimi yapilan ¢esitlerin introdiiksiyon yoluyla

lis gostermesinden kaynaklandigini belirtmiglerdir. RAPD analizi sonucu elde edilen veriler
ceard'in benzerlik indeksinden yararlanarak olusturulan matris UPGMA ve Wagner'e gére

dogramlan elde edilmistir
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_E.RYAL VE METOT

o.i?.foloj ik Gozlem I¢in Yapilan Calismalar

1. Aragtirma yeri

A‘f__ziﬁtumamn tarla denemeleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
361 mu Yem Bitkileri Grubu Deneme Tarlasinda yapilmustir. Arastirma verinin denizden

.'e.kligi 51 m olup 30° 44' dogu, 36° 52' kuzeyde yer almaktadir.

Tarla denemeleri, 1997 yili yaz déneminde tohum almak amaciyla ve 1998 yili yaz

neminde ise morfolojik dzelliklerin Slgiilmesi amactyla yapilmugtir (Sekil 3 1),

sekil 3.1 Susam Populasyonlarina Ait Tarla Denemesinden Goriiniis

3.1.1.1. Toprak ézellikleri
Deneme alamnin fiziksel ve kimyasal analizleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Toprak Bolimii Laboratuaninda yapilmustir. Deneme tarlasinin 0-35 c¢m derinliinden

alinan toprak &rneklerinin analiz sonuglar1 Cizelge 3 1.'de verilmistir.
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Analiz sonuglanna gore aragtuma yeri alkali, kiregli, tuzsuz ve az humuslu bir topraga

..:.Sam, pek ¢ok toprak tipine adapte olabilir Fakat drenap 1y1, nétr pH'ls, verimli
1&3;1 tercih eder. Tuza tolerans: gok az olup 1slak topraklara tolerans: yoktur (Oplinger
) 0). Susamun bu isteklern ve analiz sonuglan degerlendirilmesi durumunda arastirma

susam i¢in olduke¢a uygun dzellikler tasidii sdylenebilir

elge 3.1 Deneme Yapilan Topragin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Deger Smmf
8.12 Alkali
2200 Asgint Kiregli
00199 Tuzsuz
plam N (%) 0.1078 Orta
egisebilir Katyonlar (Na-K-Ca-Mg) 1.14-1.15-28.71
me/100g toprak)
KDK (me/100g toprak) 36.27 Yiiksek
(jr'ganik Madde (%) 2.40 Az Humuslu

3.1.1.2. Iklim 6zellikleri

Susam populasyonlarimn ekiminin yapildigi deneme alaminin 1997 ve 1998 yillarina ait
© Haziran-Fkim dénemi aylik ortalama sicaklik (OC) ve yagis miktann (mm) degerleri Cizelge

3.2 'de verilmistir

Cizelge 3.2 Deneme alantnin 1997-1998 yillarina ait ortalama iklim verileri
1997 1998
Haz Tem Apgus Eyhil Ekim Haz Tem Agus Evliil Ekim
Ortalama sicakhik (°C) 266 305 286 252 209 265 302 305 256 21.5
Ort. Yagis Mik. (mm) 202 - 286 622 1893 27 30 - 21 1203

-~
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Susam 90-120 giinlilk bir yetisme siiresine ibtiyag duyar Optimum 25-26 °C sicaklik

ardir. Steakligm 20 °C'in altinda olmast halinde biiytime azalir ve 10 °C'de dsllenme

piiylime durur.

“Qusam kok sisteminden dolayr kuraga tolerans gosterir Bununla birlikte bliylimenin
g$1aﬁ1a51 igin yeterli neme ihtiyag vardir. Bilylime sezonunda minimum 20-26 mm yagis
ygufidur'. Biyiime ve ¢iceklenmeden dnceki nem seviyesi verim lizerine oldukea etkilidir.
:ek':lenrnenin baglangicinda fotoperiyota hassastiz. Tohumlarm yag iceridi artan

otap'ériyot ile artmaya meyillidir (Oplinger vd 1990).

: Susamun iklim ézellikleri géz dntne alindiginda arastirma sezonu boyunca ortalama

sicakhk biiylime ve gelisme i¢in yeterli olmugtur,
;3;1.2. Materyal
.2.1. Genetik bitki matervyali
Bu arastirmada, Tirkiye'de yerel olarak Gretimi yapilan 52 farklt yetisme bSlgesinden
Tanm 1[I ve Ilge Midiirliiklerinin aracilign ile elde edilen susam populasyonlari
luflanilmistir. Arastirmada materyal olarak kullamilan 52 adet susam populasyonunun
orijinleri Cizelge 3.3'de verilmistir.
- 3.1.3. Metod

Bir yil &nce elde edilen tohumlar 26.6 1998 tarihinde Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme tarlasinda her bir populasyon 4 m uzunlugundaki

iki siraya ekilmistir. Ekim el ile 50 cm sira arasi mesafe verilerek yapilmistic. Cigeklenme

baslamadan dnce her populasyondan rastgele segilen 10 bitki etiketlenmistir.
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3.3. Susam Bitkilerinin Toplandig1 Bolgeler

Trak No llge

Il Koy (Mevkii}

P 9301 UzunkOpri
p 9302 Uzunkdprit
p.9303 Uzunkdpril
p 9304 Uzunksprit
P 9307 Metig

"II"SP_9316 Turgutlu
P9317 Alasehir
9318 Alasehir

P 9321 Menemen
TSP 9322 Menemen
TSP 9323 Menemen
P 9324 Incirliova
TSP 9325 Bozdogan
TSP 9326 Bozdogan
TSP 9327 Giiney

£ TSP 9328 Acipayam
| TSP 9329 Acipayam
TSP 9330 Acipayam
TSP 9332 Dalaman
TSP 9333 Ortaca
TSP 9334 Koyeegiz
TSP 9335 Fethiye
TSP 9336 Keciborlu
TSP 9337 Bucak
TSP 9338 Mut

TSP 9339 Ceyhan
TSP 9340 Ceyhan

| TSP 9341 Ceyhan
ISP 9342 Cevhan
TSP 9343 Kadirli
TSP 9344 Kadirli
TSP 9345 Kadirli
TSP 9346 Kozan
ISP 9347 Kozan
TSP 9348 Kozan
TSP 9349 Kozan
TSP 9350 Osmaniye
ISP 9352 Hilvan
TSP 9353 Hilvan
TSP 9354 Hilvan
TSP 9355 Hilvan
TSP 9356 Hilvan
TSP 9359 Cizre
TSP 9360 Cizre

Edime
Edirne
Edirne
Edime
Edirne
Canakkale
Canakkale
Canakkale
Canakkale
Canakkale
Bursa
Manisa
Manisa
Manisa
Manisa
Manisa
{zmir
tzmir
zmir
Aydin
Aydin
Aydin
Denizli
Denizli
Denizli
Denizli
Denizli
Mugla
Mugla
Mugla
Burdur
Burdur
fgel
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
S.Urfa
S Urfa
S.Urfa
S.Urfa
S.Urfa
Sinak
Sunak

Mezarhkalti Maksutlu Koy
Taghbayii Tirkobas1 Kéyil
Ortaova Altinyazi Kdyil
Balbankayii Gonekirn Mevkii
Kavaklikoy Yedikavaklar Mevkii
Bityiikanafartalar

Cavuskdy

Alpagat Koyl

Tastepe Koyl

Disbudak Koyt

Celtikei Koyit

Merkez

Merkez

Killik K8vii

Hacualiter Kayi

Tepekdy

Tirkeli Koyt

Cavus Koyl

Kesik Koyii

Gélmarmara

Kozandere

Haydere K&yl

Corbactlar Kéyl

Kumavsari Kdyt
Gumilgkdyl (Sart)
Gimiigkoyit

Akcatas Kiyil

Eksiliyurt Koy

Kavakaras: Koyil
Kemer-Seydiler Koyl

{lyas Koyii, Uzunalar Mevkii
Urkutli Ksyd

Kadikay

Yesildam Koyl

Gilndogan Kayit
Dokuztekne Koy
Kizildere Kayii
Yukarnbozkuyu Koyt
Topraktepe K&yil

Cigeik Koy

Zerdaii Koy

Poskabasakal Koyit

Akdam Koyii

Gazi Koyt

Selimiye

Ustizlen Koyt

Faik Koy

Ozbag Koyl

Hilvan Merkez-Kongik Mezra
Merkez {ice

Dirsekli Kéyii (koyu renkli)
Dirsekli Koyii (agik renkli)
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Olgunlagma ile birlikte her populasyondan &érneklenen 10 bitki toplu olarak sokdillip |
ﬁ{fal icinde tarlada kurumaya birakilmistir Kuruyan tohumlar gquvala ¢upiimustir.
6puiasy0nlan temsil eden bu bitkiler populasyon analizinde kullaniimak iizere morfolojik
¢ tanmsal Ozellikleri bakimindan deZerlendirilmistir. Populasyon analizlerinde Cizelge

-_ 3:-,4"de verilen morfolojik ve tarimsal dzellikler kullanilmistic (Baydar 1997).

_ C1zelge 3.4. Populasyon Analizinde Incelenen Ozellikler
“Morfolojik Ozellikler Numaralandirma
“Cigeklenme Zaman

. Erkenci (30-40 giin arasinda ¢igeklenme) 0
Orta erkenci (40-50 glin arasinda ¢igeklenme) 1
- Orta gegel (50 giin sonunda gigeklenme) 2
allanma durumu
Az dalls (dal sayist 3’den az) 0
Cok dalls (dal sayis1 3’den fazla) 1
Yaprak koltugunda kapsiil sayisi
Monocapsulle (tek kapsiilliliik) 1
Tricapsulle (tig kapsiilliilik) 2
Kapsiilde karpel sayisi
Bicarpellatum (iki karpelli= 4 lokuslu) 2
Quadricarpellatum (ddrt karpelli= 8 lokuslu) 3
Tohum kabugu rengi
Koyusan 0
Beyaz -agiksarn 1 Beyaz- koyu sar1 2
Koyusari-agikkahverengi 3 Puslu aciksan- agikkahverengi 4
Parlak koyusari-koyukahverengi 5 Beyaz
Aciksari- koyukahverengi 7 Agiksari-koyukahverengi-Siyah 8
Kapsiil dizilist Kapsill Titylaligi
seyrek diizenli 0 tiysiiz 0
sik-seyrek diizenli 1 kisa-seyrek 1
sik-diizenli 2 kisa-sik 2
seyrek-sik diizenli 3 uzun-seyrek 3
seyrek diizensiz 4 uzun-sik 4
stk diizensiz 5

Tanmsal Ozellikler

Bitki Boyu (cm)

[k kapstil yiiksekligi (cm)

Ana sapta kapsiil sayis1 (adet/ana sap)
Bitkide kapsiil say1s1 (adet/bitki)
Kapsiilde tohum sayts: (adet/kapsiil)
1000 tane agirlids (2)
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. Olgiim ve degerlendirmeler

. Her populasyondan 10 bitki érneklenerek yapilan ¢alismada;

lefKapsiil Yiiksekligi ve Bitki Boyu: Bitkilerin toprak yiizeyinden itibaren ilk kapsiiliin

¢1kﬁ§1 boguma kadar olan uzunlugu olgiilerek ik kapsiil yuksekligi (cm) ve toprak
ﬁi’eyinden en isttekt kapsiiliin ucuna kadar olan uzaklik 6élgiilerek bitki boyu bulunmustur

B__if_kide ve Ana Sapta Kapsill Sayisi: Ana sapta bulunan gelismis kapstiller sayilarak ana
sapta kapsiil sayis1 ve tim bitki tzerindeki toplam kapsiil sayis: ile bitkide kapsill sayis:

(adet/bitki) belirlenmistir

'Yaprak Koltugunda Kapsiil Sayisi: Onemli bir genetik &zellik olan vaprak koltugunda
_kapstil sayist (Baydar 1997), populasyonlarin aymmmunda kullamlan  $nemli
'degis;kenierdendir (Hiltebrandt 1932). Bogumda olusan kapsiil sayisina gdre tek ve iig

kapsiillii olmak tizere niimerik olarak degerlendirilmistir

g"ﬁapsiilde Tohum Sayist: Orneklenen her 10 bitkiden rastgele alinan iiger Kapsiiliin

tohumlari sayilip ortalamalar alinarak kapsiilde tohum sayis1 (adet/kapsiil) bulunmustur,

1000 Tohum Aguhig: Her populasyondan 6rneklenen 10 bitkiye ait 100'er adet susam

tohumu tartilarak bulunmustur (g)

Kapsiilde Karpel Sayist: Populasyonlar kapsiilde karpel sayisina gdre iki karpelli
"ssp.bicarpellatum Hilt." ve dort karpelli "ssp. quadricarpellatum Hilt" olmak lizere

{(Hitebrandt 1932) gruplandinlip niimerik olarak degerlendirtlmistic
Kapsiil Tiyluligii: Her populasyona ait orneklenen 10 bitkide susam kapsiillerinin

tiylliligd titysiiz, kisa-seyrek, kisa-sik, uzun-seyrek, uzun-sik olmak flizere bes &zellik

(Demir 1962) niimerik olarak degerlendirilmistir
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1ar’;g'na Durumu: Caligmada her populasyonda 3'den az yan dala sahip olanlar az

manﬁﬁ ve 3'den ¢ok yan dala sahip populasyonlar ise ¢ok dallanan olarak

flandirilmustic (Hiltebrandt 1932)

IgeREEnme Zamani: Susamlann ilk ¢igeklenme zamanina gore erkenci, orta erkenci ve

+a gecei (Baydar 1997) olarak gigeklenme zamani tespit edilmistir.

ohum Kabugu Rengi: Susam populasyonlarina ait tohumlar birbiri ile karsilastirilarak
3yazdan siyaha kadar degisen farkli renkler belirlenmistir. Renkler nlimerik olarak

:g%rlendirﬂmistir.

;aﬁéﬁl Dizilisi: 10 bitkide gdvde lizerinde siralanan kapsiiller, seyrek-diizenli, sik diizenli,
_aR-seyTek dizenli (sik kapsiilli bitki sayis1 daha fazla ise), seyrek-sik diizenli (seyrek
épSi‘ilh’i bitki sayisi daha fazla ise), seyrek diizensiz ve sik diizensiz olmak {izere her

fz'éilige bir numara vermek sureti ile gruplandirma yapilmistir.

.1.2.2.2. Yetistirme teknikleri
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Tarla Bitkileri Boélimii Deneme Tarlasinda

apilan susam tarimmda sirasiyla uygulanan tarla hazirligi ve bakim islemleri goyledin:

Deneme alani dnce, siiriim islerinde problem olacak iri taslardan temizlenmistir.

Toprak tavli oldugu donemde 10-15 em derinliginde soklu pulluk ile siiriiliip arkasindan
disk-harrow gekilmistir

Saf madde iizerinden dekara 5 kg N, 5 kg P»0s ve 5 kg K,0 olacak sekilde giibre
atilmistir.

Tapan gegirilerek toprak ekime hazir hale getirilmistir.

Markor yardim ile 50 cm sira arasi belirlenerek ekim yapilmistir

Fide ¢ikisindan bir hafta sonra sira lzeri 10 cm olacak sekilde el ile seyreltme

yapilmistir,
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ismeyi takiben yabanci ot kontroliiniin yani sira bogaz doldurmak icinde el gapas:
IB;Blem isleri yapilmigtir. Sulama, yagmurlama sulama olarak yapilmustir (Sekil 3.2).
:[ttaki kapsiilleri sararan susam bitkileri elle sokiillip teliz torbalara yerlestirilerek

oléede kurumaya birakilmigtir. Daha sonra torbanin igine bitkiler girpilarak tohumlar

ide edilmistis

DS

Sekil 3 2. Bakim Islemleri Yapimis Susam Populasyon Ekim Alam
3.1.4. Istatistiksel degerlendirmeler

~ Calismada kullanilan 52 populasyonda 13 farkh &zellik (Bitki boyu=Bit.boy, Kapsiil
| 'yﬁksekligi=kap yuk, Bin tane agirligi=1000TA, Yaprak koltugundaki kapstil say1si=YKKS,

Kapsiildeki karpel sayi5i=KXS, Kapsiill Tiyliligi=Kap Tiy, Dallanma, Cigeklenme
- zamani=Cizam., Tohum rengi=Tohren, Kapsiildeki tohum say1si=KT1S, Ana saptaki
| kapsiil say1si=ASKS, Tim bitkideki kapsiil sayisi=TBKS) incelenmistir. Degiskenlerin
istatistiksel analizde kullanilmasi amaciyla transformasyonunun yapilmasi gerektii i¢in
adet olarak tespit edilen kapsiildek: tohum sayis1 (KIS), ana saptaki kapsiil sayis1 (ASKS)
ve tim bitkideki kapsil sayisi (IBKS) degiskenlerinin karekSkleri almmustur. Bu

degiskenlerin karekokleri alindif zaman normal dagilim géstermistir.

Incelenen degiskenlerin ortalama ve standart sapma gibi temel istatistikleri hesaplanarak

Ozellikler arasindaki iligki korelasyon analizi ile belirlenmistir. 13 degisken arasindaki bu
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{i{emel bilesenler analizi ile desteklenmistir. Korelasyon analizi SAS (SAS, Institute
;5:'paket programi, temel bilesenler analizi ise MINITAB paket programt kullanilarak

ﬁﬁlstﬂi

'_Q;-elasyon ve temel bilesenler analizlerinden elde edilen sonuglardan yararlanarak
mnda bagimhihi@in disiik oldudu tespit edilen degiskenler kullaniiarak populasyonlart
rer gruplara kilmelemek i¢in kiimeleme analizinden faydalamilmistie x; ve x; gozlem
Srleri arasindaki d(x;,x)=d; uzaklik degerini belirlemek amactyla okiit uzakligindan
L;famlmmtu‘ (Tathdil, 1996). Kimeleme analizi hiyerarsik kiimeleme analizinde tek
iantl teknigl ile yapilmustir Teknikte dnce iki yakin birim birlestirilir sonra gok yakin
i:suiardan olusan birimleri igeren grupla baglanir (Digby vd.1987). Kiimeleme analizi
Qi‘TAB paket programi kullaniiarak yapilmstir Bunun disinda SPSS 8.0 paket
gramu {le de kiimeleme analizi yaptimistir. Elde edilen benzerlik oranlan ve dendogram

NITAB ile yapilan analizden elde edilen sonugiarla aym olmustur.

. RAPD Markerleri ile fgili Calismalar

a

1. Materyal

DNA izolasyonu i¢in bitki materyali, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
ruma Bolimii iklim odalarinda 26 °C sicaklikta 16 h aydinhk 8 h karanlik kosullar
nda saksdarda yetistirilmistir: Bitki genomik DNAst, ortalama 10-12 giin sonunda

kilerin kotiledon yapraklarndan sonra ¢ikan ilk gergek yapraklarindan elde edilmistir,
2. Metod

Calismada Dellaporta vd. (1985) tarafindan gelistirilen DNA ekstraksiyonu yéntemi’

difiye edilerek asagidaki islem swrasivia yapilmstir

0.075 g 10-12 glinliik gen¢ yapraklar siv1 nitrojen yardim: ile dondurularak havanda toz

haline gelinceye kadar ezilmisur.




ﬁdra halindeki yapraklar lizerine 400 pl DNA ekstraksiyon ¢dzeltisi (Cizelge 3.5)
::éklenerek homojen bir karisim oluncaya kadar havanda kanstirilmistir. Daha sonra

pendorf tiplere alinarak % 10°luk 50 pl SDS ilave edilmistir Eppendorf tiiplere

afifce vurularak kangtuilmistir,

"ﬁpler daha sonra 65 °C’de 12 dk su banyosunda tutulmustur. Inkiibasyon siiresince
pendorf tiipler ara sira dikkatle ters yiiz edilerek kangtinlmustir,

3

zelge 3 5 DNA Ekstraksiyon Cdzeltisi (100mM Tris-HCl pH 8.0, 50mM EDTA pH
8.0, 500mM NaCl, 10mM 2-mercaptoethanol). 160 ml icin:

2.0 M Tris-HCL pH 8.0 50 ml
0.5MEDIA pHS80 10.0 ml
5.0 M NaCl 10.0 ml

2-mercaptoethanol 70.0 ul

d Sicak su banyosundan ¢ikartilan tiiplere SM 125 ul potasyum asetat ilave edilerek yine

- parmakla hafif fiskeler vurularak karigtinlmistir. Bundan sonra 5§ dk. buzda bekletmeye
alinmistir.

-:e. Bu iglemden sonra 200 ul kioroform:octanol ¢dzeltisi (24:1) ilave edilerek 4 ’C'de
10000 rpm’de 45 dk santrifly yapilmistir. Santriifikasyon sonrast SDS/protein
peletinin iistiinde olugan siipernatant temiz bir tiipe alnarak ~20 °C’den ¢ikarilan 375 pul

soguk isopropanol ilave edilmistic Tiip dikkatle ileri geri hareket ettirilerek karigurilmig
ve ardindan —20 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

f. Inkiibasyondan sonra 10 000 rpm’de 20 dk 4 °C’de santrifij yapilmistur ve tiipiin
tabaninda olugan peletin Ustiindeki sivi atilmigtir Pelet % 80’lik etil alkolle ti¢ kez
yikandiktan sonra 50ul TE icinde ¢dzillmiigtiir

g Ortamdaki RNA’y1 uzaklagtimak igin 2.5 pl RNaz enzimi eklenerek su banyosunda
37°C’de 30 dk bekletilmistir Daha sonra RNaz uygulanmamis bir DNA 8rnegi kontrol
olmak sarti ile RNaz ilave edilmis DNA Sinekler % 0.4'liikk agaroz jelde yiiritiilerek

karsilagtirlmigtic Uygulama sonucu RNaz ilave edilen &rneklerde RNA bantlan
kaybolmustur

h. DNA miktarimin belirlenmesi ve polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmasi igin

sulandirma oranlannin hesaplanmasinda spektrofotometrik digimler yapilmistir Destile

su ile yapilan 1/200’lik sulandumalar ile UV- spektrofotometresinde (Shimadzu UV-
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[50) 260 nm (Aas) ve 280 nm (Aag) dalga boyundaki absorbsiyon deZerlerine

bakliar'ak DNA molekiiliintin konsantrasyonu hesaplanmistir

zble edilen DNA'min protein ve diger fenolik bilesiklerle bulasik olup olmadiim
r’ié‘mek i¢in {Ajeo) dalga boyunda okunan absorbans degeri (Ajgo) dalga boyundaki
':f'bans degerine oranlanmustir (Azso/ Asg). Cikan deger 1.8'in altinda olmasi halinde o
3pﬁ1asy0nlaf‘a ait DNA ekstraksiyonu tekrartanmustir. Clinkit degerin 1.8'den diisiik
kma51 DNA'da protein ve fenol konteminasyonunun oldugunu gdéstermektedir (Maniatis

{,1982)
3.2.1 DNA ekstraksiyonunda kullamlan ¢ozeltiler

0 M 100 m! Tris-HCL (pH 8.0): 2422 g trisma base 80 ml destile su i¢inde ¢oziildikten
nra son hacmi {00 ml olacak sekilde HCl ile pH 8'e ayarlanmustir Tris-HCI

oklavianarak sterilize edilmistir.

S5 M 100 ml EDTA: 1871 g 80 ml destle su i¢inde ¢dziilmils ve yaklagik 2 ¢ NaOH
eleti itave edilerek pH 8 olacak sekilde son hacim 100 ml'ye tamamlanmis ve daha sonra

toklav edilmigtir

0 M 100 ml NaCl: 2922 g NaCl 90 ml su iginde ¢oziildilkten sonra son hacim destile su

e 100 ml'ye tamamlanmustir. Otoklavla sterilizasyonu yapiimstir.

5 10 SDS: 10 gr SDS 70 ml ddH;0 iginde 1sittlarak ¢ézilmils ve daha sonra oda
cakliginda sogutularak toplam hacim 100 ml'ye tamamianmistir. SDS filitre kullanilarak
terilize edilmistir.

M 100 ml Potasyum asetat: 49.1 g potasyum asetat ddH;O i¢inde ¢oziildlikten sonra

optam hacim 100 ml'ye tamamlanmustir
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;ris/EDTA (TE ) Tamponu: 100 mi i¢in 2 M Tris HCl'den (pH 8.0) 25 ml ve 05 M
DTA'dan (pH 8.0) 2 ml alinarak son hacim 100 ml'ye tamamlanmistir.

0X TAE Tamponu (1 L): 242 g tris base, 57.1 m! glacial acetic acit ve 100 ml 05 M
:DTA icinde ¢Oziilditkten sonra toplam hacim 1L'ye tamamlanmustiz. TAE tamponu oda

rcakliginda saklanmugtir

X TAE Tamponu (1 L): 50X TAE tamponundan 20 mi alinip ¢dzeltinin hacmi | L'ye

amamlanmistir.

Waz: Sigma'dan temin edilen Ribonuclease A (RNase), 6nerilen sekilde 10 mM Tris-HCI
'H 7.5 ve 15 mM NaCl iginde konsantrasyon 1 mg/ml olacak sekilde ¢oziilmiistir Elde
:dilen RNaz stokundan 50 pl'lik DNA'lara her 6mek icin 50 pg/ml olacak sekilde

zklenmistir.

6X Loading Buffer (10 ml): 4 g sucrose, 25 mg Bromophenol Blue Dye, 2.4 ml 0.5 M
EDTA steril ddH,O ile son hacim10 ml'ye tamamlanmistir.

Ethidium Bromid: 0.1 mg ethidium bromid 10 ml ddH,O iginde kanstinlarak ¢oziilir.
Karanhkta +4 °C'de saklamir Hazirtanan ana stok 10 mg/ml Ethidium bromid igermektedir,
Jel boyamast yapilacagi zaman 200 ul bu ana stoktan alinarak 1 L suya ilave edilmis ve
koyu renkli sisede kullamima hazirlanmistir. Ethidium bromid oldukga kansorejen bir
madde olup ¢alisirken mutlaka eldiven giyiimeli ve etrafa bulagtinlmamaya Ozen

gOsterilmelidir.
3.2.2.2. RAPD "Random Amplified Polymorphic DNA" tekniginin optimizasyonu

RAPD yontemi (Williams vd. 1990) ile 38 farkli susam populasyonundan elde edilen
genomik DNA’lar kullanilarak, genetik akrabaliklar1 saptanmigtir.
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A konsantrasyonunun optimizasyonu

Kalip DNA konsantrasyonu amplifikasyonun basarist igin ¢ok dnemli bir faktdrdiir.
Tekrarlanabilen RAPD profillerinin elde edilmesi igin reaksiyon karisiminda bulunmas:
oreken DNA miktann UV-spektrofotometresinde 260 nm dalga boyundaki absorbsiyon

:égerinden faydalanilarak hesaplanmistir (Maniatis ve ark., 1982).
DNA miktarn (ug/ml)= Absorbans degeri (OD3g0) X 50 X Seyreltme Katsayist

Yukaridaki formiile gére tim populasyonlara ait DNA miktart 1760 ng/unl-1820 ng/ul
rasinda degismistir Konsantrasyonu belli olan bu DNA'lar ikiye bdliinip -20 °C'de
__ rﬁuhaf’aza edilmistir Reaksiyon igin kullanifan DNA'lar buradan alinmistir. Her bir DNA
:.:ltljrnegi 87 5 ng/ul olacak sekilde TE buffer ile seyreltilmistir. Kalip DNA konsantrasyonu
: diger bitkiler i¢in ortalama 3 ve 30 ng arasinda optimum amplifikasyon vermektedir. Bu
sinirin diginda amplifikasyon olmamaktadir. Caligmada test edilen DNA miktar1 2 ng, 3 5

ng, 7 ng ve 14 ng olmustur. Uygun DNA miktart 7 ng olarak tespit edilmistir

MgCl; Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Magnezyum konsantrasyonu primer yapismasina "annealing”, enzim aktivitesine,
{irlinuin belirginligine ve primer-dimer artifaktiarinin olusumuna etki etmektedir (Pancholi
1995, Devos ve Gale 1992). Diisiik konsantrasyonlu MgCl, kullanildify zaman genellikle
diistik verimli {irin veya hi¢ iriin olusmazken yiiksek konsantrasyonlu Mg iyonu ise
istenmeyen iirlinlerin olusmasina neden olmaktadir. Calismada 0.5 mM, 15 mM, 2 mM,
2.5 mM, 3 mM ve 5.5 mM Mg konsantrasyonu denenmisgtir. Elde edilen PCR iiriinlerinde 3
mM Mg konsantrasyonu ¢ok sayida ve parlak bantlar vermistir. MgCly’de Taq Pol enzimi

ile birlikte 25 mM olarak (Promega) temin edilmistir.
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rimer Konsantrasyonunun optimizasyonu

Primer konsantrasyonu yliksek oldugu durumlarda kalip DNA'dan bagimsiz primer-
imer'lerinin ve spesifik olmayan driinlerin olusmasina neden olmaktadir (Pancholi 1995,
| Weeden vd. 1992). Calismada 10 niikleotidlik 12 farkli primer kullanilmistir. Bu primerlerin
- baz dizilisi Cizelge 3.6 da verilmistir.

._'Cizelge 3.6. RAPD Analizinde Kullanilan Primerler ve Baz Dizilisleri

Isim Dizi (5. ceennene 3N
K1 TTGGCGGCCT
K2 ACCTCGCCAC
K3 GGCTGGTTICC
K4 TGCTGGTITCC
K5 ACGGGCCAGT
Ké6 CIGCGCIGGA
K7 ACCTGGGGAG
K8 GAGGTCCACA
K9 GTCAGIGCGG
Ki0 ACAGCCCCCA
K1l AGACCCAGAG
K12 CTATGCCGAC

Kullanilan primerlerin nitkleotid dizilert rastgele se¢ilmis olup Guanin/Sitozin orani en az
% 60’dir Susam 1i¢in kullanilan primer konsantrasyonu 5 pmol, 10 pmol, 12.5 pmol, 25
pmol ve 50 pmol olmak izere test edilmistic. Yapilan optimizasyon sonucu her bir

primerden 25 pmoi kullanilmas uygun bulunmustur.

dNTP Konsantrasyonunun optimizasyonu

Deoxynucleotide triphosphate (dNTP) konsantrasyonunun diigik miktarda kullanimi
PCR'm giivenilitlifini arttirmaktadir. Dugiik dNTP konsantrasyonu niikleotidlerin yanlis
baglanma olasiligint azaltir (Pancholi 1995, Gogmen 1994). Calismamizda yanhs baglanma
hatasini azaltmak i¢cin 0.02 mM, 0.04 mM, 0.08 mM, 0 1 mM ve 0.2 mM olmak tzere 5
farkli dNTP konsantrasyonu denenmistir. Deneme sonunda en iyl sonug veren dNTP

konsantrasyonu 0.2 mM olarak belirlenmistir. Calismada dATP, dGTP, dCTP, dTTP’den
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gdér sogutulduktan sonra tarak yerlestirilmis jel tepsisine hava kabarcifi olmayacak
ckilde dokiilmiistiir. Katilasan agaroz jel daha sonra IXTAE buffer igeren tanka
é}ieg.tirilmistitt. PCR iirlinlerini jelde yiriitmek ig¢in 20 ul &mek alinarak 3 ul loading

uffer ilave edilmis ve yikleme yapilmustir.

‘Sonugta "low melting" ve "high melting" agaroz kanstirilarak hazirlanan jelde PCR

riinleri 75 V'ta 250 amper akim uygulanarak 1.45 saat yiiriitilmustiir.

Yiirlitme tamamlandiktan sonra DNA bantian ethidium bromid ile 45 dk boyanarak UV
transiliminatorit altinda gézlenmistir. RAPD profillerinin fotograf g¢ekimleri igin video
kamera kullanilmustic Video kameradan alinan goriintiiler fotograf fiimine aktarlarak

olduk¢a olumlu sonuglar alinmistir.
3,2.2.4. Istatistiksel degerlendirmeler

Genetik iliskinin belirlenmesi i¢in kiimeleme analizinde "unweighted pair group method
of arithmetic analysis" (UPGMA) kullaniimustir. Kullanilan 12 primere ait RAPD
bantlarinin varhigt (1) veya yokluguna (0) gére olusturulan veriler, her populasyonlann
kendi aralarinda paylastiklart amplifikasyon firiinlerinin sayisina dayanarak benzerlik
tahmin edilmistir (Nei ve Li 1979). Istatistiksel degerlendirme i¢in uygulanan adimlar

asadida verilmigtir.
»  Amplifikasyon profili, bantlarin varligi (1) veya yokluguna (0) gére degerlendinlmigtir.

®=  Net ve Li'nin (1979) katsay: analizi yapilmistur;
a. Sij= 2Ni/Ni+Nj veya

2 x 1 ve j arasindaki ortak bant say1si

i ve j arasinda toplam bant sayis:

b Ortalama Primerin £Nij veya

wn
h



7§ ve j'nin toplam benzerlik indeksi

toplam primer sayist

‘Benzerlik Matrisinin olusturulmast ve benzerlik matrisine dayanarak 1-S;=genetik

: .ﬁzakhk formiilii ile genetik uzaklik matrisinin olusturulmasi

Benzerlik matrisini kullanarak, populasyonlart kiimelemek i¢in  UPGMA ile

“dendogram olusturulmugtur.
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GULAR VE TARTISMA
forfolojik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

arkh bolgelerden toplanan susam populasyonlari, ¢igeklenme zamani, dallanma
w, yaprak koltufunda kapsiil saysi, kapsiilde karpel sayisi, tohum kabugu rengi,
stil ..tiiylt'lhigrii, kapstil dizilisi, bitki boyu, ilk kapsiil yiiksekligi, ana sapta kapsil sayis,
':-__b'_'_'itkide kapstil sayisi, kapsiilde tohum sayisi, 1000 tane agurlig1 olmak tzere 13 farkh
Hik bakimindan degerlendirmeye alinmugtir. Bu 6zellikler, Demir (1962) tarafindan
iri:len kapsiil siklig1, dallanma, kapsiilde karpel sayis1, yaprak koltugunda gelisen gigek
151, kapsul baglama yiiksekligi, bitki boyu ve kapsiilde yan zarlarn gelisimi gibi
i__'gkenlerin yani sira, Baydar'in (1997) degerlendirmeye aldigi, ana saptaki kapsiil sayst,
E"bitkide kapsiil sayisi, kapstilde tohum sayisi, 1000 tane agirligt ve cigeklenme zamani

ibi degisenlere gore secilmistir. Patit ve Sheriff (1994), susamda inceledigimiz 13

e'giskenden tfarkli olarak kapsiil uzunlugu, ilk kapsiiliin uzuniugu, ilk dalin uzunlugu,

erim, hasat indeksi, bitki bagina tohum verimi, bitki basina yag verimi ve kapsiil ¢evresi

Aragtirmada kullantlan 13 degiskenden elde edilen veri tablolan olugturulurken

degiskenler iizerinde yapilan dliimler farkh Slgii birimierinde oldugu igin veriler, 6zellikler
:_':'arasmdaki korelasyon ve kiimeleme analizi igin girdi olarak kullanilmadan &nce bagimsiz
f;iogrusal degiskenleri olusturmak (Beuningen vd 1997) ve degiskenler arasindaki
3.:uzak11klatm hesabinda hatali yorumlamay: ortadan kaldirmak igin basit bir domiisimle
.standartlastmlmmtu' (Tirker ve Tiirker 1994, Singh 1991). Belt ve Brown (1991}, pamuk
varyetelerinin  analizinde standardize edilmis verileri kullanarak kimeleme analizi
yapmuslardir. Olgiim yaptifimiz kapsiildeki tohum sayisi, tiim bitkideki kapsiil sayisi ve ana
saptaki kapstil sayisina ait veriler adet olarak alindigi icin 6zelliklerin karekdkleri alindrak

normal dagilim gdstermesi saglanmustir.
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© Degiskenlere ait ortalama ve standart sapmadan olusan temel istatistik sonuglar

izelge 4 1'de verilmigtir.

izetge 4.1. Morfolojik Ozelliklere Ait Ortalama ve Standart Sapma

yegiskenler Ortalama Standart Sapma
jitki boyu 137 72 21.75
rapsiil yitksekligi 44033 20 859
000TA 3.3908 03157
TKKS 0.01923 0.13747
KS 0.00962 009768
{apsiil Tuyliiligd 0.3923 0.9556
Jallanma 0.2058 0.4047
“igeklenme zaman 0.5385 0.5710
[ohum rengi 2.712 2309
(TS 8.5152 0.4625
ASKS 55161 0.6752
[BKS 68773 13858
apsiil dizilisi 0.9769 1.1776

Calismada kullanilan 13 dzellik (p) ve 52 populasyonun her birinden onar bitkinin
52x10) degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler arasindaki iliskilerin incelenmesinde
corelasyon analizi kullanilmugtir. Jeffers vd (1967), temel bilesenler analizini yapmadan
jnce On islem olarak uzunluk ve say1 karigimindan olan degiskenlerin korelasyon matrisini
bulmusglardir 13 degiskenin birbiri ile iliskisinin incelendigi korelasyon matrisi Cizelge

4.2'de verilmistir,

Cizelge 4.2'nin incelenmesi sonucu, bitki boyu ve kapsill yiiksekligi arasinda (r=
0 549} ve ¢igeklenme zamani ile bitki boyu arasinda (r= 0.580) pozitif ve énemli (p<0.01)
bir korelasyon oldugu géritlmistir Ayni sekilde ASKS ve TBKS (1= 0 593), YKKS ve
KKS arasinda (1= 0 417), ¢iceklenme zamant ile kapsiil yitksekligi arasinda (1= 0.458),
kapsiil dizilisi ile tohum rengi arasinda (1= 0.484), 1000 TA ve ¢igeklenme zamani arasinda
(r= 0.189) pozitif ve dnemli (p<0.01) korelasyon bulunmustur Bununla birlikte kapsiil
tiyliligd ile dallanma (1= -0.194), KIS ile bitki boyu (1= -0.131), ¢igceklenme zamani ve

tohum rengi arasinda (r= -0.162) ve giceklenme zamani ile KTS arasinda (1= -0.202),
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ASKS ile gigeklenme zamani arasinda (r= -0.173) negatif ve Gnemli (p<0.01) bir

'*Zkorelasyon tespit edilmistir.

Ancak degiskenler arasindaki bagimliligin yiiksek olmadigi durumda veya degiskenler
arast ligkilerin yapisi hakkinda Onbilginin desteklenmesi agisindan temel bilesenler
'ﬁ._:'analizinden yararlaniimaktadir (Ttrker ve Tiirker 1994) Bugdayda yapilan bir ¢alismada,
;=._':gesitlerine ait bilgilen degerlendirmek igin standardize edilen verilere temel bilesenler
analizi yapilms ve veriler arasindaki bagimlilik belirlenmistir (Royo vd 1995). Beuningen
S vd (1997) ise korelasyon matrisindeki verileri girdi olarak kullanarak temel bilesenler
analizi ile dzellikler arasindaki iligkiyi beliriemislerdir. Hu (1985) ise kiiltiiril yapilan susam
 tipleri arasinda farkliliklan ve karakteristikleri temel bilesenler analizi ile belirlemistir, Bu
bilgiden yola ¢ikarak, inceledigimiz dzellikler, ¢ok degiskenli istatistik yontemleri i¢inde
degiskenler arasindaki iligkilerin incelenmesinde en etkili yontem olan temel bilesenler
analizi (Turker ve Tiirker 1993, Souza vd 1991) ile de degerlendirilmistir. Elde edilen

veriler Cizelge 4 3'de verilmistit

Cizelge 4 3'deki 6zdegerler incelendidi zaman ilk temel bilesen ekseni (PC1) toplam
varyasyonun % 19 l'ini, ikinci temel bilesen ekseni (PC2) % 12 8'ini ve Ugiincii temel
bilesen (PC3) ekseni ise % 11 6'sim1 olmak lizere ii¢ eksen toplam % 53.9'unu agiklamistir.

PC4, PCS ve PC6 cksenleri ile birlikte varyasyonun toplam % 70 6's1 agiklanmistir

Cizelge 4 3'de degiskenlere ait ana bilesenler katsayilari incelendiginde PCl'de bitki
boyu (0.504) en yilksek etkiye sahipken bunu olgunlasma zamam (0.424) ve kapsiil
yiksekligi (0.499) izlemistir PC2'de ise ASKS (0 552) ve TBKS (0.478) en yliksek degere
sahiptir. PC3'de YKKS (-0.434) ve KKS (-0.487) en yiiksek etkiye sahip olmustur. flk 10
PC ekseni genotipler arasindaki varyasyonun % 91 2'sint belirledigi i¢in populasyonlar i¢in
degiskenler arasindaki korelasyonun derecesi diisiik olmustur Bu durum korelasg/on
matrisinden elde edilen sonuglan daha net olarak agikhga kavusturmustur Cizelge 4 3'teki
degiskenlere ait 1. ve 2. eksende yer alan degerlerin iki boyuttu diizlemdeki durumlan Sekil

4 1'de gosterilmistir. Sekildeki, birinci ana eksenin pozitif tarafinda yer alan bitki boyu,
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kapsiil yiksekligi, ¢igeklenme zamani, tohum rengi ve 1000 TA degiskenleri korelasyon

atrisi incelendigi zaman, séz konusu deigkenler arasinda pozitif' korelasyonun oldugu

pritllmektedir. Diger yandan ikinci eksende kiimelenen YKKS, ASKS ve TBKS'mun diger
degiskenlerle arasinda zayif bir korelasyonun oldugu saptanmugtiz. Birinci ana eksenin
_negatif tarafinda yer alan dallanma 0zelligi ise diger ozelliklerle zayif bir korelasyon

‘gostermesi yaninda kapstil tilyliiliigii ile arasinda da negatif bir korelasyon vardur.

Sekil 4.1. Degiskenlerin Tki Boyutlu Diizlemde Gosterilmesi

kaptu
Py kyuk

AN ¢
L = bigoy

1000ta
Ay =
¢ kapdiz
¢

ciza

o

I i i
dalianma

¢
"04 "02 _{) 1 p A4 02 tohren 04 06
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kapyuk
1000ta
YKKS
KKS
Kaptuy
dallan
erken

kap.diz

toh.ren.

KTS
ASKS

TBKS

¥

0.549"
0.226"
0.015
0.001
0.009
0.060
0.580""
0.303"
0.186"
0.1317
-0.042

0.013

0.184"
0.012
-0.004
0.072
-0.035
0.458"
0.138
0.106
-0.068
-0.015

-0.007

0.041

0.049

-0.060

0.048

0.189"
-0.052
0.045
0.006
-0.056

-0.041

*

0.417"
0.177"
-0.071
-0.059
0.038
-0.098
0.167"
0.105

0.043

-0.040
-0.050
-0.024
-0.032
-0.116
0.072

0.052

-0.062

0.194"
0.004
0.017
0.106
0.042
0.082

0.040

-0.030
0.103
0.086
-0.024
-0.024

0.120

0.276
0.162°"  0.484"
-0.202"  -0.004

*

-0.173"" -0.022

-0.110 -0.057

-0.015

-0.060

-0.084

0.142

-0.028

0.593""

**p<0.01 dizeymde onemli
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f}_ﬁmeleme analizinin en farkh gruplan tek basina kiimelenmesiyle fakat pedigre yoniinden
_i:'y,'_iksek derecede 1ligkili olan populasyonlart ise miimkiin oldugunca tek bir grup i¢inde
toplamasi Ozelliginden yararlanarak analiz yapimigtir (Beuningen vd 1997). Calismada bu
:..:52311131 veren hiyerarsik siniflandirma yontemi kullandmistir, Ciinkd birimlerin genis
':.'i{ategoxilere simflandirilmast belli giftlerin arasindaki 1iliskiyl vermekien daha uygun
 olmaktadir (Tatlidil 1996)

_ Olciilen ézelliklerden birimi cm, gr ve adet olan 6 Szellik kantitatif, ordinal (sirals;
nesne veya bireyler bir sira diizenine sokulur) ve nominal (nesnelerin dzelliklerine gére
belli adlar altinda simflar) Olgekten (Cakir, 1994) olusan diger 7 Ozellik ise kalitatif
niteliktedir. Verilen 6l¢t birimlerindeki farkiiliktan dolayr bagka bir ifadeyle siirekli ve
 kesikli dediskenlerin birlikte bulunmasindan dolay1r kiimeleme anzlizinde kantitatif
- degiskenler alinmistir. Genetik uzakhfin belirlenmesinde &klit uzakh@ (Tatlidil, 1996)
kullanilmistir. Patil ve Sheriff (1994), Ganesh ve Thangavelu (1995) ise susamda genetik
farkliligt  belirlemek i¢in Mahalanobis uzaklifina dayanarak kimeleme analizi

- yapmuglardir.

Yaptifimiz ¢aligmada kantitatif degiskenlerle birlikte kalitatif degiskenlerinde
kullanilmas1 durumunda ayn dendogram elde edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar Singh vd
(1991) tarafindan da desteklenmektedir. Arastiricilar fasulyede kalitatif degiskenlere
normallik analizi vyaparak bunlann kiimeleme analizinde kullanmuislardir. Kalitatif
degiskenleri de hesaplamaya dahil ettikleri zaman, ayni sonuglan elde etmislerdir Ayni
sekilde Loi vd (1997) sadece kantitatif karakterleri kullanarak kiimeleme analizi
yapmuslardir. Escribano vd (1998) ise fasulyede hem kantitatif hem de kalitatif degiskenleri

birlikte kullanarak kiimeleme analizine gitmislerdir.
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A Wl L LA A e A B D R L A e

PC3 PC4 PCs  DPC6 PC7  PCS PCO  PCIO PCIL

PCl PC2

Ozdeger 2.4890 1.668 1.5138 1.3417 1.1999 0.9711 0.8364 0.7666 0.5677 0.5017 0.4187 0.3739 (0.3515
Kismi Varyasyon 0.191 0.128 0.116 0.103 0.092 0.075 0.064 0.059 0.044 0.039 0.032 0.029 0.027
Toplam Var. 0.191 0320 0.436 0.539 0.632 0.706 0.771 0.830 0.873 0.912 0.944 0.973 1.000
Degiskenler Ozdeger Vektorii

Bit.Boy. 0.504 0.202 0.005 0.152 0.017 0.020 -0.123 -0.118 0.071 -0.075 -0.042 -0.789 -0.133
Kap.yiik 0.424 0.219 -0.060 0.210 -0.150 -0.10%1 -0.217 -0.242 -0.412 0.510 0.207 0.314 0.122
1000TA 0.196 0.080 -0.162 0.308 0.212 -0.575 0.510 0.375 0.121 -0.025 0.193 0.053 0.049
YKKS -0.068 0.433 -0.434 -0.183 0.163 0.160 0.173 -0.155 0450 0433 -0.254 0.070 -0.142
KKS -0.061 0.289 -0.487 -0.019 0.336 0.337 -0.001 0.190 -0.514 -0.336 0.076 -0.032 0.174
Kap.Tity 0.011 0.237 -0.083 -0.320 -0.565 -0.094 0.479 -0.379 -0.113 -0.303 0.166 -0.024 0.040
Dallanma 0.045 -0.064 0.303 0.050 0.624 0.022 0.285 -0.611 -0.111 -0.110 0.031 0.106 -0.138
Ci.Zam 0.499 0.040 -0.065 0.151 -0.091 0.106 -0.126 -0.007 0.238 -0.495 -0.383 0.482 -0.079
Kap.Diz 0.333 0.059 0.162 -0.516 0.199 0.159 -0.120 0.162 0.322 -0.038 0.579 0.102 0.191
Toh.Ren 0.290 -0.050 0.218 -0.538 0.085 -0.105 0.216 0.292 -0.372 0.191 -0.497 -0.023 -0.059
KTS -0.160 0.181 -0.137 -0.288 0.170 -0.673 -0.490 -0.208 0.012 -0.197 -0.125 -0.014 0.139
ASKS -0.175 0.552 0.353 0.040 -0.030 -0.033 -0.115 0.231 -0.103 -0.089 0.154 0.121 -0.642
TBKS -0.131 0.478 (.475 0.188 0.001 0.090 0.078 0.053 0.098 -0.008 -0.225 -0.028 0.645
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Cizelge 44'deki 6 kantitatif degisken kullamlarak yapilan kilmeleme analizi

sonuclarina gdre susam populasyonlari arasindaki genetik benzerlik 98 91 ile 76 00, genetik

uzaklik ise 1 09-24 arasinda degismistir.

Cizelge 4.4 Populasyonlann Kiimeleme Analizi Sonucu Benzerlik ve Uzakhik Diizeyleri

Benzerlik Uzaklik Kiimeler Benzerlik Uzaklik Kiimeler
Diizeyl Diizeyi Diizeyi Diizeyi
98.91 1.186 37-50 96.31 4.008 28-40
98.76 1,343 8-47 96,23 4,088 i-12
08.47 1.665 14-29 96.06 4271 3-4
98.46 1.675 35-37 95.83 4.526 8-36
98.22 1.935 48-52 95.63 4.740 28-43
98.19 1.962 44-54 95.63 4.744 11-42
98.19 1.964 40-48 95.57 4,803 11-44
98.09 2.071% 24-38 95.57 4,806 11-16
97.95 2.223 22-23 95.53 4.845 8-28
97.81 2.381 40-46 95.50 4.879 8-53
97.77 2.417 40-49 05.12 5.299 1-3
97.72 2473 3-17 95.01 5.415 R-11
97.59 2.609 14-18 94.68 5.768 25-34
97.53 2.683 2-13 94.64 5.814 1-2
97.51 2.699 41-45 93.13 7.451 21-22
97.51 2.703 28-56 93.03 7.564 30-33
97.45 2.762 9-10 92.17 8.496 26-30
97.28 2.950 11-24 90.19 10.645 1-7
| 97.22 3.013 35-55 9.70 11.177 1-8
97.20 3.038 3-9 89.63 11.249 1-19
96.98 3.275 40-41 88.55 12.419 25-32
96.85 3.420 28-39 88.71 13.017 1-32
96.74 3.539 59-60 87.79 13.347 25-26
96.67 3.613 8-14 81.71 19.841 1-25
96.55 3.738 26-59 76.00 26.039 1-16

Aynt bolgeden toplanan populasyonlar arasinda yitksek diizeyde benzerlik
bulunmasina ragmen, bu tiim populasyonlar i¢in gecerli bir zellik degildir Canakkale-
Biiyiikanafartalar'dan (8) ve Adana-Poskabasakal kdyiinden (47) toplanan populasyonlar
arasinda yiiksek diizeyde (% 98 70) benzerlik tespit edilmistir Yine Burdur-ilyas kdyii (36)
ile Canakkale-Biiylikanafartalar (8) arasinda (% 95.83), Manisa-Killik kéyil (17) ile Edirne-
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Altnyazt (3) koyleri arasinda (% 97.72), Manisa-Metkez (14) ve Denizli-Acipayam (29)
érasmda (%98.47), yiiksek diizeyde benzerlik bulunmustur. En diisitk genetik benzerlik
~ Edime-Maksutlu k8yii (4) ile Manisa Turgutlu (18) (% 76.00) ve Edime-Maksutlu kdyii (4)
. ile Aydin-Kozandere'den (25) kdylerinden (% 81 71) toplanan populasyonlarda tespit
edilmistir. Patil ve Sheriff (1994), 100 susam genotipinde yaptiklar1 calismada ayirdiklar
-~ varyetelerin dagihginin cografik orijinlerine gdre olmadigimi belirtmiglerdir. Yine Ganesh
ve Thangavelu (1995) 50 susam varyetesinde yaptiklan kiimeleme analizinde cografik

farkliifin genetik farkhilkla bir iliskisinin olmadifi sonucu ile bizim sonuglarimizi

- desteklemektedir. Dendogramuin incelenmesi ile (Sekil 42) aym boélgeden toplanan

.. populasyonlarin farkll ve hatta birbirine uzak bélgelerden toplanan populasyonlar ile ayn:

gruplarda yer alabildigi gérillmektedir.

Populasyonlarin benzerlik dizeylerine gére yapilan dendogramdan (Sekil 4.2)

~ yaralanarak tiim populasyonlar 7 gruba ayrilmistir;

1 Grup: Sirnak-Cizre Dirsekli {59-60) kéylerinden toplanan iki populasyon arasindaki
genetik farklilik diisiik olup (% 3 539), Aydin-Bozdogan Haydere (26)
populasyonu ile birlesmektedirler. Bunlar arasindaki genetik farklilik % 3.378
olarak bulunmustur Bu grupta ayni zamanda Denizli-Acipayam Giimis (30),
Mugla -Ortaca Eksiliyurt (33), Mugla-Dalaman (32), Mugla-Kdycegiz (34) ve
Aydmn-Bozdogan Kazandere (25) populasyonlan da yer almaktadu. Ege
Bolgesinden toplanan populasyonlarin  ¢oguntukta oldugu bu grupta,
Giineydogu Anadolu Bélgesinden de iki populasyon (Sumak-Cizre Dirsekli
(59-60)) yer almustir, Her iki populasyonda, Ege bdlgesinden toplanan diger
populasyonlarla bitki boyu bakimindan, TBKS ve ASKS bakimindan oldukga
benzer bulunmuslardir,

II. Grup: Bu grubu Urfa-Hilvan Merkez (56), Kongik (55), Faik (53) ve Uglizlen (52)
kéyleri, Adana-Osmaniye (50), Adana-Kozan Gazi (49), Akdam (48), Zerdali
koyleri (46), Adana-Kadirli Ciglik (45), Y Bozkuyu kéyleri (43), Adana-
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rup:

ITup:

up:

Ceyhan Dokuztekne (41), Giindogan (40), Yesildam kdyleri (39), Bui'dﬁr-_ o

Bucak (37), Mugla Fethiye (35), Denizli-Acipayam Kumavsarn (28)
kdylerinden toplanan populasyonlar olusturmaktadir Adana-Ceyhan Giindogan
(40), Adana-Kozan (48-49) ve Urfa-Hilvan Ugilizlen (52) kdyleri arasindaki
benzerlik olduk¢a yitksektir (% 98.22). Adana-Ceyhan Dokuztekne (41) ve
Kadirli-Ciglik  (45) koyleri arasindaki benzerlik ise % 97.95 olarak

bulunmustur

Cogunlugunu Glineydogu Anadolu ve Gliney Bolgelerinden toplanan
populasyonlann olusturdugu bu gruba, aralarindaki genetik farklilik % 1.343
ile % 4.526 arasinda deZisen Manisa-Turgutlu Merkez (14), Manisa-Alasehir
Hacialiler koyi (18), Denizli-Acipayam Kumavsan (28) ve Gumis koyleri
(29), Burdur-Kegiborlu (36), Canakkale-Eceabat (8) ve Adana-Kozan
Poskabasakal (47) populasyonlarindan olusan grup baglanmustir. Bu sekilde 1.
grup olugmustur.

Adana-Kadirli Topraktepe (44), Utrfa-Hilvan Ozbas (54), Adana-Ceyhan
Kizildere (42), Igel-Mut (38), Aydin-Incirtiova (24), Manisa-Turgutlu Merkez
(16), Canakkale-Lapseki Tastepe (11) populasyonlarnnin olusturdugu III
grupta % 1.962-4.806 arasinda genetik farklilik bulunmaktadir

Edime-Uzunképri Maksutlu (1), Altmyazi (3), Balaban koyleri (4), Edirne-
Meri¢ Kavakl (7), Canakkale-Lapseki Cavuskdy (9), Alpagat (10), Disbudak
(12), Manisa-Alasehir Killik (17), Tepekdy (19) populasyonlarindan olusan bu

grup gorilldigi lizere Trakya ve Ege bolgesi populasyonlarindan olusmustur.
Bu grupta Manisa-Alagehir Tepekdy (19)Yden toplanan populasyonlar yer

almaktadir Kendine en yakin grup olan IV grup i¢indeki Edirne-Maksutlu (1)

kéytinden toplanan populasyon ile aralarinda % 11.25 polimorfizm vardir
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Jrup:

Grup:

Bu grubu Izmir'den toplanan ii¢ populasyon (21-22-23) olugturmaktadir Izmir-
Menemen Cavuskdy (22) ve fzmir-Menemen Tiirkelik6yil (21) populasyonlan
arasmda % 7.451'lik bir polimorfizm belirlenmistir. Izmir-Menemen Cavuskdy
(22) ve Izmir-Menemen Kesikkéyil (23) arasinda ise % 2.223 polimorfizm
bulunmustar  Nitekim Izmir-Menemen Cavuskéy ve Kesikkéylerinden
toplanan populasyonlann tohum renkleri beyaz ve agik saridan olugmaktadir.

Izmir-Menemen Tiirkelikdyli populasyonlan tohum renkleri ise tamamen

beyazdir.

Denizli-Giiney Corbacilar'dan (27) toplanan populasyon tek basina bir grup
olusturmustur.
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Susam Populasyonlan

Sekil 4.2. Susam Populasyonlarimin Morfolojik Ozelliklerinin Oklit Uzaklifina dayanarak Yapilan Dendogramm (Numaralara ait
bilgiler Cizelge 3.3'de verilmugtir). '

68




ge 4.5 Susam Populasvonlarinin Gruplara Gore Kantitatif Degiskenlerinin Oftalama L B

Degernt
Gryplar

kenler I.Grup I Grup 1 Grup IV Grup V. Grup VI Grup VILGrup
Boyu 16972 140.62 14354 11389  130.50 11700 17410
p Yik 7430 370 3634 24 67 59.80 46.90 88 80
3 29.82 3075 3141 30.65 3010 33.80 31.80
3 5537 30.22 54.42 5549 43.30 60.80 49.50

68 55 73.25 74 65 7145 73.40 77 30 75.90
TA 3.57 333 346 2.90 3.18 3.48 349

Cizelge 4.5. incelendigl zaman VII Grup ve I Grupta en yiksek bitki boyu (174 1-

72) ve ilk kapsil yiiksekligine (88.80-74.30) sahip populasyoniari bulunmaktadir

unla birlikte VI grupta, kapsiilde tohum sayisi (77.30), tiim bitkideki kapstl sayisi
30) ve ana saptaki kapsiil sayist (33.80) fazla olan populasyonlar yer almaktadir. Bin
agurhd ylksek olan populasyonlar ise I Grup (3.57), VIL Grup (3.49), VI (3.48) ve

3 46) gruplarda toplanmislardir. IV. Grupta, kisa boylu (113 89), ilk kapsil yiksekligi

57} daha az olan populasyonlar bulunmaktadir. Kapsiildeki tohum sayis1 bakimindan II

. grupta bulunan populasyonlardan birbirine yakin degerler elde edilmistir,

Morfolojik dzelliklere gdre yapilan gruplamada, susam populasyonlarindan her grupta

lilik oram yitksek olanlar alinmistir Bu alinan 38 populasyon molekiler analiz i¢in

imis ve populasyonlar arasindaki genetik farklihik RAPD teknigi ile analiz edilmigtir.
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YAPD Markerleri Ile Populasyonlarin Degerlendirilmesi
. DNA izolasyonunun optimizasyonu

susam bitkisinde yapilan DNA izolasyonu optimizasyonu ¢alismalarinda, yapraklann
zamannin biyik Onem tasidigt agiga ¢ikmmistir 15-20 gilinliik bir bitkinin tsiteki geng
iklarmin alinmast durumunda polisakkaritierden dolayr temiz bir DNA izolasyonu
amamisttr. Bu DNA'arla yapilan RAPD analizi sonucu populasyonlann bilylik bir
unda amplifikasyon gergeklesmemisgtir  Nitekim Li  ve Midmore (1999),
sakkaritlerin enzimi inhibe ederek DNA amplifikasyonunu engelledigini bildirmiglerdir.
stiricilar, DNA ekstraksiyonundaki kirliligin primerin baglanmasina olumsuz yonde etki
ek, kontrol edilemeyen amplifikasyon iriinlerinin olugmasimna neden oldugunu
lamuglardir. Ayni zamanda Boiteux vd (1999) polisakkaritlerin polimeraz, ligaz ve
rtksiiyon endoniikleaz aktivitesini azaltigimi ve kirli DNA'lar ile yapilan PCR
aglarimin genetik farklilifin hatali yorumlanmasina neden oldugunu bildirmislerdir Bu
enle susamda problem olan polisakkaritlerin uzaklastirilmasi igin bitki materyalinin
1 zamanina dikkat edilmistir. Saksiiara ektigimiz tohumlardan kotiledon yapraklardan
ien sonra gikan ilk geng yapraklar DNA izolasyonu igin kullanilmigtir. Bunun yani sira,
raksiyonda 1M'dan daha yiiksek konsantrasyonlu potasyum asetatin SDS ile birlikte
amlmast protein ve polisakkaritlerin uzaklagtiriimasinda etkili olmustur (Draper vd
8). Bu sekilde elde ettifimiz materyal kullamilarak Dellaporta'min DNA izolasyon
temine (Dellaporta vd 1985) proteinieri denatiire etmek i¢in (Draper vd 1988)
oform-oktanol ilavesi yapilarak ve santriifij siireleri artuilip temiz ve kaliteli DNA
asyonu yapumistir Parani vd (1997) ise susam yapraklarindaki musilaji Kuske ve

patrick tarafindan gelistirilen izolasyon metodu ile uzaklastirmiglardir.
Susamda DNA izolasyonunda, yapraklarin dondurulup ezilmesi ig¢in sivi nitrojen ve

u buz ile denemeler yapilmistir. Bu denemeler sonunda, kuru buz kullamldigt zaman

raklarin iyl ezilemedigi icin DNA izolasyonunda basan saglanamamistir. Sivi nitrojen
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intlmas: halinde ise, yapraklar kolayhkla toz haline getirilinceye kadar 'ezilmig ve . SR

raksiyonda bagarn saglanmigtir

Boiteux vd (1999), Dellaporta'nin metodunu diger metotlarla karsilastirdiklarinda
temin uzun zaman almasina ragmen tohum, kdk gibi problemli dokularda DNA
asyonunun oldukea bagarih oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikie Lange vd (1998),
laporta ybntemini tek kiginin bir glinde, 96 soya bitkisinden izolasyon yapabilecek
ilde modifiye etmeyi basarmislardir Bizim ¢alismamizda ise, bir glinde 24 §rnekten
A 1zolasyonu yaptlabilmektedir. Pessino vd (1997), musirda, DNA izolasyonu igin
landiklann Dellaporta yontemini ekstraksiyon ¢ézeltisine PVP ekleyip buzda daha uzun
e Orneklert bekletmek sureti ile modifiye etmislerdir Koller vd (1993), elma DNA'sinin }
tasyonunda kullandiklart Dellaporta ydntemini, kloroform ve isoamilalkol ekleyerek |
difiye etmislerdir. RNA'lanin PCR amplifikasyonunu engelleyecegi diisiiniilerek (Pikaart I
Villeponteau 1993), izole edilen DNA'da bulunan RNA'lar 50 pg'ml RNaz ilavesi ile ‘

iklastirlmistir. g
.2. DNA amplifikasyon kosullarinin optimizasyonu
.2.1. DNA konsantrasyonunun optimizasyonu

Susam'da DNA amplifikasyon kosullarnin optimizasyonunda DNA miktannin
sistirilmesi amplifikasyonda olugan bant sayisi degistirmistir Strand vd (1996), PCR
inlerinin saywisinin genomik DNA ile primere dayandifini ve RAPD prosediiriinde
llanilacak olan kalip DNA ve primerin etkili hibridizasyonunun 6nemli oldugunu
dirmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada 25 ul'lik reaksiyon tiiplerinde 2 ve 3.5 ng DNA 'da
> bant olusmadifi, 7 ng kalp DNA'min ise en iyl amplifikasyonu olusturdugu
stanmustiy. Williams vd (1990), DNA konsantrasyonunun azalmasimin, Palumbi vd,
)91) ise yiksek DNA konsantrasyonunun "smeare” neden oldugunu bildirmislerdir.
ptigimiz ¢alismada da DNA konsantrasyonu 14 ng'a ¢ikarilmasi durumunda belirgin

nayan "smearli" bantlar olugmustur (Cizelge 4 6). Ayni sekilde Devos ve Gale (1992),
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tktarimin diigiik olmasinin farkli gériiniigte bantlar ofusturdugunu, miktarin artmasi
1da ise spesifik olmayan amplifikasyonun oldugunu bulmuslardir. Bununla birlikte
vd (1997), susamda hibritlerin belirlenmesi i¢in yaptiklari ¢alismada RAPD
de 30-40 ng genomik DNA kullanmislardir Bu miktarla bizim kullandifimiz
wasindaki farklilifin DNA miktarinin dlgiimesinde ve DPNAmin izolasyonunda
in yontemierin farklhiliklarindan kaynaklanabilecedi diistintlebilir (Pancholi 1995).
: vd (1992), RAPD analizinde Brassica'da 3 ng genomik DNA'nin, Pammi vd
se sorgumda 9.6 ng genomik DNA'nin yeterli oldugunu bulmusiardir

MgCl; konsantrasyonunun optimizasyonu

:Cl; konsantrasyonu amplifikasyon iriinlerinin sayisini ve parlaklifini etkilemistir.
ronda kullanilan 0.5 mM MgCl; konsantrasyonunda amplifikasyon tlirini olugmamig
;antrasyonun 1.5 mM MgCly'a ¢ikarilmasi: durumunda ise tek bant olusmustur. 2 ve
M MgCl, konsantrasyonunda ise bant sayisinin artmasina ragmen en iyi
kasyon 3 mM konsantrasyonda elde edilmigtir. Parani vd (1997), PCR
onunda susamda 2 mM MgCly'lin kullanildigini bildirmislerdir.

timizasyonda, konsantrasyonun 4 ve 5.5 mM'a yikseltilmesi durumunda "smearli"
olusmus ve bu bantlarin belirginligini azaltmistir (Cizelge 4.6). Palumbi vd (1991),
MgCl, konsantrasyonunda PCR friinlerinin "smearli” oldugunu bildirmislerdir.
vd (1993) ise Stylosanthes'de 2 mM'dan diisik Mg konsantrasyonunda fragment
n azaldifimi  veya hi¢ fragment olusmadifim fakat bundan yiiksek
trasyonlarda ise bant sayisinda artis oldufunu bildirmislerdir. Pancholi (1995) ise,
konsantrasyonunun az olmasi durumunda amplifikasyon veriminin azaldiging,
konsantrasyonunun artmast durumunda ise spesifik olmayan baglanmalann

unu bildirmeleri bizim sonuglarnimizi desteklemistir.
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'.2.3. Primer konsan{rasyonunun optimizasyonu

imer konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan denemede 5 pmo!l primerde hig bir
ikasyon goriitmezken 10 ve 125 pmol primer konsantrasyonunda silik bantlar
astur. 25 pmol primer konsantrasyonunda oldukga iyi amplifikasyon trlinleri
ustur. Konsantrasyonun 50 pmol'e yikseltilmesinde olusan bantlarda "smear"
mmistir (Cizelge 4 6). Parani vd (1997), 15 ng primer kullandiklan reaksiyon
mda 3-7 arasinda bant olugumunu saglamislardir. Bell ve DeMarini (1991) bunun
1/DNA  konsantrasyonunun veya PCR dongi sayistin  dedistirilmest  ile
ebilecegini belirtmislerdir Primerlerin pek ¢ogunun PCR ixiinlerine déniigmesi
inda 3'OH uglarmnin kendi kendilerine baglanabildiklerini ve bu molekiillerin uzama
sgele sonuglanmasmin "smeare" neden oldugunu bildirmislerdir. Yine Weeden vd
1), primer konsantrasyonundaki degisikligin farkh sayida bant olusumuna neden
unu bulmuslardir. Bu ¢aliymada, 25 pmol primer ile ¢ok sayida ve belirgin bant
mu  gergeklestigi  dikkate alinusa optimizasyonun oldukga basanli oldugu
niitebilir. Galderis1 vd (1998) kestanede, Fofana vd (1997) fasulyede 20 pmol primer

nmis ve bu ¢alismada bulunan konsantrasyonla uyumlu oldugu gorillmektedir

Yaptigimiz ¢alismada her primer ayni sayida bant olusturmamistur. Ornegin K1 primeri
arasinda PCR iirdnil olustururken aym kosullarda K2 primeri 9-16 arasinda bant
urmustur. Iki primer arasindaki sekans farklibiginin omegin 5' uctaki A'in T'e
simt olmasinda % 100 baglanmanin olmadigini bildiren Lankhorst vd (1999), elde
n bu farkli sonuclara agiklik getirmektedirler. Nitekim aymt aragtiriciiar primerlerin
binasyonlanimin  kullanilmas: durumunda daha Once gérilmeyen amplifikasyon

lerinin olugmasina yol actiginl bulmuslardir.
4.2.2.4. ANTP konsantrasyonunun optimizasyonu

dNTP miktar1 test edilen amplifikasyon iriinlerinde en iyi bant 200 pM dNTP

antrasyonundan saglanirken bu miktann alundaki konsantrasyonlarda (0 02 mM, 0.04
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{ ve 008 mM) hi¢ bir bant olusumu gergeklesmemistir, 0.1 mM kbnééntr;;yoﬁ&;'ige:__._:_:. o
< bantlar olugmustur (Cizelge 4.6). Parani vd (1997) ise, susamda 0.1 mM dNTP =~
isantrasyonunda iyl sonuglar aldiklarmi bildirmekteditler Papa vd (1998), arpada
stiklann RAPD reaksiyonunda, 0.1 mM dNTP'nin uygun oldugunu bulmuslardir, Bununla

tikte GOe¢men (1994) Taxus brevifolia’da, dNTP konsantrasyonunun 100-200 uM

sinda uygun oldufunu en iyi sonucun ise 200 uM dNTP konsantrasyonunda alindigim
dirmistir. Konsantrasyonun 100 pM'dan disiik veya 200 pM'dan yiiksek olmas:
rumunda ya ¢ok silik bant olustugu yada hi¢ bir bant olusumu gergeklesmedigi sonuglari
calismay1 desteklemektedir Yine Yamagisht vd (1995) lilyum'da, Demeke vd (1992)
assica'da, Rowland ve Levi (1994) yabanmerssininde, Tatineni vd (1996) pamukta

ptiklar ¢calismada 0.2 mM dNTP konsantrasyonunun uygun oldugunu bulmusglard:r.
4.2.2.5. Taq DNA polimeraz konsantrasyonunun optimizasyonu

Taq DNA polimeraz konsantrasyonunun artmasi bant sayisini da arttirmistir Ancak
aha yitksek konsantrasyonlarda kiiglik bantlar kaybolmaktadir (Devos ve Gale 1992).
ptimizasyon parametrelerinden biri olan Taq polimeraz DNA replikasyonu igin ¢ok
nemlidir (Pancholi 1995). Bu ¢alismada 1.0 tinite enzim kullaniimas: durumunda olusan
ntlar, enzim miktarinin 1.3 iiniteye ¢ikarilmasi durumunda daha fazla sayida ve belirgin
arak ortaya gikmasina neden olmustur (Cizelge 4.6). Parani vd 1997), ise susamda 0.5
nite enzim kullanmalar durumunda basari sagladiklarini belirtmislerdir. Fofana vd (1997)
sulyede RAPD tekniginde 1.5 tnite, Varghese vd (1997) Hevea brasiliensis'de 1.4 {inite

1zim kullanarak sonug almiglardir

2.2.6. PCR amplifikasyonu i¢in déngii parametrelerinin optimizasyonu

aligmada optimize edilen reaksiyon karisumi ile en iyi sonucu 1 dongi 95 °C’de 5 dk ve
1 ardindan 35 déngii 94 °C’de 1 dk denatiirasyon, 36 "C’de 130 dk'da primer yapismast

aling) ve 72 °C’de primer uzamasi (extension) iyi sonu¢ vermistir. Tim dongiiler

nlandiktan sonra 10 dk 72°C'de uzamaya (extension) devam edilmistir (Cizelge 4.6.).
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, jelde yiirtitiliinceye kadar +4°C’de saklanmistir. Devos ve Gale (1992), denatiirasyon
at 94 °C’den 90 OC’ye diistirmelenn durumunda bitylik bantlarin kaybolup kiigiik
. ortaya ¢iktigini agtklamiglardir. Yamagishi (1995), lilyum'da annealing sicaklifint
rak kullandiklar1 zaman "smear” olustugunu, sicakligin 54 °C'ye gikanimasi durumunda

arn belirginlestigini bildirmistir.

ymada 35 kez tekrarlanan reaksiyon dongll sayisinin 45'e yukseltilmesi durumunda bant
e bir degisiklik olmamistir Bununla birlikte Parani vd (1997) ise susamda, 45 dongiide
nu tamamlamislardir Pammi vd (1994) tarafindan 25 ve 30 dongi arasinda hizh bir
asyonun, 30 ve 35 dongt arasinda ise daha diigiik amplifikasyon oldugu bildirilmistir.
vd (1994), ananasta yaptifi calismada 35 dongtiniin bagarili bir amplifikasyonu

i1 bildirmislerdir.
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1ge 4.6, PCR Optimizasyonunda Test Edilen Parametreler

icin Reaksiyon | Test Edilen Reaksiyvon | Komponent Sonuglar
51ml Komponenti Konsantrasyonu
(2.5, 3, 4 mM), | DNA 2 ng/25ul Amplifikasyon yok
ier (25, 50 pmol), 55 ng/25ul Amplifikasyon yok
P (0.1, 0.2 mM), 7 ng/25ul Amplifikasyon ¢ok iyi
pol. 1.0 U, 25 pl 14 ng/25ul Belirgin olmayan bant
buffer
DNA, Primer (25, | MgCh 03 mM Amplifikasyon yok
amol), dNTP (0 |, 1 5mM Tek bant olustu
M), Tag pol. 2mM Bant say1s1 az
J, 25 pl 10X 25 mM Bant sayist az
er 3 mM ok sayida belirgin bant
4 mM "Smearli" bant olusumu
55mM "Smearli" bant olusumu
1g DNA, 3 mM | Primer 5 pmol Amplifikasyon yok
Cl; dNTP (0.1, 02 10 pmol Belirgin olmayan bant
), Taq pol. 1.0 U, 12.5 pmol Belirgin olmayan bant
pl 10X buffer 25 pmol Amplifikasyon ¢ok iyi
50 pmol Amplifikasyon var
ng DNA, 3mM | dNTPs .02 mM Amplifikasyon yok
Cl; 25pmol primer, 004 mM Amplifikasyon yok
pol 1.0 U, 2.5 pl 008 mM Amplifikasyon yok
_ buffer 0.1 mM Cok silik bantlar
02 mM Amplifikasyon ¢ok iyi
~ DNA, 3mM | Taqpolimeraz 1 iinite Amplifikasyon iyi
Cl; 25pmol primer, 1.3 tnite Bant sayi1 fazia ve

10X
mM dNTP

buffer,

bantlar daha net

pilan optimizasyon sonunda susam bitkisinde RAPD tekniginin kullanilmasi igin en

optimizasyon kosullan Cizelge 4.7'de verilmistir.
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4.7. Susam Populasyonlar1 Arasindaki Polimorfizmi Belirlemek i¢in Kuliamléh--"'- TS

Reaksiyon Parametreleri ve Miktarlan

'on Reaksiyon Ortamindaki| Déngii Parametrelert
treleri Miktar (25 pb)
ik DNA 7ng 95 °C 5 dk ilk "denatiirasyon"
iffer 2.5ul 94 °C 1 dk "denatiirasyon"
3 mM 36 °C 1.30 dk "annealing"
0.2 mM 72 °C 1.30 dk "extension"
25 pmol 72 °C 10 dk "extension"
limeraz 1.3 Unite 35 dongi

yon kosullannin optimizasyonundan sonra, morfolojik Ozelliklerine gore
lan birbirinden farkli 38 populasyon, 1asgele secilen 12 primer ile polimorfizmi
n analiz edilmistir. Kullamilan 12 primerden 3 tanesi monomorfik bant olusumunu
9 tanesi polimorfik bant olusturmustur Susamda yapilan bu ¢alismada primerler
rasgele secilmistic Buna ragmen daha Once higbir 6n seleksiyonun yapilmadig
primerin polimorfizmi belirlemede etkili olmast olduk¢a basarili bir sonug olarak
lir Nitekim Menkir vd (1997) sorgumda 82 primerden 53 tanesinin, Kazan vd {(1993)
len 22 tanesinin, Rajaseger vd (1997) ise Ixora'da 20 primerin 6 tanesinin ve Cao ve
07) celtikte 220 primerden 69 tanesinin polimorfik fragment olusturdugunu
rdir Diger yandan Vierling vd (1994) sorgumda 73 primerden 70 tanesinin,
- vd (1998) soyada 169 primerin 125 tanesinin polimorfik bant verebildigini
bizim sonuglarimizi desteklemektedirler. Polimorfik bant olusumunu saglayan

> 0.3 kb'den 10 kb'ye ve hatta 10 kb'den daha bilyiik fragmentler elde edilmistir.

iada kullamlan 12 primerden 9 tanesinin polimorfizmi belirlemede yeterli oldugu
logramdan anlagilmaktadir. Zira ¢cok sayida primer kullanilmast genetik haritalamanin
ida etkilidir. Li ve Midmore (1999), eger ¢esitleri arasindaki varyasyon, yiiksek
sa az sayida primerin kullaniminin yeterli oldugunu agiklamiglardir. Nitekim Millan

giilde 10 primerin, Demeke vd (1997) soya fasulyesinde 12 primerin, Rajaseger vd
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y Ixora gesitlerinde 6 primerin, Schontz ve Rether (1999), [talyan c;imihdé 4 tan.é.: pnmemn S

orfizmi belirlemek icin yeterli olacagim bildirmektedirler. Bu bilgiler 15151nda se¢iién. o SRR

rflerin sayisinin polimorfizmi belirlemek i¢in uygun oldugu sdylenebilir. Cahsmadé,’ '

ulan primerler:

1 primeri: TTGGCGGCCT dizisine sahip olan K1 primeri ile polimorfik bant elde
istir. Bantlarin biiyiikiigli 400 bp-1000 bp arasinda defismistir. K1 primeri, genom

da 3 farkli profil olusmasina neden olmustur.

2 Primeri: ACCTCGCCAC dizisinden olusan K2 primeri ile 9-16 arasimda bant olusumu
:nmistir. K2 primeri polimorfik bant olujumuna neden olmustur Bu primerle genom

1da, 14 farkl profil olusmustur. En buyiik bant 10.000 bp ve en kiigiik bant ise 1500 bp'in
da bulunmugstur (Sekil 4.3},

- T

1 kb DNA Ladder

Sekil 4.3. Susam Populasyonlaninda K2 Primeri ile Elde edilen RAPD Bant Profilleri
Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting" + % 0 3 "low melting" agaroz) 70V'da 1.45

saat stirede ylritilmistir.
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imeri: GGCTGGITCC dizisinden olugan primer ile yapilan RAPD analizi.'sol.iucu..::_.: S

¢ bantlar elde edilmigtir. Ortalama 3-4 fragment olusmustur. Bantlar 400 bp-1000 bp

egismektedir Genom bazinda, 5 farkli profil meydana gelmistir.

imeri: TGCTGGTTCC dizisinden olusan K4 primeri ile 1000 bp'den biiyiik ve 200 bp
yer alan 6-10 tane bant olugumu gergeklesmistir. Olusan bantlar polimorfik olup,

izinda 5 bant profili tespit edilmistir.(Sekil 4.4),

K4 Primer

N\

100bp DNA la(ldpr

4.4 Susam Populasyonlannda K4 Primeri ile Cogaltilan RAPD Bant Profilleri.
Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting" + % 0.3 "low melting" agaroz) 70V'da 1.45

saat stirede yurlitilmustiir.

Primeri: ACGGGCCAGT dizisinden olugan K5 primeri 6-7 adet bant olugturmustur.

fik bant olusumu gergeklesmistir ve genom bazinda 2 bant profili meydana gelmistir

>rimeri: CTGCGCTGGA dizisinden olusan K6 primeri ile yapilan RAPD analizinde 7-

nda 200 bp-1000 bp bilyikliigline sahip bantlar elde edilmistir. Bu primerle olusan

rolimorfiktir. Genom bazinda 4 farkli bant profili bulunmustur (Sekil 4.5).
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R R

100 bp. DNA Ladder JJS
: 100 bp DNA _L_ac:fdet -

il 4.5. Susam Populasyonlarinda K6 Primeri ile Cogaltilan RAPD Bant Profilleri.
Agaroz Jelde (% 1 5 "high melting" + % 0.3 "low melting" agaroz) 70V'da 1.45

saat slirede ylirriimiigttr,

Primeri: ACCTGGGGAG dizisinden olugan K7 primeri monomorfik bant olusturmustur.

bantlar her populasyon i¢in 5 tanedir.

Primeri: GAGGICCACA dizisinden olusan K8 primeri 9-14 arasinda polimorfik bant
mugtur. Bant biiylikliigii 3000 bp ile 10000 bp arasinda degismistir (Sekil 4 6.). K8

| 1le 6 farkli bant profili belirlenmistir.

Primeri: GTCAGTGCGG dizisinden olusan K9 primen ile 5-9 arasinda bant olusumu

mistir Bantlar polimorfik olup 2 farkli bant profili olusmugstur

0 Primeri: ACAGCCCCCA dizisinden olusan K10 primeri ile yapilan reaksiyonda her
syonda 4'er tane monomorfik bant olusumu gergeklesmistir Bant biiyiikligih 4000 bp-

bp arasinda degigmistir. .
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1 4.6 Susam Populasyonlarinda K8 Primeri ile Cogéltllﬁn RAPD Bant Profilleri.

Agaroz Jelde (% 1.5 "high melting" + % 0.3 "low melting” agaroz) 70V'da 1 45

saat siirede yiiriitlilmiistiir

Primeri: AGACCCAGAG dizisinden olusan KI11 primeri 1-8 arasinda bant
wstur, En tstteki bant 1000 bp'den buyiik ve digerleri ise bununla 300 bp arasinda yer

K11 primeri ile genom bazinda 6 farkli bant profili tespit edilmistir:

Primeri: CTATGCCGAC dizisinden olugsan K12 primeri monomorfik yapida 4'er tane
sturmustur Bant biiyiikligi 3000 bp-10000 bp arasinda degismistir.

smada kullanilan primerler gdre elde edilen bant sayis1 1 ile 16 arasinda saptanirken,

gére her primerin olusturdugu profil sayis1 da 2 ila 14 arasinda degismistir.
kasyonda kullamilan primerlerden polimorfizmi en basarilt olarak tespit eden primerterin
L K2, K8, K9 ve K4 primerleri oldugunu bant sayilarn ve genom bazinda olusturduklar
fillerine dayanarak sdyleyebiliriz Gidoni vd (1994), ananasta 4-12, Ko vd (1998) ise

2-7 arasinda bant elde etmislerdir
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ulasyonda, her primerden olusan DNA fragmentlerinin varligi (1) Ve&a YOkluéﬁna (0)'_.:- 3_-
sett olusturulmugtur. Populasyonlar arasindaki benzerlik, Nei ve Leinin (1979)
indeksinden yaralanarak bulunmustur. Daha sonra benzerlik indeksi kullanilarak (1
indeksi=Genetik uzaklik) genetik uzaklik hesaplanmigtir Kiimeleme analizi icin elde
ietik benzerlik matrisi, NTSYS paket programi kullamlarak UPGMA ile dendogram
mstur.

¢ 48 incelendiginde polimorfik bant oluturan primerler ile tim populasyonlar

% 0.0-% 21 arasinda polimorfizm bulunmusgtur.

vd (1993), sorgumda genotipler arasindaki polimorfizmin % 3.9-212 arasinda
i ve bu sonuglara gbre, Sorghum bicolor'm farklt cografik bélgelerden toplanan
nlar arasinda yiiksek polimorfizm gosterdigini bildirmislerdir. Diger yandan Menkir
), kiiltiri yapilan sorgum varyeteleri arasindaki genetik farklihgi agiklamak igin

cahiymada, oldukca yliksek (% 77) polimorfizm bulmuslardir. Liu (1997),
hes scabra tliriine ait Brezilya, Kolombiya ve Venezuella'dan toplanan genotipler
ortalama % 59 polimorfizm bulmugtur. Kazan vd (1993) aym bitkide yapuklan
3, tirler iginde farkhiligin oldukga diisgik oldugunu ve bunu da izozim markerleri ile
iklerini belirtmislerdir. L1 ve Midmore (1999} ise, farkh iilkelerden topladiklari Cin su

ri Ormekleri arasinda % 0.78-4.4 polimorfizm bulmuslardir.

bu sonuclara dayanarak, bu ¢alismada elde edilen polimorfizm oraninin tlkemizde
azi susam populasyonlart arasinda olduk¢a yiiksek oldugu saptanmistir. Diger yandan

1 polimorfizm oramint belirlemek icin kullandigimiz primer sayisi da yeterli olmugtur.

ge 4 8'deki genetik uzaklik ve Sekil 4 7'de gruplamanin yapildigr dendogram verilerine
am populasyonlary, RAPD markerlerine dayanarak iki ana grup altinda incelenmistir
ardan bazilar1 cografik orijinlerine gore bazilan da farkli cografik orijinden toplanan
onlarla birlikte kiimelenmislerdir John vd (1997), 68 yerel fasulye gesidinde yaptiklan

a, 47 vyerel cesidi Andean grubu, 18 yerel ¢esidi, Mezoamerikan grubu, ve 3
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wrilamayan yerel gesit olmak {izere gruplara ayirmislardir, Arastirmada Andie'aﬁ ve

erikan gruplan cografik orijinlerine gbre dagilim gdstermistir. Fofana vd (1997) ise, 30" e
16 yabani lima fasulyesi gesitlerini RAPD markerlerine gére Mezoamerikan ve Andean
12 aywrnuslardir. Mezoamerikan ve Andean gruplar arasinda, hem yerel hem de yabani
pakimindan yiksek polimorfizm belirlenirken, mezoamerikan grubunun igindeki yerel
arasinda diigiik polimorfizm bulunmustur. Gordldiigi iizere tiirler arasinda bulupan
polimorfizm, tiirler i¢inde daha diigiik olmaktadir. Nitekim, Thormann ve Osbomn
Brassica tirlert arasindaki genetik iligkinin karsilastirilmasinda RAPD ve RFLP
arini kullanmalann sonucu ftiirler iginde hicbir farkhilifin ortaya ¢ikmadigims
islerdir, Kazan vd (1993), Stylosanthes cinsine ait agronomik 6nemi olan 4 tiirii ve 20
APD markerleni ile degerlendirmislerdir. Polimoifizm, her tiir icinde diistik diizeyde (0-

ulunurken tilrler arasinda ise daha yiiksek (% 46) bulunmugtur.

burner vd (1997), Gliney Pasifik bélgesinde vetigen hindistan cevizinin 17 farkli
;yonunu RAPD analizi ile degerlendirmislerdir. Calismada, ¢ok az RAPD markerleri
1alarina ragmen tek bir tiir olan populasyon i¢inde genetik farklihfin diisiik oldugunu
islerdir. Belirlenen varyasyon diizeyi populasyonlar arasinda defismistir Bu sonug,
svonlar arasinda bulunan diiglik varyasyona yol agan bir gen gdglniin oldugunu
ugtir. Tim bu bilgiler 1s18inda galismamizda elde ettifimiz polimorfizm oramt oldukca
olarak degerlendirilebilir. Clinkii Sesamum indicum tirline ait populasyonlann analizi
stir. Diger arastiricilann cabismalarinda, tlirler igindeki varyasyonun diisik oldugunu

eleri bizim sonuglarimizi desteklemektedir
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imarmizda  genetik benzerlik matrisine dayanarak elde ettigimiz dendogramda,
sonlar iki farkli ana grup altinda toplanmustir I Ana grupda tek bagma Edime-
arii Maksutlu kdyii (1) ve II. Ana Grupta ise kalan 37 populasyon yer almaktadir

a Grup: Bu grupta Edirne-Uzunk&prii Maksutlu kéytinden (1) toplanan populasyon yer
almaktadir. Bu populasyonun en fazla genetik benzerlife sahip oldugu
Manisa-Turgutiu Merkez (16) populasyonlan ile bile arasinda % 7.7 gibi
yiiksek bir polimorfizm vardir. Diger yandan, Canakkale-Lapseki Cavuskdy
(9)'den topianan populasyonlarla cografik olarak yakin olmalarina ragmen
aralarinda ¢ok yiiksek bir polimorfizm (% 23.7) bulunmustur. Yine Edirne-
Meri¢ Kavakli kdylinden (7) toplanan populasyonlar ile arasinda % 123
polimerfizm bulunmustur Edirme-Uzunkdprii populasyonu fenotipik olarak
kisa boylu ve erkenci dzellik tasimas: yaninda, Meri¢ Iigesinden toplanan

populasyona gére daha koyu tohum kabugu rengine sahiptir.
\na Grup: Bu ana grupta 8 tane alt grup vardir;

Ut Grup: Edirne Meri¢ (7) ve Canakkale-Lapseki Tastepe (11) Koylerinden toplanan
populasyonlar bu grubu olusturmuslardir. Tki populasyon arasinda % 4.6

polimorfizm bulunmustur.

Alt Grup: Bursa-Orhangazi (13), Manisa-Turgutlu (14-16), Manisa-Alasehir Hacialiler
kéyii (18), Izmir-Menemen'den toplanan ii¢ populasyon (21-22-23), Aydin-
Incirliova'dan (24), Aydin-Bozdofan Haydere (26), Denizii-Giiney (27),
Denizli-Acipayam Gimils (29) ve Kumavsari kdyleri (28) ve Adana-Osmaniye
(50)'den toplanan populasyonlar bu grupta yer almaktadirlar. IL alt grupta genel
olarak Ege bolgesinden toplanan populasyonlar yer almakta ise de cografik
orijini bakimindan farklilik gésteren Osmaniye populasyonunda bu gruba dahil
olmustur. Osmaniye populasyonunun gruptaki diger populasyonlarla arasinda

% 1-2.4 genetik farklilik tespit edilmistir Bu alt grup icinde % 0-9.4
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polimorfizm bulunmustur. Grup iginde yer alan Izmir-Menemen (21), Denizli-

Acipayam Giimils (29) ve Kumavsari koylerinden (28) toplanan populasyonlar

arasinda % 100 benzerlik vardir

t Grup: Adana-Ceyhan Yesildam (39), Gindogan (40), Kadirli-Kizildere (42),
Kadirli-Bozkuyu (43), Topraktepe (44), Cigeik (45) kdylerinden toplanan
populasyonlari bu grup icinde yer almaktadirlar. Bu grup i¢indeki varyasyon,
% 0.7-7 1 arasinda belirlenmistir. Topraktepe (44) ve Cigcik (45) kdylerinden
toplanan populasyonlar % 100 benzer olarak bulunmuslardir. III. alt grupta,

Adana'dan toplanan populasyonlann yer almasi, populasyonlann, cografik

orjjinlerine gére gruplandigini géstermektedir.

1t Grup: Mugla-Ortaca (33) ve Fethiye (35), Icel (38) ve Burdur-Kegiborlu'dan (36)
toplanan populasyonlarm olusturdugu bu gruptaki polimorfizm % 2.6-17
arasinda belirlenmistir Grup igindeki % 17 olan yiksek farklilik, Igel (38) ve
Burdur-Kegiborlu (36) populasyonlart arasindaki farkliliktan ileri gelmektedir.

t Grup: Adana-Kozan (46), S.Urfa-Hilvan Ozbas (54) ve Kongik kdyleri (55), Sunak-
Cizre (59) populasyonlar aym grupta yer almaktadirlar Sanlarfa'dan toplanan
Ozbas ve Kongik kéylerine ait populasyonlar birbirinin aymdir (% 100). V. alt
gruptaki populasyonlar arasinda % 2.4-11.4 genetik farklilik belirlenmisgtir.

\lt Grup: Mugla-Dalaman Ak¢atas'tan (32), Adana-Kozan Poskabasakal (47), Urfa-

Hilvan Merkez (56) ve Faik (53) koylerinden toplanan populasyonlann
olusturdugu bu grupta, Mugla-Dalaman populasyonu Urfa merkezden (56) %
toplanan

15 farkl, Adana-Kozan (47) ve Urfa-Hilvan (56)' dan

populasyonlardan ise % 12-12.7 farklilik g6stermistir.

Alt Grup: Manisa-Alasehir Tepekdy (19) ve Burdur Urkiitli'den (37) toplanan

Populasyonlarn olusturdugu bu grupta populasyonlar arasinda % 2.4 genetik
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farklilik bulunmugtur, Burdur'dan toplanan IV alt grupta yer alan popuiasyén_ _:

(36) ile bu grupta yer alan populasyonlar arasinda morfolojik olarak da farklibk :

vardir. IV, alt gruptaki Burdur populasyonu morfolojik olarak sik ve uzun |

kapsiil tiyliligline sahiptir.

Alt Grup: Son olarak Canakkale-Lapseki'den (9) toplanan populasyonlar bir grup
olusturmustur. Bu grup ile kendine en fazla genetik benzerlige sahip VIL ait
grup ile arasinda % 13.4-15.8 polimorfizm vardir Bu populasyondaki fakhligin
fenotipinin incelenmesinde ¢ok belirgin olarak bir farkliigin ortaya

¢tkmamasindan dolayr genotiptk farkhiliktan bahsedilebilir.

Yapilan bu gruplamada, genel olarak populasyonlar toplandiklan bolgelere gére bir
lis gostermektedirler. Ancak II. ve VI alt grupda yer alan Osmaniye ve Mugla-
iman populasyonlan kendi cografik orijinlerinden oldukc¢a farkli bir grup iginde yer
slardir. Susam, % 00-5.10 arasinda yabanci ddllenmektedir. Ozellikle bsceklerin ve
rin aktif olduklart sabah saatlerinde yabanci ddllenme olduk¢a yiksek bulunmugtur
hirana, 1994) Osmaniye ve Mugla'dan toplanan iki populasyonun cografik
nlerinden farkl bir grupta yer almasi, tarla denemeleri sirasinda, bulunduklan grup
deki populasyonlardan toz almis olabilecekleri ihtimalini kuvvetlendirmektedir
kim Ashburner vd (1997), hindistan cevizi agaglannda da tozlanmadan dolay1 bir gen
inin oldugunu, Hawaii, Marquesas ve Rennell adalarimin diger adalardan izole olarak
mmasindan dolayi, buralarda yetisen populasyonlann da diger populasyonlardan

kca farklibik gdsterdigini belirtmislerdir

Calismada morfolojik olarak degerlendirilen populasyonlara ait dendogram ile
PD markerlerine gére elde edilen dendogram karsilastirildigt zaman morfolojik olarak
ulasyonlar birbirine olduk¢a yakin genetik benzerlik gdstermesine ragmen RAPD
kerleri iledaha az benzer bulunmugtur. Omegin morfolojik ve RAPD markerlerine gore
erlendirilen Mugla-Fethiye (35) ve Burdur-Bucak (37) populasyonlarn arasindaki
etik benzerlik sirasiyla % 9583 ve % 849, Edime-Uzunkdpri (1) ve Edimne-Merig (7)
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alasyonlan arasinda ise % 90 19, % 87.7 olarak bulunmustur Morfolojik markerlérin S |
esel sartlardan etkilendikleri goz dniine alinutsa bu sonuglar RAPD markerlerinin daha. N

enilir oldugunu gdstermektedir.

Tirkiye'de genis bir yayihis alam gdsteren susamda, tohum verimi, yag kalitesi
sek olan, kapali kapsiilld, hastaliklara dayanikli susam gesitlerinin gelistirilmesi bitki
heist ve tretici agisindan biiylik 6nem tagimaktadir Ancak iilkemizde tiretimi yapilan
am populasyonlarinin genettk §zellikleri ile ilgili bagvuru kaynagimin olmamas 1slahgt
. zaman ve para kaybidu. Her gecen giin genetik kaynafin daralmas: 1slah¢iyr yeni
etik kaynaklarin olusturulmas: arayisi igine itmektedir Opysa ililkemiz farkli susam
yulasyonlann bakimindan olduk¢a zengindir. Genetik olarak farkhh ebeveynlerin
lezlemede kullanilmas: gerektigi diigtiniiliirse, bugiine kadar islahginin genetik farkliliga
ip ebeveynleri tespit edebilecedi bilgiler yoktu. Yaptifimiz bu ¢aligma ile lilkemizde
isen susam populasyonlarinin genetik farkliiifi RAPD markerleri ile tespit edilmistir.
astirmada, gevresel sartlardan etkilenmeden kisa siirede populasyonlar arasindaki genetik
kliltk belirlenmistir. Yaptlan literatiir taramasinda, Tirkiye susam populasyonlannin
wetik farklilifinin belirlenmesi yoéntinde bir ¢aligmaya rastlanmamakla birlikte, Parani vd
97), susamda melezleme sonucu elde ettikleri hibritlerin tamimianmasinda izozim
rkerlerini kullanmislardir. Yazarlar bu analizin, 6rnek toplanmasindan jelin boyanmasina
lar ¢ok dikkat gerektirdigini, ¢linkli hem berrakhg hem de tekrarlanabilirligi olumsuz
ileyen enzim degredasyonunun olabildigini bildirmis, bunun sonucu clarak RAPD
rkerlerini de kullanmislardr RAPD markerleri ile izozim analizinde gérilen
imsuzluklarnn giderldigi, kontrolli ve deneysel sartlar altinda oldukga stabil ve

rarfanabilirtiginin oldugu bulunmusgtur.

Morfolojik markerler aracilifi ile Once fenotipik olarak tamamen aymi olan
pulasyonlar tespit edilmig, daha sonra kalan populasyonlar arasmndaki genetik farklilik -
\PD markerleri aracihif ile belirlenmigtir. RAPD markerlerinin susam genetik farkhihmi
lirlemede etkili oldugu ve bu ¢alismanin susam ile ilgili slah ¢aligmalarinda bilgi

ynagi olarak vararh olabilecegi disiinilmektedir
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Bati Trakya'dan Gineydogu Anadolu BolgeSmde Ege, Ic; Ege o Akdemz

relerinde yer alan yerlesim alanlarindan toplanan 52 yerel susam populasyonlarmm s

stik farkliligii belirlemek amactyla yapilan bu galiymada morfolojik ve molekiiler

ketler kullaniimistir
Arastirma sonunda, asagidaki sonuglar elde edilmistir;
52 susam populasyonundan 6meklenen onar bitkiden morfolojik gbzlemler alinmugtir,

rfolojik gbzlemler kantitatif ve kalitatif oimak iizere toplam on ii¢ tanedir. Incelenen

itatif ozellikler; ¢igeklenme zamani, dallanma durumu, yaprak koltugunda kapsiil sayisi,

rstiide karpel sayisi, tohum kabugu rengi, kapsil tiyliligd ve kapsiil dizilisi, kantitatif

:llikler ise bitki boyu, iik kapsill yiiksekligi, ana sapta kapstl sayisi, tiim bitkide kapsiil

n1s1, kapsiiide tohum sayisi, 1000 tane agirlhig olarak alinmigtir

Elde edilen veriler, degiskenler {izerinde yapilan &lgimlerin degisik Sl¢i biriminde
nalarindan dolayi, dediskenler aralanindaki korelasyon ve kilmeleme analizier1 igin girdi
rak kullamilmadan énce standartiastinimistir Inceledigimiz ana sapta kapsiil sayisi, tim
kide kapsiil sayisi, kapsiilde tohum sayisina ait veriler adet olarak degerlendirildigi igin

6zelliklerin karekdkleri alinarak normal dagihm gostermesi saglanmistir

Gozlem aldigimiz 13 degiskenin birbiri ile iliskisinin incelendigi korelasyon
itrisinde, bitki boyu ile kapsiil yliksekliginin arasinda, ¢igeklenme zamani ve bitki boyu

sinda pozitif ve dnemli (p<001) bir korelasyon bulunmustur Degiskenler arasindaki

skinin desteklenmesi agisindan temel bilesenler analizi de kullanilmistir. Temel bilesenler

alizinde de bitki boyu en yiiksek etkiye sahipken bunu ¢igeklenme zamani ve 1lk kapsiil

ksekligi izlemistir,
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Incelenen kantitatif defiskenlere dayanarak kiimeleme analizi yapilmustir. Kiimeleme
lizinde kantitatif degiskenlerle birlikte kalitatif degiskenlerinde birlikte kullanilmasi
umunda aym kiilmeleme sonuglar ortaya ¢ikmustir Populasyonlann genetik uzaklifinin
rlenmesinde oklit uzakh@ kullantlmistir. Yapilan analiz sonunda populasyonlar
sindaki genetik uzakhk, % 1.09-24 arasinda degigmistic. Bu uzaklia dayanarak

yulasyonlar 7 farkl grup iginde toplanmustir.

Populasyonlardan genetik farkliligi yiiksek olanlar alimarak RAPD analizi igin
lanitmistir. Morfolojik Ozelliklere gére yapilan kimeleme analizinde populasyonlar
jinlerine gére bir farklilik gostermemislerdir Ayni grupta farkli bdlgelerden toplanan

sulasyonlar da yer almugtir,

Secilen 38 populasyonun genetik farkliligy molekiiler marker sisteminden faydalanarak
pit edilmistir. Molekdiler analiz igin dnce uygun DNA izolasyon metodunun belirlenmesi
n ¢ahsmalar yapilmistir, Bitki yapraklarindaki musilajdan dolayr ge¢ alinan yapraklarda
liteli ve saf DNA izolasyonu gergeklestirilememistir. Bu nedenle 10-12 giinliik fidelerden
nan yapraklar izolasyonda kullamlmugtir. DNA izolasyonu i¢in Dellaporta vd 'nin (1985)
listirdigi metot modifiye edilerek kullaniimistir. Susamda, DNA izolasyonunun
llaporta yontemine kloroform-oktanol eklenip santrifiij siirelerini uzatmak suretiyle
sanimistit. DNA  izolasyonunun bagari ile tamamlanmasindan sonra RAPD
rametrelerinin optimizasyonu yapimistir. Optimizasyon sonunda 25 pl'lik reaksiyon
nsimunda, 7 ng genomik DNA, 3 mM MgCls, 25 pmol primer, 2.5 ul 10X buffer (50 mM
is-HCI (pH 8.0), 100mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, % 50 glycerol ve % 1
itonX-100), 0.2 mM dNTP, 1.3 unit Taq polimeraz ve steril su bulunmaktadir. Optimize
ilen reaksiyon kansimu ile 95 °C'de 5 dk | déngii ilk “denatiirasyon” bunu takiben 35
ngii 94 °C'de 1 dk “denatiirasyon”, 36 °C'de 1.30 dk primer yapismasi “annealing”, 72

"de 2 dk primer uzamasi "extension" olmak tizere PCR yapilmistir. 35 dodngiinin”

timinde 72 °C'de 10 dk primer uzamas: "extension” yapilms ve amplifikasyon tiriinleri %
5 high melting agaroz ve % 0.3 low melting agaroz igeren jelde 70 V, 250 amperde 1 45
., ylritilmiistir Ethidium bromid ile boyanan DNA fragmentleri transliiminatdrde UV
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nda incelenip video kamera ile gériintiisii alinmstir, Gﬁrﬁntﬁ'daha} séh}a' fd.té.grgf:-ﬁ-

aktarihp fotograf  kartlanma basimusur Calismada 10 bazlik 12 Pﬂmer

nistir. 12 primerden 9 tanesi polimorfik bant olusumuna neden olmustur.

populasyon arasindaki genetik uzakligin belirlenmesi igin bantlarnn varlig (1) veya
na {(0) gore bir verl seti olusturulmustur. Uzaklik matrisi Nei ve Li (1979)
an onerilen benzerlik indeksine dayanarak hesaplanmistir ki populasyon
iki genetik uzakhk 1-benzerlik indeksi ile bulunmugtur ve 0-1 arasinda degismistir.
. benzerlik matrisi verl olarak kullanilarak UPGMA analizi ile dendogram

Umustur.

\PD markerlerine gbre susam populasyonlan arasinda % 0.0-21 polimorfizm
imistir. Elde edilen polimorfizme dayanarak, populasyonlar iki ana grup altinda
mislerdir I ana grupta, tek bagina Edirne-Uzunk&prii Maksutlu kéyi (1) ve IT. Ana
ise kalan 37 populasyon yer almistir. Populasyonlarin olusturdugu gruplar,
liklann cografik orijinlerine gére olmasina ragmen, Osmanive (50) ve Mugla-
an (32) populasyonlari farkli bolgelerden toplanan populasyonlarin yer aldig: grup

kiimelenmislerdir.
itkiye'de yetisen Susam populasyonlarinin genetik uzaklifinin molekiiler ditzeyde

nebilmesi igin yapilan bu g¢aliyjmada, RAPD markerlerinin genetik olarak farkli

syonlarin tespit edilmesinde giivenle kullanilabilecegi bulunmustur

92



LAYNAKLAR

DRICH, PR, Doebley, I, Schertzy K.F and Stec, A. 1992 Patterns

Variation in Cultivated and Wild Sorghum bicolor Theor. Appl Ge
460.

SHBURNER, G.R., Thompson, W K. and Halloran G.M. 1997 RAPD Analysis of Soﬁth
Pacific Coconut Palm Populations. Crop Science, 37, 992-997.

AYDAR, H. 1997. Tirkiye Susam Populasyonlaninda Bazi Ozelliklerin Varyasyonu ve
Verim lle Kalite Tipi Hat Gelistirme Olanaklan Doktora Tezi, Akd. Univ. Fen
Bilimleri Enst, Antalya

ELL, A and DeMarni, D.M. 1991 Excessive Cycling Converts PCR Products to
Random-Length Higher Molecular Weight Fragments. Nucleic 4cids Res. 19, 5079.

JEUNINGEN van, L.T and Busch, RH 1997 Genetic Diversity Among North American
Spring Wheat Cultivars: I1I. Cluster Analysis Based on Quantitative Morphological
Traits. Crop Science, 37: 981-988.

BHAT, KV, Babrekar, P P. and Lakhanpaul, S. 1999. Study of genetic diversity in Indian
and exotics sesame (Sesamum indicum L) germplasm using random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers. Euphytica, 110, 21-33.

BOEHM, C.L, Harrison H C, Jung, G. and Nienhuis, ] 1999. Organization of American
and Asian Ginseng Germplasm Using Randomly Amplified Polymorphic DNA. J
Amer. Soc. Hort. Sci. 124 (3), 252-256.

BOITEUX, LS, Fonseca, M.EN, Simon, PW 1999 Effects of Plant Tissue and DNA
Purification Method on Randomly Amplified Polymorphic DNA-based Genetic
Fingerprinting Analysis in Carrot. J Amer Soc. Hort. Sci 124 (1), 32-38.

BROWN, JS. 1991 Principal Component and Cluster Analyses of Cotton Cultivar
Vaniability across the U.S. Cotton Belt. Crop science, 31: 915-922.

CANTRELL, R.G and Davis, DD 1993. Characterization of hirsutum x barbadense
Breeding Lines Using Molecular Markers Beltwide Cotton Conferences, pp. 1551-
1553.

CAO, D and Oard, JH 1997 Pedigiee and RAPD-Based DNA Analysis of Commercial
U S. Rice Cultivars Crop Science, 37, 1630-1635. -

CAKIR, F 1994 Karsihkh Bagmhhgin Olgiilmesinde Kiimeleme Analizi ve Bir

Uygulama Marmara Universitesi Sosyal Bilimler Enstitiisii Ekonometri Anabilim
Dal Istatistik Bilim Daly, Yiitksek Lisans Tezi, Istanbul.

93

of Auozyme o
net., 85, 451-" A



IBANOGLU, G. 1994 Arpa Genomunun Molekiiler Analizi. Yiksek Lisans Tezl _ I

[stanbul Univ. Fen Bilimleri Enst, , Istanbul.

LLAPORTA, S L, Wood, J. and Hicks, ] B. 1985. Maize DNA Miniprep In: Molecular

Biology of Plants A Laboratory Course Manual, pp. 36-37 1 Cold Spring Harbor
Press, New York

:MEKE, T, Adams, RP and Chibbar, R 1992, Potential Taxonomic Use of Random

Amplified Polymorphic DNA (RAPD): A Case Study in Brassica Theor. Appl.
Genet, 84, 990-994.

:MEKE, T., Lynch, DR, Kawchut, LM, Kozub, G.C. and Armstrong, TD 1996
Genetic Diversity of Potato Determined by Random Amplified Polymorphic DNA
Analysis. Plant Cell Reports, 15 (9), 662-667

IMIR, 1, 1962 Tiukiye'de yetistirilen "(")nemli Susam Cesitlerinin Baglica Morfolojik
Biyolojik ve Sitolojik Vasiflann Uzerinde Arastirmalar EUZF. Yaymlan: $3,
Izmir.

=VOS, KM, and Gale, M.D. 1992. The Use of Random Amplified Polymorphic DNA
Markers in Wheat. Theor. Appl Genet, 84, 567-572.

HILLON, N.P.S, Ishiki, K 1999 Genomic Variation and Genetic Relationships in
Ipomoea spp. Plant breeding, 118, 161-165.

IGBY, PGN and Kempton, R A 1987 Multivariate Analysis of Ecological
Communities. Population and Community Biology, New York

OLDI, ML, Volmann, J. and Lelley, T. 1997. Genetic Diversity in Soybean as
Determined by RAPD and Microsatellite Analysis. Plant Breeding, 116, 331-335

RAPER, I, Scott, R., Armitage, P. and Walden R. 1988 Plant Genetic Transformation
and Gene Expression A Laboratory Manual, Great Britain.

UNEMANN, F, Kahnau, R. and Schmidt, H. 1994 Genetic Relationships in Malus
Evaluated by RAPD "Fingerprinting" of Cultivars and Wild Species Plant
Breeding, 113, 150-159

URAN, Y, Rohde, W, Kullaya, A, Goikoetxea and Ritter, E. 1997 Molecular Analysis
of East African Tall Coconut Genotypes by DNA Matker Technology. ./ Gener
and Breed., 51, 279-288.

SCRIBANQO, M R, Santalla, M., Casquero, P. A and DeRon, AM 1998 Patterns of

Genetic Diversity in Landraces of Common Bean (Phaseolus vulgaris L.} from
Galicia. Plant breeding, 117, 49-56,

94



AKDER

MERK BUTGig ES‘ _
Ll 1i@_\1{5‘

JEANA, B, Vekemans, X, du Jardin, P. and Baudoin, JP. 1997 Genétic Diversify in.. SRR

Lima bean (Phaseolus lunatus L.} As Revealed by RAPD Markers, Euphytica, 95,

157-165. T

RELLO, S, Hansen, K.R,, Jensen, J. and Jorgensen, R.B. 1995 Inheritance of Rapeseed
(Brassica napus)-specific RAPD Markers and a Transgene in the Cross Brassica
Juncea X (Brassica juncea x Brassica napus). Theor Appl Genet , 91, 236-241

ANESH, SK and Thangavelu, S 1995 Genetic Divergence in Sesame (Sesamum
indicum L.). Madras Agric. J, 82(4), 263-265.

ALDERISL, U, Cipollaro, M., Di Bernardo, G.D., De Masi, L., Galano, G and Cascino,
A 1998. Molecular Typing of Ttalian Sweet Chestnut Cultivars by Randomly
Amplified Polymorpfic DNA Analysis. Journal of Hort Science and
Biotechnology, 73 (2), 259-263.

fIDONI, D.,, Rom, M., Kunik, T., Zur, M, Izsak, E and Firon, N. 1994 Strawberry-
Cultivar Identification Using Randomly Amplified Polymorpfic DNA (RAPD)
Markers. Plant Breeding, 113, 339-342.

JOLEMBIEWSKI, R. C, Danneberger, T K and Sweeney, P.M. 1997 Potential of
RAPD Markers for Use in the Identification of Creeping Bentgrass Cultivars. Crop
Sei 37,212-214 :

3OCMEN, B 1994, Single Tree Genetic Linkage Mapping of Taxus brevifolia Nutt. Based
on Random Amplified Polymorpfic DNA (RAPD) Markers Using DNA from
Haploid Megagametophytes. Master Thesis, The Graduate School of Natural and
Applied Sciences of Middle East Technical University, Ankara.

3OZUKIRMIZI, N, An, §, Giirel, F, Cobanoglu, G, Riistemova, P, Bilgen, G, Can, O
ve Ekiz, H 1995. Hordeum (Arpa)'da Genetik Stabilite, Germplasm Orneklerinde
Polimorfizm ve Genetik Haritalama i¢in RAPD Yé&ntemi ile Parmak Izi Calismalan
ve Arpa Islahina Etkileri Biyoteknoloji ve Bitki Islahi, Workshop, 17-19 Nisan,
Gebze/Kocaeli.

JALLDEN, C., Nilsson, N.O,, Rading, IM. and S&ll, T 1994. Evaluation of RFLP and
RAPD Markers in a Comparison of Brassica napus Breeding Lines. Theor Appl
Genet, 88, 123-128.

{ARCH, B.D, Basford, K.E., Delacy, L.H and Lawrence, P.K. 1997 The Analysis of
Large Scale Data Taken From The World Groundnut (drachis hypogaea L3
Germplasm Collection I. Two-way Quantitative Data. Euphytica, 95, 27-38.

JEUN, M. and Helentjaris, T. 1993. Inheritance of RAPDs in F| Hybrids of Corn. Theor
Appl. Genet., 85, 961-968.

95



TEBRANDT, VM 1932 Sesamum indicum L. Bull Appl Bot Gen and Plant = -

Breeding Series IX, No:2, 3-107.

RMANN, CE and Osborn, T.C. 1992. Use of RAPD and RFLP Markers for
Germplasm Evaluation. In:Proc. Conf. Appl RAPD Tech. Plant Breeding,
Minneapolis, pp.9-11.

, I, Quiros, C, Arus, P, Struss, D. and Robbelen, G. 1995, Mapping of Gene
Determining Linolenic Acid Concentration in Rapeseed with DNA-based Markers,
Theor. Appl. Genet., 90, 258-262.

, TK. 1985 Studies on Inheritance and Breeding in Sesame [ The application of
Different Cultivated, Types in the Improvement of Yield. Journal of the Agric.
Assoc. of. China, 130, 44-51.

HIKI, S. and Umezaki, T. 1997. Genetic Variations of Isozyme in Cultivated Sesame
(Sesamum indicum L.). Euphytica, 93, 375-377

N, A, Bhatia, S, Banga, SS,, Prakash, S and Lakshmikumaran, M 1994 Potential
Use of Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Technique to Study the
Diversity -in Indian mustard (Brassica juncea) and Its Relationship to Heterosis.
Theor Appl. Genet., 88:116-122.

NS, M.A., Skroch, P.W , Nienhuis, ], Hinrichsen, P, Bascur, G. and Mufioz-Schick,
C. 1997. Gene Pool Classification of Commeoen Bean Landraces from Chile Based
on RAPD and Morphological Data. Crop Science. 37, 605-613.

LLIFFE, I.T. 1986 Principle component analysis. Springer Verlag, New York,

SHI, CP. and Nguyen, HT 1993. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
. Analysis Based Intervarietal Genetic Relationships Among Hexaploid Wheats.
Plant Science-Limerick, 93, 1-2, 95-103.

ZAN, K, Manners, ].M. and Cameron, D. F. 1993, Genetic Variation in Agronomically
Important Species of Stylosanthes Determined Using Random Amplified
Polymorphic DNA Markers. Theor. Appl.Genet., 85, 382-888

EIN-LANKHORST, RM, Vermunt, A, Weide, R, Ltharska T. and Zabel, P. 1991
Isolation of Molecular Markers for Tomato (L esculentum) Using Randomly
Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Theor. Appl. Genet , 83, 108-114

JLLER, B, Lehmann, A, McDermott, J M. and Gessler, C. 1993 Identification of
Apple Cultivars Using RAPD Markers. Theor. Appl Genet., 85, 901-904

96



MK, Yang, I, Jin, Y.H, Lee, CH and Oh, B ]. 1998. Genetic Relationships of Viola
Species Evaluated by Random Amplified Polymorphic DNA Analysis. Journal of
Hort. Science and Biotechnology, 74 (5), 601-605.

DRNNEEF, M. 1990. In O'Brien, S J. Genetic Maps. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, pp. 6 94-6.97, New York.

ZANOWSKI, W.J. 1988. Principles of Multivariate Analysis, A user's Perspective ,
Oxford Publications

NHAM, P G. and Brennan, RM. 1999. Genetic Characterization of Gooseberry (Ribes
grossularia subgenus Grossularia) Germplasm Using RAPD, ISSR and AFLP
Markers. Journal of Hort Science and Biotechnology, 74 (3), 361-366.

NGE, D A, Petiuela, S., Denny, R L., Mudge, I, Concibido, V.C,, Orf, ].H and Young,
N.D. 1998 A Plant DNA Isolation Protocol Suitable for Polymerase Chain
Reaction Based Marker-Assisted Breeding. Crop Science, 38, 217-220.

M. and Midmore, D.J. 1999, Estimating The Genetic Relationships of Chinese Water
Chestnut {Eleocharis dulcis (Burm f) Hensch) Cultivated in Australia, Using
Random Amplified Polymorphic DNAs (RAPDs). Journal of Horticultural Science
& Biotechnology, 74(2), 224-231.

[, C.J.1997. Geographical Distribution of Genetic Variation in Stylosanthes scabra
1evealed by RAPD analysis, Euphytica. 98, 21-27.

I, Z W, Jarret, RL., Kresovich, S. and Duncan, R.R. 1995, Characterization and
Analysis of Simple Sequence Repeat (SSR) Loci in Seashore Paspalum (Paspalum
vaginatum Swartz). Theor Appl. Genet, 91, 47-52.

[, A, Cocks, P S, Howieson, J.G. and Carr, J. 1997. Morphological Characterization of
Mediterranean Populations of Biserrula pelecinus L. Plant Breeding, 116, 171-176.

UGHAN, P J, Maroof, M A.S. and Buss, G.R. 1996 Molecular-marker Analysis of
Seed-Weight: Genomic Locations, Gene Action, and Evidence for Orthologous
Evolution Among Three Legume Species. Theor Appl Genet., 93, 574-579.

NNINEN, O.M, Twpeinen, T. and Nissild, E. 1997. Identification of RAPD Markers
Closely Linked to The mlo-locus in Batley. Plant Breeding, 116, 461-464.

NIATIS, T, Fritsch, E. and Sambrook, J. 1982 Molacular Cloning: A Laboratory
Manual: Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York

97



MEKURIA, G T, COLLINS, G G. and Sedgley, M. 1999. Genetic Variability Between
Different Accession of Some Common Commercial Olive Cultivars. Journal of
Hort Science and Biotechnology, 74 (3), 309-314.

MENKIR, A., Goldsbrough, P. and Ejeta, G 1997, RAPD Based Assessment of Genetic
Diversity in Cultivated Races of Sorghum. Crop Sci. 37, 564-569

MILLAN, T., Osuna, F , Cobos, S, Torres, A M. and Cubero, A M. 1996 Using RAPDs to
Study Phylogenetic Relationships in Rosa. Theor Appl. Genet, 92, 273-277

MOUZEYAR, S, Roeckel-Drevet, P, Gentzbittel, L, Philippon, J, Tourvieille De
Labrouhe, D., Vear, F. and Nicolas, P. 1995. RFLP and RAPD Mapping of The

Sunflower P/l Locus for Resistance to Plasmopara halstedii race 1. Theor. Appl
Genet, 91, 733-737

NAGAOKA, T, Ogthara, Y. 1997 Applicability of Inter-Simple Sequence Repeat
Polymorphism in Wheat for Use as DNA Markers in Comparison to RFLP and
RAPD markers. Theor Appl Genet, 94, 597-602.

NEI, N. and Li, W. 1979. Mathematical Model for Studying Genetic Variation in Terms of
Restriction Endonucleases Proc Natl Acad Sci. USA, 76, 5269-5273,

NEWBURY, H.J and Ford-Lloyd, B V. 1993. The Use of RAPD for Assessing Variation in
Plants. Plant Growth Regulation, 12, 43-51

NOVY, R.G, Kobak, C., Goffreda, J and Vorsa, N. 1994 RAPDs Identify Varietal
Misclassification and Regional Divergence in Cranberry (Vaccinium macrocarpon
(Ait.) Pursh). Theor Appl Genet., 38, 1004-1010.

PAGE, D, Delclos, B, Aubert, G, Bonavent, JF and Mousset-Declas, C. 1997
Sclerotinia rot resistance in red clover: Identification of RAPD Markers Using
Bulked Segregant Analysis Plant Breeding, 116, 73-78

PALUMBI, S, Martin, A, Romana, S., McMillan, W D., Stice, L. and Grabowski, G.
1991 The Simple Fool's Guide to PCR. Universtiy of Hawaii, sf.12.

PAMMI, Schertz, K, Xu, G, Hart and G, Mullet, JE. 1994, Random Amplified
Polymorphic DNA markers in Sorghum. Theor Appl Genet., 89, 80-88.

PANCHOLI N 1995 Aspect of Tissue Culture in Relation to Banana Improvement and
Germplasm conservation. The University of Reading, Department of Agricultural
Botany, School of Plant Sciences, 301pp.

PAPA, R, Attene, G., Barcaccia, G, Ohgata, A and Konishi, I 1998 Genetic Diversity in

Landrace Populations of Hordeum vulgare L. from Sardinia, Italy, as revealed by
RAPDs, Isozyme and Morphophenological Traits. Plant breeding, 117, 523-530

98




\RANI, M., Singh, KN, Rangasamy, S and Ramalingam, R.S 1997 Identification of
Sesamum alatum x Sesamum indicum Hybrid Using Protein, Isozyme and RAPD
Markers. Indian J Genet, 57(4), 381-388.

ATIL, R R. and Sheriff, R A. 1994 Genetic Divergence in Sesame (Sesamum indicum
L.). MysoreJ Agric Sci, 28, 106-110

:RRY, M.C. and McIntosh, M.S. 1991. Geographical Patterns of Variation in the USDA
Soybean Germplasm Collection: 1. Morphological Traits. Crop science, 31; 1350-
1355

ESSINO, S C,, Ortiz, I P.A,, Leblanc, O, do Valle, CB,, Evans, C and Hayward, M. D.
1997. Identification of a Maize Linkage Group Related to Apomixis in Brachiaria.
Theor. Appl. Genet , 94, 439-444.

UTTADA, P. and Layrisse, A 1995 Heterosis and Combining Ability in Hybrids Among
12 Commercial Varieties of Sesame (Sesamum indicum L.). Plant Breeding, 114,
239-242,

[KAART, M.]. and Villeponteau, B 1993. Suppression of PCR Amplification by High
Levels of RNA. Biotechnigues, 14, 24-25.

ATASEGER, G, Tan, H I.W., Turner, IM., and Kumar, P P 1997 Analysis of Genetic
Diversity Among [xora Cultivars (Rubiaceae) Using Random Amplified
Polymorphic DNA. Annals of Botany, 80: 355-361.

EITER, S.R, Young, M. and Scolntk, P A. 1993. Genetic Linkage of The Arabidopsis
Genome: Methods for Mapping with Recombinant Inbreds and Random Amplified
Polymorphic DNAs (RAPDs) Methods in Arabidopsis Research, World Scientific
Publishing, Singapore.

JEDE, C R, Fairbanks, D.J.,, Andersen, W.R, Kehrer, R L and Robinson, LR 1994,
Enhancement of RAPD Analysis by Restriction-Endonuclease Digestion of
Template DNA in Wheat. Plant Breeding, 113, 254-257

OLF, EF.J. 1993 NISYS-PC Numerical Taxonomy and Multivariate Sysetem Version
1.80. Applied Biostatistics Inc., New York,

OWLAND, LJ and Levi, A. 1994 RAPD-Based Genetic Linkage Map of Blueberry
Derived from a Cross Between Diploid Species (Vaccinium darrowi and V,
elliottity, Theor App! Genet, 87, 863-868.

0YO, C, Soler, C and Romagosa, [ 1995. Agronomical and Morphological Among
Winter and Spring Triticales. Plant Breeding, 114, 413-416

99




JSSEL, JR, jEuller', I.D., Macaulary, M., Hatz, B.G., Jahoor, A., Powell, and Waugh, R.
1997 Direct Comparison of Levels of Genetic Variation Among Barley Accessions
Detected by RFLPs, AFLPs, SSRs and RAPDs. Theor Appl Genet., 95, 714-722.

ANTALLA, M., Power, 1B and Davey, MR 1998 Genetic Diversty in Mung Bean
Germplasm Revealed by RAPD Markers. Plant Breeding, 117, 473-478.

AS, Sas Institute 1987. SAS User's Guide Release 6.03 Edition. Cary, North Caroline,
SAS Institute Inc.

CHNELLER, J, Holderegger, R., Gugerli, F, Eichenberger, K and Lutz, E. 1998
Patterns of Genetic Variation Detected by RAPDs Suggest a Single Origin With
Subsequent Mutations and Long-Distance Dispersal in the Apomictic Fern
Dryopteris remote (Dryopteridaceae). American Journal of Botany, 85 (7), 1038-
1042.

CHONTZ, D. and RETHER, B 1999 Genetic Variability in Foxtail Millet, Setaria italica
(L.) P. Beauv.: Identification and Classification of Lines with RAPD Markers, Plant
Breeding, 118, 190-192.

HARMA, S K., Dawson, LK. and Waugh, R. 1995 Relationships Among Cuitivated and
Lentils Revealed by RAPD Analysis. Theor Appl Genet., 91: 647-654.

INGH, S P, Gutiérrez, J.A., Molina, A , Urrea, C.,, and P Gepts. 1991. Genetic Diversity
in Cultivated Common Bean: [I.Marker-Based Analysis of Morphological and
Agronomic Traits. Crop science, 31: 23-29,

KROCH, P.W.and Nienhuis, J. 1995 Qualitative and Quantitative Characterization of

RAPD Vanation Among Snap Bean (Phaseolus vulgaris) Genotypes. Theor. Appl.
Genet, 91, 1078-1085.

KROCH, P.W., Tivang, J. and Nienhuis, J. 1992 Analysis of Genetic Relationships Using
RAPD Marker Data. Applications of RAPD Technology to Plant Breeding Joint
Plant Breeding Symposia Series, Minneapolis, Minnesota.

QUZA E, and Sorrells, M E.. 1991 Relationships Among 70 North American Oat
Germplasm: I Cluster Analysis Using Quantitative Chatacters. Crop science,
31:599-605

POONER, DM, Tivang, ], Nienhuis, I, Miller, ] T., Douches D.S. and Contreras-M, A.
1996 Comparison of Four Molecular Markers in Measuring Relationships Among

The Wild Potato Relatives Solanum Section Etuberosum (subgenus potatoe), Theor:
Appl Genet, 92, 532-540.

TEEN, S W 1999 Handbook for DNA Isolation, RAPD-PCR and PCR-RFLP Botanical
Garden and Museum, Univ. of Oslo.

100




'RAND, A E., Leebens-Mack,, I. and Milligan, B. 1996. Nuclear DNA-Based Markers to
Plant Evolutionary Biology. Molecular Ecology, 6, 113-118.

JIGAWARA, K, Oowada, A, Moriguchi, T. and Omura, M. 1995, Identification of
Citrus Chimeras by RAPD Markers. Hort. Science, 30(6), 1276-1278

N TUB.K, A. 1995 Kiimeleme Analizi ve Bir Uygulama. Yiiksek Lisans Tezi. Uludag
Universitesi Sosyal Bilimler Enstitilsit Ekonometri Anabilim Dali Istatistik Bilim
Dali, Bursa.

A\NHUANPAA, PX, Vilkki, JP and Vilkki, HJ. 1995 Identification of a RAPD
Marker for Palmitic-acid Concentration in The Seed Oil of Spring Tumip Rape
(Brassica rapa ssp. oleifera). Theor Appl Genet., 91, 477-480.

\OQ, Y., Manners, ] M., Ludlow, M M. and Henzell, R G 1993 DNA Polymorphism in
Grain Sorghum (Sorghum bicolor (L) Moench). Theor Appl Genet, 86, 679-688.

ATINENI, V., Cantrell, R.G and Davis, D D. 1996 Genetic Diversity in Elite Cotton
Germplasm Determined by Morphological Characteristics and RAPDs. Crop
Science, 36, 186-192.

ATLIDIL H. 1996. Uygulamali Cok Degiskenli Istatistiksel Analiz Ankara

T1OMPSON, J.A, Nelson, R.L. and Vodkin, L.O. 1998, Identification of Diverse Soybean
Germplasm Using RAPD Markers. Crop Science, 38, 1348-1355

TOMPSON, J A, and Nelson, RL. 1998. Core Set of Primers to Evaluate Genetic
Diversity in Soybean, Crop Science, 38, 1356-1362.

JORMANN, CE. and Osborm, T.C 1992. Use of RAPD and RFLP Markers for
Germplasm Evaluation. Applications of RAPD Technology to Plant Breeding.
Joint Plant Breeding Symposia Series, Minneapolis, Minnesota.

RANSUE, DK, Fairbanks, D J, Robinson, L. R. and Andersen, W.R. 1994 Species
Identification by RAPD Analysis of Grain Amaranth Genetic Resources. Crop
Science, 34, 1385-1389

JRKER, M.F ve Tiitker, E.S 1994. Ana Bilegenler Analizi Yardimiyla Yakacak Odun
Tiiketiminin Sosyo- Ekonomik Analizi. 7r J of Agriculture and Forestry, 18, 155- »
159,

JRKER, M.F ve Tiitker, E.S. 1999. Cok Degigkenli Istatistik Analiz Yardim ile Orman

?sletmeler@'nin Ekonomik Analizi (DoZu Karadeniz Bolgesi 25 Devlet Orman
Isletmesi Omegi). Tr. J. of Agriculture and Forestry, 23 (1), 169-177

101




-RAHMAN, H., James D.J.,, Hadonou, A M. and Caligari, P.D.S. 1997 The Use of
RAPD for Verifying The Apomictic Status of Seedlings of Malus Species. Theor
Appl. Genet, 95, 1080-1083.

RGHESE, Y.A , Knaak, C., Sthuraj, MR, and Ecke, W. 1997, Evaluation of RAPD
Markers in Hevea brasilensis, Plant Breeding, 116, 47-52.

RDISSON, S, Baillieul, F and Audran, J.C. 1999 Use of Markers to Detect Chimerism
in Synthetic Grape Chimeras (¥itis vinifera L.). Vitis, 38, 3, 93-95.

'RLING, R A, Xiang, Z, Joshi, C.P,, Gilbert, ML and Nguyen, H.T. 1994 Genetic
Diversity Among Elite Sorghum Lines Revealed by Restriction Fragment Length
Polymorphisms and Random Amplified Polymorphic DNAs. Theor Appl Genet,
87, 816-820.

LAND, I, Skroch, P.W, Lai, T., Hanson, P., Kuo, C G. and Nienhuis, J. 1998. Genetic
Variation Among Tomato Accession from Primary and Secondary Centers of
Diversity. Crop Science, 38, 1339-1347.

\NG, M. and Goldman, IL 1999. Genetic Distance and Diversity in Table Beet and
Sugar Beet Accessions Measured by Randomiy Amplified Polymorphic DNA. J.
Amer Soc Hort Sci 124 (6), 630-635

.EDEN, N.F., Timmerman, G.M., Hemmat, M., Kneen, B E. and Lodhi, M A 1992
Inheritance and Reliability of RAPD Markers, Applications of RAPD Technology
to Plant Breeding, Joint Plant Breeding Symposia Series, Minneapolis, Minnesota.

LLIAMS, J.GK.,, Kubelik, AR, Livak, K.J, Rafalski, J A and Tingey, S.V. 1990
DNA Polymorphisms Amplified by Arbitrary Primers are Useful as Genetic
Markers. Nucleic Acids Research, 18 (22), 6531-6535.

MAGISHI, M. 1995, Detection of Section-specific Random Amplified Polymeorphic
DNA (RAPD) Markers tn Lilium. Theor Appl Genet. 91, 830-815

E, E., Kidwell, K K., Sills, GR. and Lumpkin, T .A. 1999 Diversity Among Selected
Vigna angularis (Azuki) Accessions on The Basis of RAPD and AFLP Markers.
Crop Science, 39: 268-275. .

, L.X and Nguyen, H.T. 1994. Genetic Variation Detected with RAPD Markers Among
Upland and Lowland Rice Cultivars (Oryza sativa, L.). Theor Appl. Genet, 87, 6,
668-672,

102



is

1 yilinda Konya'da dogdum 1lk, orta ve lise &grenimimi Konya'da
n. 1989 yilinda Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri B8liimiine
tdim ve 1993 yilinda lisansimi tamamladim. Aymi yil Akdeniz Universitesi
iltesi Tarla Bitkileri Boliimiinde Yiiksek Lisans yapmaya bagladim. 1996
sek lisansimi tamamlayarak aynt bélimde doktora ¢aligmama bagladim Halen
Iniversitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimiinde Arastirma gorevlisi

smalarimt siirdiirmekteyim

Lir
o Ljn,__‘-;



