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OZET

AKDENIZ SUSAM KOR KOLEKSiYONUNDA GENETIK CESITLILiGIiN VE
POPULASYON YAPISININ BELIRLENMESI

Merve BASAK

Yiiksek Lisans, Tarla Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Dog¢. Dr. Engin YOL
Haziran 2019; 92 Sayfa

Bu tez ¢alismasinda Asya, Afrika, Avrupa ve Amerika kitasinda yer alan 21
farkli tilkeden toplanan genotiplerin yer aldigi Akdeniz Susam Kor Koleksiyonu yeni
nesil dizilime yontemi ile elde edilen 5292 SNP kullanilarak popiilasyon temelinde
analiz edilmistir. Eldeki bu genetik bilgi ile koleksiyona ait genetik cesitlilik,
poplilasyon yapist ve filogenetik iliskiler degerlendirilmistir. Popiilasyon yapisini
belirlemek icin STRUCTURE programi kullanilmis, analiz sonucunda dort ayri kitadan
yer alan genotipler {i¢ ayr1 gruba dagitilmistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA)
verileri genetik varyasyonun en fazla popiilasyonlar igindeki bireyler arasinda (% 68)
oldugunu gostermistir. Alt popiilasyonlar arasinda genetik mesafe (Fst) 0.084 degeri ile
diisiik diizeyde farklilagsma gostermis ayrica en diisiik ikiserli Fst degeri (0.042) Asya
ve Amerika gruplarinda elde edilmistir. Filogenetik aga¢c TASSEL 5.2.52 programu ile
olusturulmustur. Popiilasyon igindeki iligkilerin belirlenmesinde temel koordinat analizi
(PCoA) kullanilmigtir. Analiz sonucunda farkli iilkelerden koken alan genotiplerin yer
aldigi dort farkli kiime elde edilmistir. Analizler sonucunda Asya iilkelerine ait
genotiplerin tiim gruplarda iginde yer aldigi, tilkemiz ve Yunanistan’in ise ayni grupta
bulundugu belirlenmis olup bu durum iki iilke arasindaki muhtemel tohum transferini
ortaya koymaktadir. Calismada analizler sonucu elde edilen molekiiler ve sistematik
bulgularn ileride yapilacak susam g¢aligsmalarina katki saglamasi beklenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Filogeni, SNP, Susam, Yeni nesil dizileme
JURI: Dog. Dr. Engin YOL
Prof. Dr. Biilent UZUN
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ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY and POPULATION STRUCTURE of
MEDITERRANEAN SESAME CORE COLLECTION

Merve BASAK
MSc Thesis in Department of Field Crops
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Engin YOL
June 2019; 92 pages

In this thesis, The Mediterranean sesame core collection which contains
accessions collected from 21 countries in Asia, Africa, Europe and America was
analyzed on the basis of population with 5292 SNP markers obtained by next generation
sequencing method. This genetic information was used to evaluate genetic diversity,
population structure and phylogenetic relations of the collection. The STRUCTURE
program determined population structure and the accessions from four continentals were
distributed three separate groups. Molecular variance analysis (AMOVA) data showed
that genetic variation was the highest among individuals (68%). A low level of
differentiation was observed between subpopulations with a genetic distance (FST) of
0.084 and the lowest FST value was obtained in the Asian and American groups. The
phylogenetic tree was created by TASSEL 5.2.52 program. Principal coordinate
analysis (PCoA) was used to determine the relations of accessions. As a result of the
analysis, four different groups originating from different countries were acquired. The
accessions from Asian countries included in all groups. Turkey and Greece were also
part of same group and it might be sourced of seed transferring between these countries.
Molecular and systematic findings obtained in this study will be helpful in future
sesame studies.

KEYWORDS: Next generation sequencing Phylogeny, Sesame, SNP
COMMITTEE: Assoc. Prof. Engin YOL
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ONSOZ

Susam igerdigi antioksidanlar ve yliksek yag kalitesi ile onemli bir yagli tohum
bitkisidir. Tohumlar1 ve yag1 direk kullanilabilir olmasinin yani sira iilkemizde farkli gida
maddeleri yapiminda da kullanmaktadir. Ancak ekim alanlar1 ve tohum iiretimi her gegen
yil azalis gostermektedir. Kapsiillerin ¢atlamasindan dolay1 hasatta yasanan verim kayiplari
ve hastaliklara dayanikli ¢esitlerin bulunmamasi iiretimin azalis sebepleridir. Verim
kayiplarin1 6nlemek ve hastaliklara dayanikli gesitler gelistirmek baslica ¢6ziim yollaridir.
Buradan yola ¢ikarak Yol ve Uzun (2012) tarafindan olusturulan yiiksek verimli, yiiksek
yag igerigi ve erkenci susam c¢esitlerini bulunan Akdeniz Susam Kor Koleksiyonunda
ileride yapilacak 1slah ¢aligmalarina yeni ebeveynleri kazandirmak amaciyla, yeni nesil
dizilim yontemi kullanilarak tek niikleotid degisiklikleri tespit edilmis ve molekiiler
analizler sonrasi koleksiyonun genetik cesitliligi belirlenmistir.

Yiiksek lisans egitim hayatimda hedeflerimde ilerlememde bana yol gosteren, tez
calismamin her asamasinda yardimi ve destegini esirgemeyen danigsman hocam Sayin Dog.
Dr. Engin YOL’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismada yapilan analizlerde yardimlarini esirgemeyen fakiiltemizin Bitki Koruma
Béliimiinden Saymn Dr. Ogr. Uye. Cengiz IKTEN ve Ars. Gor. Hilal Sule TOSUN ile
Zootekni bdliimiinden Sayin Dr. Ogr. Uye. Taki KARSLI’ya tesekkiir ederim.

Ayrica ¢alisma siiresince destegini her zaman hissettigim, siirekli yanimda olan
arkadaslarima tesekkiir ederim.

Son olarak da egitim hayatim boyunca maddi manevi tiim destekleri saglayan ve her

zaman beni destekleyen anneme, babama, amcam Ozcan BASAK’a ve caligmasi
asamasinda yardimci olan kardesim Hilal BASAK sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

cm  : Santimetre

°C . Santigrat derece
g : Gram

ha : Hektar

HCI : Hidroklorik asit

K : Popiilasyon sayist
Kb  :Kilobaz
M : Molar

Mb  : Megabaz
ml : Mililitre
mM  : Milimolar

NaCl : Sodyum Kloriir

P : Onemlilik diizeyi
r : Korelasyon sayisi
r? : Korelasyon katayisi

rom : Dakikadaki devir sayisi
ul : Mikrolitre

({34

Tezin tiim boliimlerinde gegen ondalik rakamlarinda ayra¢ olarak
kullanilmistir.
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1. GIRIS

Pedaliaceae familyasinda 16 cins yer almaktadir. Sesamum bu cinslerden biri
olup biinyesinde yer alan Sesamum indicum L. (2n=26) tiirii cinsin kiiltiirii yapilan tek
tiyesidir (Kobayashi 1981). Kiiltiir susaminin bugiin diinya {lizerinde daha ¢ok tropikal
ve sicak kusaga yayilmis yaklasik 3000 varyete ve ekotipi bulunmaktadir (Baydar vd.
2000). Susam bitkisinin 17 tiiriinlin Afrika'da bulunmasindan dolayi1 orijininin bu bdlge
olabilecegi ifade edilmekle birlikte Hindistan'da elde edilen diger bulgular susamin gen
merkezinin bu bolge olabilecegi fikrini de ortaya ¢ikarmistir (Bedigian 2003). Susamin
ayrica Anadolu ve Mezopotamya (simdiki Irak) icin de antik bir bitki oldugu
bildirilmektedir (Bedigian 2003). Susam; Sudan, Hindistan, Myanmar ve Cin basta
olmak {izere diinyanin tropik ve subtropik iklim kusaklarina (40°K - 40°G) (Ashri 2007)
sahip birgok yerinde kiiltiiri yapilan tarihte en eski yagli tohumlu bitkilerden biri olarak
bilinen tek yillik bir bitkidir.

Diinya iizerinde susam ekim alani yaklasik 9.4 milyon ha olup sirasiyla yaklasik
2 milyon ha ile Sudan, 1.8 milyon ha ile Hindistan ve 1.5 milyon ha ile Myanmar en
genis alanlarda tiretim yapan ilkelerdir. Diinyada en fazla iiretime sahip iilkeler ise
764320 ton ile Myanmar ilk sirada, 751000 ton ile Hindistan ikinci sirada, 500000 ton
ile tiglincii sirada Sudan ve Nijerya yer almaktadir (FAO 2017). Tiirkiye’de yaklasik
25985 ha alanda susam ekimi yapilmaktadir. il bazinda bakildiginda sirasiyla yaklasik
olarak 6452 ha ile Manisa, 4892 ha ile Antalya, 3845 ha ile Usak, 2996 ha ile Mugla en
fazla susam ekim alanina sahip bolgelerdir (TUIK 2018). Ulkemiz toplam iiretimi ise
17437 tondur. Ulkemizde en fazla susam tohumu iiretilen baslica iller; 3443 ton ile
Manisa 1.sirada, 3426 ton ile Antalya 2.sirada, 3115 ton ile Mugla 3.sirada ve 2440 ton
ile Usak 4.sirada yer almaktadir (TUIK 2018). Tiirkiye, Nijerya, Pakistan, Hindistan,
Uganda, Etiyopya ve bir¢ok Afrika {ilkesi basta olmak {izere toplam 27 {ilkeden susam
ithalati gergeklestirmektedir. Afrika’nin geleneksel susam ireticileri ve birkag Asya
tilkesi ile sinirl kalan susam ithalati 2011 yili itibariyle Paraguay’dan Ozbekistan’a,
Banglades’ten Meksika’ya kadar ¢ok genis bir alan1t kapsamis bulunmaktadir (Sahin
2014).

Susam 90-120 giinliik gelisme periyoduna sahip ve 40 cm’den 2 metreye kadar
boylanabilen, gii¢lii koke, asagidan yukariya dogru dik sekilde boylanan tiiylii govd.e
yapisina Sahip 6nemli bir yag bitkisidir. Susam ¢atlayan kapsiil yapisina sahip olmakla
birlikte kapali kapsiillii diisiik verimli mutant tiplerde bulunmaktadir. Ancak bu susam
tipleri siirdiiriilebilir tarim i¢in uygun degildir. Olgunlagma siiresinin kisa olmasi, toprak
seciciliginin az olmasi, kurakliga dayaniklilik karakterine sahip olmasi sebebiyle 6nemli
bir bitkidir. Diinyada ve Tiirkiye’de farkli ¢evre kosullarina uyum saglamis, fazla
miktarda susam varyeteleri ve ekotipleri var olmaktadir. Mevcut olan bu varyete ve
ekotipler ¢ok sayida genotipin bir araya gelerek olusturdugu popiilasyonlar halinde
bulunurlar. Bu popiilasyonlardan tek ve toplu bitki seleksiyonuna dayali 1slah
caligmalar1 ile Ttstliin Ozellikli susam g¢esitleri giiniimiize kadar gelistirilmis ve
gelistirilmeye devam edilmektedir. Lokal germplasm havuzlari iginden ireticiler
tarafindan bilingli veya bilingsiz olarak yapilan seleksiyonlar bugiin halen ticari olarak
tiretilen pek ¢ok susam varyetesinin ortaya ¢ikmasina olanak saglamistir (Ashri 1989).
Susam, bilinen en eski yag bitkisi olmasina ragmen diger kiiltiiri yapilan bitkilere gore
daha az c¢alisilmistir. Dilinyada susamda yapilan 1slah ¢alismalar1 sinirli sayidadir ve
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tilkemizde bu oran daha da kisithidir. Islahi yapilmis bitkiler elde edilmesine karsin
genelde adaptasyon giicii yiiksek yerel gesitler tercih edilmistir (Baydar vd. 1999).

Susam tohumlarinda yaklasik %50-60 yag ve %25 protein bulundurmakta olup
cok eskiden beri insanlar tarafindan farkli sekillerde kullanilan degerli bir yag bitkisidir.
Hatta bazi tiplerde yag oran1 % 62.7’ye kadar ¢ikabilmektedir (Uzun vd. 2007, 2008).
Susam yag1, yiiksek kalitedeki bitkisel yaglardandir. Susam yagi yemeklik olarak direkt
sivi halde kullanilmasinin yaninda margarin veya farkli merhem ve kremlerin
yapiminda da kullanilmaktadir. Ikinci ve {igiincii preslemeden sonra alinan yag, sabun
yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica yaygin olarak simit, kek, ¢orek, pasta gibi hamur
islerinde veya sekerleme yapilarak dogrudan tohumlart tiiketilmektedir. Susam
tohumlar1 kavrulup kabugu alindiktan sonra ezilerek tahin yapilir. Tohumlarin yagi
alindiktan sonra geriye kalan kismi ise kiispedir. Kiispe degerli bir hayvan yemi
olmakla beraber bazi iilkelerde ekmege de karistirilmaktadir (Atakisi 1999). Susam
yaginda diger bitkisel yaglardan farkli olarak her birinin orani yaklasik % 35-45
arasinda degisen oleik ve linoleik asitler mevcuttur. Susam yapisinda sesamin, sesamol,
sesamolin ve sesaminol antioksidanlarmi icermektedir (Yoshida ve Takagi 1997).
Icerdigi sesamin (% 0.5-1.5) ve sesamolin (% 0.3-0.5) gibi ikincil maddeler sebebiyle
susam yag1 oksitlenmeye karsi son derece direnclidir (Baydar 2005). Ayrica yiiksek
oranda protein iceren phenylpropanoidi de yapisinda bulundurmaktadir. Ayn1 zamanda
susam, yapisinda triptofan, kalsiyum, metiyonin ve ¢ok sayida mineral madde
icermektedir (Johnson vd. 1979). Susam tohumlarinin veya ununun tiikketimi ile insan ve
farelerde kolesterol seviyesinin azalmasi iliskili bulunmustur (Chen vd. 2005). Ek
olarak, susam tiiketilmesi ile kan plazmasinda E vitamini konsantrasyonunda artig
iliskisi gozlenmis (Frank 2005) ve antimutajenik (Kaur ve Saini 2000) ve
antikanserojen (Kapadia vd. 2002) etkilerinin oldugu bildirilmistir. Antioksidan olan
sesamolinin ise kan kanseri hiicrelerinin gelisimini engelledigi ortaya konmustur (Ryu
vd. 2003). Susamin insan ve bitki patojenlerine kars1 da koruyucu etkilere sahip oldugu
bilinmektedir (Costa vd. 2007). Susam bitkisinin farkli kisimlarindan ¢ikarilan 6ziitlerin
Macrophomina phaseolina ve Fusarium oxysporum gibi toprak kokenli fungal
patojenlerin gelisimini engelledigi gézlenmistir (Hernan ve Laurentin 2007). Sorgum ile
miinavebeli yetistirildiginde ise susamin Striga tiirii gibi baz1 kok parazitlerine kars1 da
etkili oldugu bulunmustur (Hess ve Dodo 2004). Susam igerisinde bulunan bilegikler
sayesinde bitki korunmasinda yeni uygulamalarda yarar saglamasi ile tarimsal alana ve
insan saghigma faydal etkileri oldugu goriilmektedir. Icerdigi antioksidanlar ve diger
maddeler susamin antiseptik, bakterisit, viriisit, dezenfektan ve tuberkular ajan olarak
kullanilmasina olanak saglamistir (Bedigian vd. 1985). Ek olarak susamla beslenme
cinsiyet hormonlari, antioksidan durumlar1 ve postmenopozal donemdeki kadinlarin kan
yag oranlari tizerinde pozitif bir etki yaptigi ifade edilmistir (Wu vd. 2006).

Ulkemizdeki susam ekim alanlari ve elde edilen iiriin yildan yila azalis
gostermektedir. 2004 yilinda 43 bin ha olan susam ekim alanlar1 giinlimiizde 28 bin ha
kadar gerileme gostermistir. Ekim alanlarindaki azalisin baslica sebepleri; kapsiillerin
catlamasi sebebiyle hasatta meydana gelen biiyilk verim kayiplari, susam bitkisi
hasadinin el ile yapilmasi, tiim bitkilerde ayn1 anda hasada gelmeme sorunu ve yiiksek
verimli ¢esitlerin azhig1 gosterilebilir. Ayrica iilkemizde kullanilan genotiplerin birgok
hastalik etmenine kars1 dayanikliliginin yetersiz olmasi ve 6zellikle son yillarda susam
tiretiminin keskin bir sekilde azalmasina sebebiyet veren phyllody hastaliginin
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yayginlagmasi diisiik verimin en énemli nedenlerinden biri olarak géziikmektedir (Yol
2011). Ancak bu olumuz sonuglar susam bitkisinin genetik verimliliginin diisiik oldugu
anlamina gelmemektedir. Susam bitkisindeki olumsuzluklar1 ortadan kaldirabilmek i¢in
yiikksek verimli ve Onemli hastaliklara dayanikli g¢esitlerin gelistirilmesi ise baslica
¢oziim yolu olarak goziikmektedir. Uretimin arttirilmasi adma izlenecek onemli
yollardan biri ise genis koleksiyonlarin karakterize edilmesi ve yeni hatlarin segilerek
1slah programlarina kazandirilmasidir. Bu kapsamda diinya susam koleksiyonu Yol ve
Uzun (2012) tarafindan karakterize edilmis ve bir kor koleksiyon olusturulmustur.
Icerisinde yiiksek verimli, yiiksek yag oranina sahip ve erkenci birgok tipi barindan bu
koleksiyon heniiz molekiiler olarak karakterize edilmemistir. Bu noktadan yola ¢ikarak
yapilan bu c¢alisma ile Akdeniz Susam Kor Koleksiyonunun yeni nesil dizileme
teknolojisi kullanilarak SNP temelli karakterize edilmesi ve genetik cesitliligin
belirlenmesi amaglanmistir. Bdylece yeni ebeveynlerin 1slah  programlarina
kazandirilmasi hedeflenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Susamda Yapilan Genetik Cesitlilik Calismalari

Laurentin ve Karlovsky (2006) ele aldiklar1 ¢alismada bes farkli bolgeden kdken
alan (Hindistan, Afrika, Cin-Kore-Japonya, Orta Asya ve Bati Asya) genotiplerin yer
aldigt susam koleksiyonunu AFLP marker kullanarak karakterize etmislerdir.
Aragtirmacilar ylriittiikkleri molekiiler calismada koleksiyonu karakterize etmede
kullandiklart AFLP markerlerin % 93'iiniin polimorfik oldugunu bildirmislerdir. Jaccard
benzerlik katsayisi aksesyonlar arasinda 0.38 ile 0.85 arasinda degismistir. UPGMA
dendrogrami 32 genotipden 25'inin iki giiglii kiimede toplandigi ancak genotip ile
cografi koken arasinda bir iligski olmadig ifade edilmistir. Temel bilesen analizinde elde
edilen sonuglar ise filogeni ¢alismasi ile benzerlik gostermistir. Cografi kokene gore bes
grubu gbz Oniinde bulunduran genetik cesitlilik ¢aligmalari, toplam c¢esitliligin sadece
%20'sinin Nei'nin popiilasyon farklilasma katsayisin1 kullanan gruplar arasindaki
cesitlilige bagl oldugunu tespit edilmistir. Benzer sekilde, toplam ¢esitliligin sadece
%5'i molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile gruplar arasindaki farkliliklara bagl
bulunmustur. Bu kiigiik ama 6nemli fark, Orta Asya grubunda yer alan genotiplerin
diger gen merkezlerine kiyasla daha diisiik bir genetik c¢esitlilik gostermesi ile
aciklanmustir.

Laurentin ve Karlovsky (2007) tarafindan yapilan arastirmada AFLP markerii
20 susam genotipini (Sesamum indicum L.) ayirt etmek ve bu genotipler arasindaki
genetik iliskiyi belirlemek icin kullanilmistir. Yapilan c¢alismada 8 primer
kombinasyonu kullanilarak toplam 339 marker elde edilmistir. Bantlarin %91'i
polimorfik olarak tespit edilmistir. Polimorfik bilgi igerigi (PIC), ¢6zme giicii (Rp) ve
her bir primer kombinasyonunun marker indeksi (MI), ¢oziilen genotip sayist ile
karsilastirildiginda anlamli bir iligki bulunamamistir. Jaccard’in benzerlik katsayilar
0.31 ile 0.78 arasinda degismistir. On bes ¢esit 0.70'ten biiyiik bootstrap degerleri ile
desteklenen dort UPGMA kiimesi ile gruplandirilmistir. Gruplandirma paterni, temel
koordinat analizi ile olusturulan gruplamaya benzemistir. Sonuglar, AFLP bazli parmak
izlerinin, cesitlerin tanimlanmasinda ve iireme stoklarinin genetik degiskenliginin
degerlendirilmesinde ihtiya¢ duyulan net olmayan susam genotiplerini tanimlamak igin
kullanilabilecegini gostermistir. PIC, Rp ve MI yerine primer kombinasyonu ile
tanimlanan gesitlerin kullanilmasin tavsiye edilmistir.

Sharma vd. (2009)’da 16 susam genotipinin karakterizasyonu i¢in RAPD ve
ISSR markerleri kullanmislardir. Net ve tekrarlanabilir bantlama desenleri iireten 26
RAPD ve 17 ISSR primerleri ile sirasiyla 16 susam genotipi arasinda 194 ve 163 bant
elde edilmistir. Hem RAPD hem de ISSR primerleri maksimum ayrim giicii gostermis
ve tim susam genotiplerinin tanimlanmasi i¢in ayr1 ayri kullanilabilen bantlar
tiretilmistir. Bununla birlikte, genotiplerin ayirt edilmesinde sadece AG ve CA bazl
ISSR primerleri etkili bulunmustur. RAPD ve ISSR primerleri tarafindan tiretilen
matrisler arasinda genomun farkli bolgelerinin dizilimi nedeniyle olabilecek zayif bir
korelasyon gozlenmistir. Ayrica susam genotipleri (RAPD igin 0,78 ve ISSR i¢in 0,71)
arasinda daha fazla benzerlik olsa da, gézlenen genetik cesitlilik (RAPD i¢in 0,22 ve
ISSR i¢in 0,29), susam genotiplerinin karakterizasyonu i¢in etkili bulunmustur. RAPD
ve ISSR markerlerinin saglam cesitlilik gosteren spesifik markerler gelistirmek igin
SCAR / STS markerlerine 6zgii kodominant tipe dontistiiriilebilecegi 6nerilmistir.
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Cho vd. (2010) tarafindan yapilan arastimada 16 polimorfik mikrosatellit (SSR)
markerii 22 tilkeden toplanan 150 susam arasinda genetik gesitliligi, filogenetik iligkileri
ve popiilasyon yapisini degerlendirmek ig¢in kullanilmistir. Susam bitkileri arasinda
toplam 121 alel tespit edilmistir. alel sayisi, lokus basina ortalama 7.6 alel olarak elde
edilirken en yiiksek ve diisiik olarak 2-18 degerleri sirasiyla elde edilmistir.
Polimorfizm bilgi igerigi degerleri, ortalama 0.42 ile 0.03 ile 0.79 arasinda degismistir.
Bu degerler, 16 lokustaki fazla heterozigot bireyleri ve ii¢ lokustadaki fazla homozigot
bireyleri gostermistir. 32 genotip-spesifik alel, 16 polimorfik SSR markeriiniin 11'inde
tanimlanmistir. KSSR'lerin ortaya koydugu genetik benzerlikteki genis ¢esitlilik, DNA
diizeyinde yiiksek bir polimorfizm seviyesini yansitmistir. Model tabanli yap1 analizi,
genetik mesafeye dayali kiimeleme sonuglariyla temelde tutarli olan {i¢ grubun varligini
ortaya koymustur. Yapilan ¢alisma sonucu olarak elde edilen molekiiler bulgular susam
1slahinda bu verilerin 1slah etkinligini arttirmak i¢in kullanilabilecegini gostermistir.

Pham vd. (2010) tarafindan ele alinan ¢alismada susamda (Sesamum indicum
L.) genetik gesitliliginin  agro-morfolojik ve molekiiler markerler kullanarak
karsilagtirmali olarak analiz edilmesi hedeflenmistir. Calismada Kambogya ve
Vietnam'daki {i¢ bolgeden toplanan on iki susam popiilasyonu kullanilmistir. 12 susam
popiilasyonu agro-morfolojik ve RAPD markerler ile yiiksek bir genetik varyasyon
gostermistir. Popiilasyonlar arasinda agro-morfolojik 6zellik esasli ortalama taksonomik
mesafe (0.02-0.47), RAPD bazli genetik uzakliktan (0.06-0.27) daha genis oldugu tespit
edilmistir. Agro morfolojik belirtegleri (0.23) ve RAPD belirtegleri (0.22) ile ortaya
¢ikan ortalama mesafe benzer bulunmustur. YYEP'e dayali analiz, Giiney Vietnam'daki
popiilasyonlarda diger iki bolgeye gore nispeten daha yiiksek bir genetik ¢esitlilik
ortaya c¢ikmustir. Popiilasyonlar arasindaki genetik mesafenin tahmininde agro
morfolojik ve RAPD belirtegleri arasinda anlamli derecede pozitif bir korelasyon
bulunmustur. Her iki yontemde, hem Vietnam hem de Kambogya kokenli
popiilasyonlarda 6nemli miktarda genetik ¢esitliligin varligini ortaya koymustur.

Surapaneni vd. (2013) Hint susam cesitlerinin ve ilgili yabani tiirlerin genetik
karakterizasyonunu SSR markerleri kullanilarak analiz etmislerdir. SSR primerinin
kullanildigi ¢ ilgili yabani tiriin karakterizasyonu 170 alelin saptanmasiyla
sonuglanmustir. Alellerin sayisi, lokus basina ortalama 2.5 alel olarak elde edilirken
minimum-maksimum sayilar 2 ile 4 arasinda degismistir. UPGMA kiimeleme analizi,
tiim ¢esitleri 0.40 ile 0.91 arasinda degisen genetik bir benzerlige sahip iki ana kiimede
gruplandirmistir. Orta ile yiiksek diizeyde bir genetik degiskenlik goézlenmistir.
Calismada kullanilan ii¢ yabani aksesyon ayri boliimler olusturmus ve ¢esitler ile yabani
tirler arasinda uzak genetik iligkiler gézlemlenmistir. Yapilan arastirmada cografi
bolgelere gore genotiplerin farklilasmasi goézlenmemistir. Molekiiler varyans analizi
(AMOVA), popiilasyonlarda (% 87.1) yiiksek bir varyasyon yiizdesinin oldugunu
gostermistir. Calismada elde edilen sonuglarin gen haritalama ve gelecekteki 1slah
programlarinda ebeveyn se¢imi kullanilabilecegi ayrica ifade edilmistir.

Park vd. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmanin amaci dort kitada yer alan 15
tilkeden toplanan 277 susam genotipinde genetik c¢esitliligi, filogenetik iliskileri ve
popiilasyon yapisini degerlendirmektir. Yiriitiilen analizler sonrasi susam genotipleri
arasinda toplam 158 alel tespit edilmis olup, lokus basina alel sayis1 3 ile 25 arasinda
degisiklik gostermistir. Polimorfik bilgi icerigi degerleri ise 0.34 ile 0.84 arasinda
degismektle birlikte deger 0.568 olarak elde edilmistir. Calismada ayrica ¢ekirdek
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koleksiyon olusturulmus ve tiim koleksiyonun yapilan analizler sonrasi UPGMA
dendrograminda dort giiglii kiime olusturulmus ancak cografi olarak agik bir gruplanma
gozlenmemistir. Model tabanli yiiriitiilen ¢alismada ise cografi olarak birbirinden uzak
olan bazi aksesyonlar ayni kiimede gruplandirtlmistir.

Singh vd. (2015) Hindistan’in farkli bolgelerinden toplanmis ticari olarak
yetistirilen 44 susam genotipi arasindaki genetik varyasyonu incelemek adina ii¢ tip
molekiiler marker (RAPD, ISSR ve SSR) kullanmislardir. Bu ¢alismada hem RAPD
hem de ISSR belirteglerinde yiiksek diizeyde polimorfizm tespit edilmistir. PIC
degerleri sirasiyla 0.130 ve 0.675 olarak bulunmustur. RAPD analizlerinde 279 banttan
120'si (% 43.01), ISSR analizlerinde 183 banttan 164’1 (% 89.61) polimorfik olarak
belirlenirken ve 12 SSR primerinde 41 farkli bant tiretilmistir. Her iki genetik benzerlik
veri kiimesi arasinda zayif bir korelasyon (r = 0.107) bulunmustur. 44 susam
genotipinin tamaminin RAPD, ISSR ve SSR belirtegleri ile ayirt edilebilecegi ¢alismada
ortaya konmustur. Calisma sonucunda ticari olarak yetistirilen 44 susam aksesyonu
arasinda genetik degiskenligin varligi ve nitel ve nicel 6zelliklerin, Hindistan’daKki
susam 1slah programlarinin yiiriitiilmesine katki yapacagi ifade edilmistir.

Pandey vd. (2015) gergeklestirdikleri arastirmada 60 susam genotipinin hem
kantitatif hem de kalitatif ozelliklerini tanimlamislardir. Cesitleri farkli gruplara
ayirmak igin ¢ok degiskenli analiz hesaplamalart yapilmistir. Genomik ve Est-SSR
markerleri igeren 36 mikrosatellit isaretleyicisi baslangicta se¢ilmis olmasina ragmen,
genotipler 8 polimorfik primer tarafindan genotiplendirilmistir. Toplamda 60 genotip
arasinda lokus basina ortalama 3.37 alel tespit edilirken toplam alel sayisi ise 27’dir
Minimum ve maksimum alel sayis1 2-6 alel olarak kaydedilmistir. Mikrosatellit
isaretleyicilerinin verilerinden Jaccard’in katsayis1 yontemini kullanarak genotipler
arasindaki farklilik katsayilar1 hesaplanmistir. Susam genotipleri morfolojik ve
molekiiler markere dayali kiime analizi olarak iki ana grupta smiflandirilmistir. Mantel
testi fenotipik ve molekiiler marker bilgisi arasinda 6nemsiz bir korelasyon gdstermistir.
Ayni1 cografi bolgeye ait genotipler her zaman ayni kiimede yer almistir. Sonuglar, hem
genotipik hem de fenotipik ¢esitliligin kombine bir sekilde, herhangi bir 1slah
programinda farkli susam ¢esitlerinde bulunan varyasyonu etkin bir sekilde
degerlendirebilecegini dogrulamustir.

Al-Somain vd. (2017) yaptiklart SRAP markerlerini kullanarak farkli cografi
bolgeleri temsil eden 52 susam genotipini genetik ¢esitliligi degerlendirmek amaciyla
kullanmislardir. 17 primerin %100 polimorfizmi olan ¢ok sayida alel (365) iiretmistir.
PIC ve DP sirasiyla 0.88 ve 5.88 olarak kaydedilmistir. Jaccard katsayilarina dayanan
genetik benzerlik degerleri 0.12 ile 0.49 arasinda degismekte olup, ortalama olarak 0.30
olarak bulunmustur. Bu da hem yiiksek genetik mesafeyi hem de arastirilan genetik
kaynaklarin genis bir genetik varyasyona sahip oldugunu gostermektedir. UPGMA
dendrogrami 52 susam bitkisinin 48’ini yedi ana kiimeye ayirmis, ancak bes genotip
ayrt gruplandirilmigtir. Ancak alt kiime genotipleri ayirmis birbirleriyle ve cografi
kokenleri dikkate alinarak gruplar arasinda belirgin bir gesitlilik olusmustur. SRAP ile
analiz sonucunda incelenen susam genotiplerinde yiiksek derecede genetik polimorfizm
oldugu elde edilmistir.

Dossa vd. (2016) tarafindan yiiriitiilen ¢calismada cografi bolgelerle ilgili genetik
cesitliligi belirlemek i¢in, Afrika ve Asya’da alt1 cografi bolgeye dagilmis 22 tilkeden
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toplanan 96 susam aksesyonu 33 polimorfik SSR markeri kullanarak genotipleme
yapilmigtir. Asya’dan getirilen genotipler, Afrika’dan getirilen genotiplerden daha fazla
cesitlilik gosterdigi belirlenmistir. Giiney Asya, Dogu Asya ve Bat1 Afrika’dan toplanan
genotipler fazlaca g¢esitlilik gosterirken, Bati Asya, Kuzey Afrika ve Giineydogu
Afrika’dan gelenler en diisiik cesitlilige sahip oldugu sonucuna ulasilmistir. Molekiiler
varyans analizi, genetik varyansin % 44’iinden fazlasinin cografi bolgeler arasindaki
cesitlilikten kaynaklandigimi gostermistir. Asya’da ti¢, Afrika’da iki olmak iizere bes alt
popiilasyon filogenetik, PCA ve YAPI analizleri ile tanimlanmistir. Cogu genotip
cografi kokenlerine gore ayni popiilasyonda toplanmistir. Calisma sonuglar1 1slah
programlarinda susam genetik kaynaklarinin etkin kullanimina ve bu bdlgelerden susam
germplazminin daha fazla toplanmasina fayda saglayacagi bildirilmistir.

Dar vd. (2017)‘da yaptiklart ¢alisma susam bitkisinin genetik ¢esitliliginin
degerlendirilmesi ile iliskilidir. Hindistan’in farkli tarimsal bolgelerinde yetisen 47
farkli susam aksessiyonunun analizi igin 22 RAPD ve 18 SSR primer kullanilmstir.
192’in polimorfik oldugu RAPD primerleri ile toplam 256 bant elde edilmistir. SSR
primerleri, tiimii polimorfik olan 64 DNA band1 vermistir. Jaccard ve RAPD, SSR ve
havuzlanmig RAPD ve SSR verilerinin benzerlik katsayisi sirasiyla 0.510 ile 0.885,
0.167 ile 0.867 ve 0.505 ile 0.853 arasinda degismistir. RAPR’lere (0.186) kiyasla
SSR’ler (0.194) ile maksimum polimorfik bilgi igerigi rapor edilmistir. RAPD’lerde
(1.426), SSR’lere (0.621) gore daha yiiksek marker indeksi gozlenmistir. Benzer
sekilde, RAPD (4.012) primerlerinde SSR’lerden (0.884) daha fazla c¢ozme giicii
bulunmustur. Yapilan bu ¢alismada, Sesamum indicum L.’de RAPD ve SSR markerleri
kullanarak daha fazla degiskenlik gosterildigi tespit edilmistir ve bunlar DNA
germplazmanin korunmasinda ve mahsuliin iyilestirilmesinde yardimci olabilecegi
belirtilmistir.

2.2. Yeni Nesil Dizileme Tekniklerinden Elde Edilen SNP Verisi Kullanilarak
Yiiriitiilen Genetik Cesitlilik Calismalar:

Giiniimiiz genomik teknolojilerinin geleneksel 1slah programlarina dahil
edilmesi hem daha hizli ve hem de daha giivenilir sonuclar elde edebilmek adina
olduk¢a énemlidir. Ozellikle verim komponentlerine ve stres faktorlerine etki eden
genlerin belirlenebilmesi ve bu genlerin seleksiyonu i¢in molekiiler marker
teknolojilerinin kullanilmasi 1slah ¢alismalarinin etkin bir sekilde yiiriitilmesinde biiyiik
rol oynamaktadir. AFLP markerler ile baslayan molekiiler destekli seleksiyon
caligmalar1 giiniimiizde SSR ve SNP marker teknolojileri ile oldukga efektif hale
gelmistir. Ozellikle genomda her yerde ve bol miktarda bulunan tek niikleotid
degisikliklerinin (SNP) ortaya konulmasi ile karakterlerin haritalanmasi ve marker
destekli seleksiyon ¢alismalarinda daha giivenilir sonuglar elde edilmistir (Scheben vd.
2017). Yeni nesil dizileme teknolojileri giinimiizde SNP’leri en dogru ve en hizh
sekilde belirleyebilen biyoteknolojik sistemlerdir. Bu teknolojiler ile SNP ve insertion-
deletion (InDel) bolgeleri yiiksek giivenirlikle genom seviyesinde ortaya konmakta ve
elde edilen veriler marker destekli seleksiyon basta olmak iizere gesitlilik ve iligki
caligmalarinda kullanilmaktadir (Varshney vd. 2014). Genomdaki bu varyantlar
belirleyebilme adina Roche 454 FLX Titanium (Thudi vd. 2012), Illumina MiSeq ve Hi
Seq 2500 (Bentley vd. 2008) ve lon Torrent PGM (Rothberg vd. 2011) gibi birgok yeni
nesil dizileme platformu gelistirilmistir. Tim bu teknolojilerde temel protokol
kiitliphane hazirligr olarak da bilinen DNA’nin fraksiyona ugratilmasi ve rastgele
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parcalara ayrilmis DNA fragmentlerine evrensel adaptorlerin baglanmasi islemlerini
kapsamaktadir. Modifiye edilmis olan bu DNA molekiilleri ise bahsi gecen
platformlarda dizilemeye tabi tutularak her bir fragmentteki bazlar1 belirlenmektedir.
Tiim bu platformlarda ise ana hedef en az maliyet ile en dogru diziyi belirleyebilmektir.
Genotyping-by-Sequencing (GBS) ve double digest RAD-Seq (ddRAD) dizileme
Oncesi kiitiiphanenin en az maliyetle hazirlanmasini igeren bir sistemledir. Gelistirilen
bu sistemlerde genom kompleksitesini diisiirmek amaciyla kiitiiphaneler olusturulmakta
ve ardindan kiitiiphane Illumina platformunda dizilemeye tutulmaktadir. Genomda
kiigliltmenin (genome reduction) sebebi ise tiim genomu dizilemenin giintimiizde bile
hala ¢ok maliyetli olmasi ve ¢ogu uygulama ile istenen tam dizi bilgisine
ulagilamamasidir (Hamblin ve Rabbi 2015). GBS ve ddRAD-Seq analizi sonrasinda
genotipleme ve genetik analizlerde kullanilmak {izere ¢ok sayida SNP
belirlenebilmektedir. Boylelikle kolay, hizli, olduk¢a spesifik ve diger dizileme
teknikleri ile ulasilamayan 6nemli genom bdlgelerine ulasilabilmektedir. ddRAD-Seq
yonteminin GBS sistemine gore avantaji ise genom kompleksitesini diigiirmede iki
enzimin kullanilmasi ve daha az miktarda kayip veri olusturmasidir. Bu durum 6zellikle
analizler sirasinda referans genom ile eslesmede biiyiik fayda saglamaktadir.

Uncu vd. (2016) ele aldiklar1 ¢aligmada susam 1slahinda kullanilmak iizere yeni
SNP markerleri gelistirmeyi hedeflemislerdir. Arastirmacilar genetik kaynak olarak
sahip olduklar1 RIL popiilasyonunu kullanirken genotiplemede GBS ydntemini tercih
etmislerdir. Toplamda 15521 SNP belirlenirken bunlarin yaklasik %95’inin genomda
pseudo kromozomlarda yer aldigi ifade edilmistir. Daha Onceki calismalarinda
gelistirilen SSR markerleri dahil edilerek, yaklasik % 99 oraninda genom coverage
edilmistir. Gelistirilen bu markerler susam genetikgilerinin polimorfizm yakalamasinda
onemli bir kaynak olusturacagi da ifade edilmistir. Yapilan filtrelemeler sonrasi elde
edilen 770 SNP ve 50 SSR linkage haritasi olusturmada kullanigmis ve 914 santimorgan
uzunluginda 13 linkage grubunun yer aldig1 bir harita olusturulmustur.

Cui vd. (2017) yiriittiikleri galismada, 89.924 tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
kullanarak 366 susam aksesyonunda genotipleme yapmislardir. Populasyonun ortalama
niikleotid ¢esitliligi, tanimlanan ti¢ alt grup i¢in sirasiyla ortalama 1.0 x 10-4, 2.7 x 10-4
ve 3.6 x 10-4 olan 1.1 x 10-3 olarak elde edilmistir. Tiim genotipler; Pop 1, Pop 2 ve
Karigik olarak gruplara bolinmiistiir. Genetik yapi analizi, bu susam koleksiyona ait
genotiplerin 6ncelikle cografi temelde yapilandirildigini ve popiilasyonda genis 6l¢iide
karisim meydana geldigi sonucuna varilmistir. Ortalama LD’nin ~99 kb’ye kadar
uzadig1 calismada ayrica belirtilmistir. Bu calismada ortaya ¢ikan genetik ¢esitlilik ve
popiilasyon yapisi, 1slah c¢alismalarmin  gelecekteki tasarimina ve susam
popiilasyonlarinin karakterize eden genetik varyasyonun sistematik kullanimina
rehberlik edecegi amaglanmistir.

Jaiswal vd. (2019) hintdarisindan sonra en biyiik ikinci ekilise sahip dari
mabhsulii olan, kiiresel olarak gida ve yem igin kullanilan tilki kuyrugu darisin1 (Setaria
italica) calismiglardir. Yiiritiilen bu ¢alismada, ddRAD yaklasimiyla gelistirilen 10 K
SNP kullanilarak 142 tilki kuyrugu dar1 popiilasyonu eko-cografi olarak g¢esitli
genotiplerde 10 dnemli agronomik karakter bakimindan genom temelli iliskilendirme
analizi (GWAS) yiiriitilmiustir. Kromozomlardadaki SNP’lerin sayist 844 (kromozom
5) ile 2153 (kromozom 8) arasinda degismis ve ortalama SNP frekans1 Mb basina 25.9
olarak bulunmustur. GWAS ile genomdaki 10 6zellik i¢in 81 marker tanimlanmustir.
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FLW (bayrak yaprak genisligi), GY (tane verimi) ve TGW (bin tane agirhigi) dahil
olmak iizere li¢ onemli agronomik oOzellik icin yiiksek giivenilirlikli markerler bu
calisma sonundan belirlenmistir.

Roy vd. (2017) tarafindan yapilan c¢alismada dort orkide tiirlinde genetik
cesitliligi, NGS tabanli ddRAD siralama verileri kullanilarak degerlendirmistir.
Birlestirilen niikleotit sekanslart (fastq), NCBI Veritabaninin SRA arsivinden
(Dendrobium i¢in SRP063543, Geodorum igin SRP065790, Cymbidium igin
SRP072201 ve Cymbidium i¢in SRP072378) kodlari ile elde 9dilmistir. Toplam okuma
say1s1, Dendrobium sp. I¢in 1.1 Mbp, Geodorum sp. I¢in 553.3 Kbp, Cymbidium icin
1.6 Gbp ve Rhynchostylis i¢in 1.4 Gbp olarak bulunmustur. Ortalama GC%
Geodorum’da %43.9, Dendrobium’da %43.7, Cymbidium’da %41.2 ve Rhynchostylis’te
%42.3 olarak hesaplanmistir. DnaSP5 programinda niikleotid ¢esitliligi ve filogenetik
iliskilerin belirlenmesi i¢in dort gen dizisi kullanilmistir Dendrobium’un Ycf2 geni,
Geodorum’un matK geni, Cymbidium’un psbD geni ve Ryhnchostylis’in Ycf2 genleri).
Niikleotid ¢esitlilik Dendrobium’da 0.10560, Geodorum’da 0.03586, Cymbidium’da
0.01364 ve Rhynchostylis’te 0.011344 olarak hesaplanmistir. Tajima’nin D degeri
Dendrobium’da -2.17959, Geodorum’da -2.01655, Rhynchostylis’de -2.12362 ve
Cymbidium’da -1.54222 olarak hesaplanmistir. Analiz sonucu bu dort tiiriin nétr olarak
evrimlesmedikleri ortaya konmustur ancak bu dort orkide grubundaki secimin, bu
genlerin evriminde rol oynayabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Genetik materyal

Calismada genetik materyal olarak Yol ve Uzun (2012) tarafindan kullanilan
345 susam (Sesamum indicum L. ) genotipinden istatistiki analizler sonucunda secilen
ve 103 genotipten olusan Akdeniz Susam Kor Koleksiyonu kullanilmistir (Cizelge 3.1)
ABD’den 10, Afganistan’dan 7, Angola’dan 2, Arjantin’den 1, Cin’den 9, Giiney
Kore’den 4, Hindistan’dan 4, Irak’dan 1, Iran’dan 12, Israil’den 3, Japonya’dan 1,
Misir’dan 3, Myanmar’dan 1, Pakistan’dan 10, Rusya’dan 11, Sri Lanka’dan 1,
Suriye’den 1, Teksas’dan 2, Tiirkiye’den 16, Veneziiella’dan 3 ve Yunanistan’dan 2
olmak tizere toplamda 21 farkli {ilkeden toplanan tohumlarin yer aldigi koleksiyon
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Seralarinda yaprak oOrneklerinin alinmasi
amaciyla viyollerde yetistirilmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan genotipler ve orijinleri

Sira Genotip Orijin
1 ACS8 Afganistan
2 ACS10 Afganistan
3 ACS12 Afganistan
4 ACS13 Afganistan
5 ACS15 Afganistan
6 ACS18 Afganistan
7 ACS19 Afganistan
8 ACS20 Angola
9 ACS21 Angola
10 ACS22 Angola
11 ACS24 Cin
12 ACS26 Cin
13 ACS28 Cin
14 ACS29 Cin
15 ACS32 Cin
16 ACS34 Cin
17 ACS36 Cin
18 ACS38 Cin
19 ACS40 Cin
20 ACS43 Misir
21 ACS44 Misir
22 ACS46 Misir
23 ACS49 Yunanistan
24 ACS51 Yunanistan
25 ACS60 Hindistan
26 ACS64 Hindistan
27 ACS65 Hindistan
28 ACS68 Hindistan
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Cizelge 3.1’in Devami

Sira Genotip Orijin
29 ACST0 Iran
30 ACST71 Iran
31 ACST72 fran
32 ACS73 Iran
33 ACS74 Iran
34 ACS76 fran
35 ACS80 Iran
36 ACS81 Iran
37 ACS86 Iran
38 ACS87 Iran
39 ACS88 fran
40 ACS91 fran
41 ACS99 Israil
42 ACS108 Israil
43 ACS109 Israil
44 ACS122 Japonya
45 ACS134 Giiney Kore
46 ACS137 Giiney Kore
47 ACS139 Giiney Kore
48 ACS141 Giiney Kore
49 ACS145 Myanmar
50 ACS152 Pakistan
51 ACS153 Pakistan
52 ACS155 Pakistan
53 ACS157 Pakistan
54 ACS158 Pakistan
55 ACS159 Pakistan
56 ACS163 Pakistan
57 ACS164 Pakistan
58 ACS166 Pakistan
59 ACS168 Pakistan
60 ACS170 Rusya
61 ACS174 Rusya
62 ACS179 Rusya
63 ACS181 Rusya
64 ACS182 Rusya
65 ACS183 Rusya
66 ACS185 Rusya
67 ACS186 Rusya
68 ACS187 Rusya
69 ACS189 Rusya
70 ACS191 Teksas
71 ACS193 Teksas
72 ACS194 Sri Lanka
73 ACS195 Suriye
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Cizelge 3.1°in Devami

Sira Genotip Orijin
74 ACS197 Tiirkiye
75 ACS204 Tiirkiye
76 ACS215 Tiirkiye
77 ACS216 Tiirkiye
78 ACS218 Tiirkiye
79 ACS220 Tiirkiye
80 ACS234 Tiirkiye
81 ACS241 Tiirkiye
82 ACS242 Tiirkiye
83 ACS246 Tiirkiye
84 ACS253 Tiirkiye
85 ACS278 Tiirkiye
86 ACS285 Tiirkiye
87 ACS304 Tiirkiye
88 ACS325 ABD
89 ACS326 ABD
90 ACS329 ABD
91 ACS330 ABD
92 ACS331 ABD
93 ACS335 ABD
94 ACS337 ABD
95 ACS344 ABD
96 ACS348 ABD
97 ACS353 ABD
98 ACS356 Veneziiella
99 ACS358 Veneziiella

100 ACS359 Veneziiella
101 Ozberk Tiirkiye
102 Golmarmara Tiirkiye
103 Muganl Tiirkiye

Sekil 3.1. Tez ¢alismasi kapsaminda viyollerde yetistirilen susam bitkisi resimleri
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3.2. Metot
3.2.1. DNA izolasyonu

Tez calismas1 kapsaminda viyollerde yetistirilen bitkiler yeterli biiyiiklige
eristikten sonra her genotipe ait 2 bitkiden 6rnek alinmis ve bulk edilerek ileri
calismalarda kullanmak admna -80°C saklanmistir. DNA izolasyonu Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Bitki Islah1 Laboratuvarinda Doyle ve Doyle
(1990) tarafindan gelistirilen CTAB y6ntemi kullanilarak gergeklestirilmistir.

DNA izolasyon protokolii (Doyle ve Doyle 1990);

1. Bulk olarak toplanan bitkinin geng¢ yapraklar1 ( Bir bitki i¢in yapragin ortalama
agirhig 0.1 gr ) 1.5 ml’lik ependorf tiiplere konulup tizerine % 0.5 merkaptoetanol
iceren CTAB (100 mM Tris-HCI, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, % 2 CTAB)
¢ozeltisinden 500 ml eklenmistir.

2. Ependorf tiip igerisindeki yapraklar1 rahatga hareket ettirebilen plastik ezme
gubuklart (pestil) yardimiyla her bir ependorf igin baska bir ¢ubuk kullanarak
yapraklar tamamen ezilmistir.

3. Ezme islemi tamamlandiktan sonra bitki DNA’sinin tiip i¢indeki siviya gegmesi i¢in
sicakligi 65 °C’ye onceden ayarlanmis olan su banyosu igerisine ornekler 15 dakika
araliklarla hafif hafif calkalanmak tizere 3 saat boyunca inkiibasyona konulmustur.

4. Inkiibasyon asamasindan sonra orneklerden protein uzaklastirilabilmek icin tiip
basina 600 pl kloroform izoamil alkol (24:1) ¢ozeltisi eklenerek tiip icerisindeki sivi
ile tamamen karisana kadar ¢alkalanmustir.

5. Calkalanma isleminin ardindan tiipler 20 dakika 14000 rpm hizinda santrifiij
edilmistir.

6. Santrifiij sonras1 ependorf tiiplerde alt kisimda kloroform, orta kisimda protein, iist
kisimda DNA’nin bulundugu sivi olarak {i¢ ayr1 faz goriilmistiir. Ependorf tiipiiniin
stipernatant (list faz) adi verilen DNA’nin bulundugu sivi kisim 1.5 ml’lik yeni
ependorf tiipe aktarilmistir ( ortalama 300 pl ). Bu asama daha temiz DNA
izolasyonu i¢in tekrar edilmis ve ikinci tekrar sonrasi yeni ependorflara ortalama 150
ul siipernatant kisim (iist faz) aktarilmistir.

7. Aktarilan sivi igerisindeki DNA’nin tiipilin dibine ¢6kmesi i¢in tiipiin igerisine 500 pl
-20 °C muhafaza edilen soguk izoproponal eklenir; ekleme sonrasi tiip ters diiz
edilerek 10 saniye boyunca hafif hafif karistirilir. DNA tamamen dibe ¢okmesi igin
bir gece —20 °C’de bekletilmistir.

8. 1 gece -20 °C’de bekletilen ornekler alinip 14000 rpm’de 10 dakika santrifiij
yapilmistir.

9. Santrifiij islemi sonrasi ependorf tiiplerinin dibinde pelet olusumu gozlenmistir.
Tiipilin icerisindeki peletler hareket ettirilmeden tiip icindeki sivi dokiilmiistiir. Bu
asamadan sonra -20 °C’de muhafaza edilen %70’lik etil alkol (etanol) tiip basina 300
ul konulup 14000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilmistir. Ayni islem bir defa daha
tekrar edilmistir. Bu asamadan sonra dipteki pelete zarar vermeden icindeki etanol
dikkatli sekilde bosaltilmis ve tiipler ters sekilde agzi agik olarak kurutulmaya
birakilmistir ( yaklasik 30-40 dakika).

10. Tiipler tamamen kuruduktan sonra igerisine 150 pl otoklavli saf su eklenmistir.

13
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Ekleme sonrasi tiip i¢erisindeki DNA’nin siviya gegebilmesi i¢in 6rnekler +4 °C’de bir
gece bekletilmigstir. Bir gece +4 °C bekletilen 6rnekler bozulmamasi i¢in -20 °C’de
muhafaza edilmistir. DNA izolasyon islemi yapilan yaprak Orneklerinin DNA
kalitelerini degerlendirmek i¢in bitkilerden elde edilen 7 pl hacminde DNA, 2 pl
yiikleme boyasi ile karistirilarak onceden hazirlanmis %1°lik agaroz jele yiiklenerek
elektroforez cihazinda 65 voltta 25 dakika kosturulmustur. Kosturma sonrast DNA
ornekleri yiiklii olan agaroz jel ultraviyole 1s1k altinda gériintiilenmistir.

3.2.2. Yeni nesil dizileme

Akdeniz susam kor koleksiyonunda yer alan sekiz genotip (ACS13, ACS44,
ACS64, ACS99, ACS166, ACS170, ACS187, Golmarmara) c¢imlenmede yasanan
sorunlar nedeniyle calismanin ileri asamalarinda kullanilmamistir. Tez kapsaminda
Peterson vd. (2012) tarafindan gelistirilen ddRAD yontemi temel alinarak olusturulan
kiitiiphaneler dizileme islemine tabi tutulmus ve analizlerde kullanilmak {izere SNP’ler
elde edilmistir. Bu islemler ve biyoinformatik analizler hizmet alimi seklinde
gelistirilmistir. Temel olarak kiitiiphane hazirlik asamasinda genomik DNA'lar iki farkli
kesim enzimi (Vspl ve Mspl) ile kesilmis ve ayr1 ayri barkodlandirilmistir. Tiim susam
genotipleri Illumina Hiseq 4000 cihazinda dizilemeye tabi tutulmus ve 150 bp
uzunlugunda okumalar yapilmistir. Elde edilen ham data barkodlarindan ¢ikarilarak her
genotipin ham FASTQ dosyasina ulasilmistir. Bu veriler fastp programi ile temizlenerek
analizlere hazir hale getirilmistir. Her bir genotipe ait veri dosyasi daha sonra varsayilan
parametrelerle Bowtie2 yazilimi kullanilarak susam referans genomu ‘Zhongzhil3’
(Wang vd. 2016) ile eslestirilmistir. Elde edilen SAM dosyalari ikili dizi hizalama
dosyas1 formatina (BAM) doniistiiriilmiis ve bu dosyalar SAMtools programina ait
(Galaxy Version 2.1.1) mpileup segenegi kullanilarak SNP’ler belirlenmistir. Uretilen
SNP'ler TASSEL programinda Minor Allel Frekansi (MAF) (0.05) ve her lokusta kayip
veri %3’in altinda olacak sekilde filtrelenmis ve toplam 5292 SNP analizlerde
kullanilmistir.

Elde edilen ham ve islenmis (filtrelernmis) okuma degerleri Cizelge 3.2°de
verilmistir. Elde edilen veriler incelendiginde filtre sonras1 6.32 M okuma degeri ile en
yiiksek okuma ACS15 genotipinde gdzlenmistir. En diisiik okuma degeri ise 1.54 M
okuma degeri ile ACS87 genotipinde elde edilmistir. Koleksiyonda toplam okuma
degeri yaklasik 372 milyon baz iken filtreleme sonrasi yaklasik 356 milyon bazdir.

Cizelge 3.2. Yeni nesil dizileme verileri; filtre Oncesi-filtre sonras1 okuma degerleri

Filtre Oncesi Ham Okuma Degerleri Filtre Sonras1t Ham Okuma Degerleri
Genotip | Okuma Degeri (milyon baz) [ icerik (%) [ Okuma Degeri (milyon baz) | icerik (%)

1 ACS8 4.43 38.6% 4.25 37.9%
2 ACS10 6.01 39.0% 5.81 37.9%
3 ACS12 3.26 38.2% 3.10 37.7%
4 ACS15 6.54 39.0% 6.32 38.1%
5 ACS18 3.46 39.7% 3.32 38.8%
6 ACS19 2.94 38.0% 2.80 37.4%
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Cizelge 3.2°nin Devami

Filtre Oncesi Ham Okuma Degerleri Filtre Sonras1 Ham Okuma Degerleri
Genotip | Okuma Degeri (milyon baz) [ icerik (%) [ Okuma Degeri (milyon baz) | icerik (%)

7 ACS20 6.10 38.7% 5.87 37.9%
8 ACS21 2.92 39.1% 2.75 38.0%
9 ACS22 412 38.5% 3.95 37.9%
10 ACS24 341 38.6% 321 37.6%
11 ACS26 3.84 37.8% 3.63 37.2%
12 ACS28 4.99 38.7% 4.77 38.0%
13 ACS29 3.60 37.9% 3.43 37.4%
14 ACS32 5.30 38.6% 5.08 37.8%
15 ACS34 4.16 38.8% 3.99 38.0%
16 ACS36 3.78 38.7% 3.62 38.0%
17 ACS38 1.87 40.9% 1.73 40.6%
18 ACS40 5.28 38.8% 511 37.9%
19 ACS43 3.04 38.2% 2.89 37.7%
20 ACS46 3.76 38.2% 3.58 37.6%
21 ACS49 3.64 37.9% 3.47 37.4%
22 ACS51 3.19 37.9% 3.05 37.4%
23 ACS60 3.59 38.7% 3.43 37.9%
24 ACS65 3.74 37.9% 3.55 37.3%
25 ACS68 3.82 39.0% 3.53 37.7%
26 ACS70 3.89 37.9% 3.70 37.4%
27 ACS71 2.93 42.2% 2.89 41.2%
28 ACS72 5.07 38.7% 4.86 37.9%
29 ACS73 4.46 38.5% 4.23 37.6%
30 ACST74 4.64 38.3% 4.44 37.6%
31 ACS76 4.32 38.9% 4.16 38.0%
32 ACS80 4.27 38.6% 412 37.8%
33 ACS81 4.32 38.7% 4.15 37.9%
34 ACS86 4.08 38.1% 3.88 37.5%
35 ACS87 1.64 37.8% 1.54 37.4%
36 ACS88 3.31 38.0% 3.16 37.4%
37 ACS91 3.77 38.0% 3.61 37.5%
38 ACS108 1.77 39.1% 1.70 38.0%
39 ACS109 3.65 39.8% 3.56 38.7%
40 ACS122 3.83 38.4% 3.64 37.6%
41 ACS134 2.98 38.5% 2.83 37.8%
42 ACS137 3.34 38.1% 3.17 37.6%
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Cizelge 3.2°nin Devami

Filtre Oncesi Ham Okuma Degerleri Filtre Sonras1 Ham Okuma Degerleri
Genotip | Okuma Degeri (milyon baz) | icerik (%) | Okuma Degeri (milyon baz) | icerik (%)

43 ACS139 3.30 38.1% 3.15 37.5%
44 ACS141 3.99 39.1% 3.86 38.2%
45 ACS145 2.04 37.6% 1.90 37.2%
46 ACS152 3.55 39.4% 3.34 38.0%
47 ACS153 3.49 38.3% 331 37.5%
48 ACS155 3.20 38.5% 3.13 37.8%
49 ACS157 3.59 38.4% 341 37.8%
50 ACS158 4.05 39.3% 3.89 38.4%
51 ACS159 4.13 37.8% 3.91 37.3%
52 ACS163 3.04 38.1% 2.88 37.6%
53 ACS164 4.61 39.0% 4.45 38.2%
54 ACS168 3.28 38.6% 3.10 37.7%
55 ACS174 4.02 37.9% 3.83 37.3%
56 ACS179 4.29 38.9% 4.06 37.8%
57 ACS181 3.19 38.1% 3.02 37.4%
58 ACS182 3.19 41.5% 311 40.5%
59 ACS183 5.23 39.6% 5.10 38.8%
60 ACS185 5.02 38.8% 4.84 37.9%
61 ACS186 4.43 39.8% 4.34 38.6%
62 ACS189 4.55 38.4% 4.38 37.6%
63 ACS191 3.73 38.2% 3.56 37.6%
64 ACS193 3.86 38.4% 3.69 37.7%
65 ACS194 4.60 43.3% 441 42.4%
66 ACS195 4.55 38.0% 4.33 37.4%
67 ACS197 4.06 38.3% 3.86 37.7%
68 ACS204 4.80 40.1% 4.66 38.8%
69 ACS215 3.28 38.5% 3.14 37.7%
70 ACS216 4.15 38.1% 3.96 37.6%
71 ACS218 4.30 38.5% 4.13 37.8%
72 ACS220 3.31 38.2% 3.16 37.6%
73 ACS234 3.18 38.6% 3.05 37.9%
74 ACS241 3.40 38.2% 3.26 37.7%
73 ACS234 3.18 38.6% 3.05 37.9%
74 ACS241 3.42 38.2% 3.26 37.7%
75 ACS242 3.75 38.1% 3.57 37.5%
76 ACS246 4.19 38.3% 4.01 37.7%
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Cizelge 3.2°nin Devami

Filtre Oncesi Ham Okuma Degerleri Filtre Sonras1 Ham Okuma Degerleri
Genotip | Okuma Degeri (milyon baz) | icerik (%) | Okuma Degeri (milyon baz) | i¢erik (%)
77 ACS253 3.49 38.0% 3.32 37.5%
78 ACS278 2.87 38.4% 2.74 37.8%
79 ACS285 3.82 38.1% 3.65 37.5%
80 ACS304 3.37 38.4% 321 37.7%
81 ACS325 4.16 39.0% 3.97 38.0%
82 ACS326 4.60 42.9% 4.48 42.1%
83 ACS329 3.59 39.2% 3.44 38.2%
84 ACS330 4.72 39.7% 4.61 38.5%
85 ACS331 3.04 38.6% 2.90 37.9%
86 ACS335 2.90 38.1% 2.76 37.5%
87 ACS337 4.28 39.0% 411 38.1%
88 ACS344 2.81 37.8% 2.61 37.4%
89 ACS348 3.76 38.4% 3.60 37.7%
90 ACS353 4.27 38.5% 4.10 37.8%
91 ACS356 4.45 38.7% 4.28 37.9%
92 ACS358 3.19 37.6% 3.02 37.2%
93 ACS359 4.42 39.0% 4.25 38.2%
94 Muganl 3.97 38.4% 3.84 37.7%
95 Ozberk 2.98 37.6% 2.83 37.2%
Toplam 372.223.772 356.179.540

3.2.3. Popiilasyon yapisi1 belirleme ve veri analizleri

Popiilasyon yapisi belirlemek i¢in STRUCTURE V2.3.4 (Pritchard vd. 2000)
programi kullanilmistir. 95 genotip i¢inde mevcut olan optimum popiilasyon sayisini ve
en iyi K degeri (alt popiilasyonlarin sayis1) Harvester (Earl ve vonHoldt 2012) online
yazilimi izerinden ad-hoc istatistigi AK (Evanno vd. 2005) kullanilarak hesaplanmistir.

En uygun K degerini belirlemek i¢in 2-5 arasinda degisen gruplar arasinda her
biri i¢in 20 tekrarli hesaplama yapilmistir. >%50 {iyelerin olasiligr ile genotipler diger
bir grupta yer almiglardir (Li vd. 2003).PAST software V3.23 ile temel bilesen analizi
yapilmistir. TASSEL V5.2.52 (Glaubitz vd. 2014) programinda neighboor joining
temelli filogenetik agac cizilmis ve daha sonra FigTree 1.4.4. programinda agag
tizerinde sekilsel modifikasyonlar yapilmstir.

Arlequin V3.5 (Excoffier ve Lischer 2010) yazilimi alt popiilasyonlar igin ikili
genetik mesafeyi (Fst) belirlemek ve molekiiler varyans analizi (AMOVA) ile
popiilasyonlar ve cografi gruplar arasindaki ve igindeki genetik varyasyonu hesaplamak

17



MATERYAL VE METOT M. BASAK

igin kullanilmistir. Fst degeri 0, alt popiilasyonlar iginde genetik bir farklilik olmadigi,
Fst degeri 1 tamaminda asir1 boliinme gosterdigi anlamina gelmektedir. Ortalama 0.05
olan degerlerde genetik farklilasma 6nemsiz olarak kabul edilmistir, 0,25 ile 1 arasinda
giicli boliinme oldugu, 0.05 ile 0.15 ve 0.15 ile 0.25, sirasiyla az ve orta farklilasma
oldugunu géstermektedir (Hartl, 1980; Mohammadi ve Prasanna, 2003).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. ikiserli Fst Degerleri

Calismada orijinleri dikkate alinarak dort ayr1 popiilasyon olusturulmustur. Bu
popiilasyonlar ikiserli Fst degerleri bakimindan kiyaslandiginda en diisiik ikiserli Fst
degeri (0.042) Asya ve Amerika gruplarinda elde edilmistir. Bu sonug¢ ayni zamanda
diger popiilasyonlar aras1 farkliliklara kiyasla en az deger olarak bulunmustur. Elde
edilen deger iki grup arasinda genetik farklilasmanin O6nemsiz oldugunu ortaya
koymustur. En yiiksek ikiserli Fst degeri (0.152) Amerika ve Avrupa grubu
popiilasyonlarina aittir. Bu popiilasyonlar arasindaki genetik farklilasma diger gruplara
gore en fazla olup farklilasma orta diizey olarak kabul edilmistir ikinci en yiiksek
ikigerli Fsr degeri ise (0.104) Afrika ve Amerika gruplari arasindadir. 0.05°lik 6nem
diizeyinde Asya ve Amerika grubu ikiserli Fst degeri disinda diger gruplar arasi
ikiserli Fst degerleri istatistiki agidan Onemli bulunmustur. Calisilan tim
popiilasyonlarda %5 (0.05) oraninda farklilasma goriilmektedir. Yirittiigiimiiz
calismadan elde edilen sonuglara benzer sekilde Fsr degerleri bakimindan farkl
genetik kaynaklar arasinda 6nemli diizeyde degiskenlik gostermistir. Cui vd. (2017)
329 susam genotipinin yer aldig1 ¢alismalarinda popiilasyonlar arasinda minimum —
maksimum 0.07 ile 0.26’lik farkliliklar elde etmislerdir. Surapaneni vd. (2014) 102
SSR markeri kullanarak 68 Hindistan kokenli susam koleksiyonunda genetik c¢esitliligi
belirlemek amaciyla yiiriittiigii calismada ortalama genetik mesafe (Fst) degerini 0.11
(%11) olarak hesaplamistir. Wu vd. (2014) ise SSR markeri ile 130 susam genotipinin
yer aldig1 koleksiyonda popiilasyonlar arasi genetik mesafe degerlerini 0.15 ile 0.16
arasinda bildirmislerdir. Gen gesitliliginin (0.28) ortalama degeri, Zhang vd. (2010),
Cho vd. (2011) ve Cui vd. (2017) tarafindan farkli marker tiirleriyle yapilan
calismalardan daha yiiksek degerde bulmuslardir. Buna karsihik, burada
gozlemledigimiz genetik cesitlilik diizeyi, SSR markerleri kullanilarak karakterize
edilen koleksiyonlardan daha diisiiktiir (Wei vd. 2014; Dossa vd. 2016). Koleksiyonlar
arasindaki gen ¢esitliligi farkliligi genetik kaynak, marker sayist ve tipi
farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir (Dossa vd. 2016).

Cizelge 4.1. Popiilasyonlar arasinda tahmin edilen ikiserli Fst degerleri

Popiilasyon Asya Afrika Avrupa Amerika
Asya - 0.05 0.08* 0.04
Afrika 0.05* - 0.10 0.07*
Avrupa 0.08* 0.10* - 0.15*
Amerika 0.04 0.07* 0.15* -
*p<0.05
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4.2. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

Calismada kullanilan susam popiilasyonlart ve cografi gruplar arasindaki ve
icindeki genetik varyasyon dagilimi Molekiiller Varyans Analizi (AMOVA)
kullanilarak hesaplanmistir. Genetik varyasyon dagilimi Cizelge 4.2’de gdsterilmistir.
Varyans analizi sonuglarina gore toplam genetik ¢esitliliginin % 5.53 popiilasyonlar
arasindaki, % 66.28’inin popiilasyonlar i¢i bireyler arasindan ve % 28.18’inin de
bireyler i¢i farliliklardan meydana geldigi sonucuna ulasilmaktadir (Cizelge 4.2). En
fazla genetik varyasyon popiilasyon igi bireyler arasinda, en az genetik varyasyon ise
popiilasyonlar arasinda meydana gelmistir. Molekiiler varyans analizi sonuglarina gore
tim popiilasyonlar arasinda farkliliklar 6nemli bulunmustur (p<0.05). Ulasilan
sonuclara gore c¢alisilan popiilasyonlarin tiimiiniin birbirinden 6nemli diizeyde
farklilastig1 goriilmektedir Analiz sonuglart ayrica bolgeler arasindaki yiiksek oranda
gen akig1 teorisini desteklemektedir. Diger molekiiler markerler kullanilarak yiiriitiilen
calismalarda da benzer degerler elde edilmistir. Laurentin vd. (2006) Veneziiella
germplazm koleksiyonuna ait 32 susam genotipi arasinda AFLP markerleri kullanarak
genetik ¢esitliligi belirlemeyi hedefledigi ¢alismalarinda AMOVA analizi yiiriitmiisler
ve molekiiler varyasyonun %5’inin cografi alanlar arasinda gergeklestigini ifade
etmiglerdir. Wu vd. (2014) SSR markeri ile 130 Cin kokenli susam genotipinden
olusan koleksiyonlarinda genetik ¢esitlilik, filogenetik iliskiler, popiilasyon yapisinin
yani sira varyans analizi c¢alismasimi da ele almiglardir. Arastirmacilar toplam
molekiiler varyasyonun % 10.23’lnlin popiilasyonlar arasi, % 20.23’{iniin
popiilasyonlar i¢i bireyler arasinda, % 69.54’iniin bireyler igindeki farkliliktan
kaynaklandigin1 ortaya koymuslardir. Dossa vd. (2016) 96 susam genotipinde
yiiriittiikleri ¢alismada toplam molekiiler varyasyonun % 44.66'sinin cografi gruplar
arasinda, % 55.34'liniin cografi gruplar i¢indeki bireyler arasinda genetik varyasyonu
karsiladigini belirtmistir.

Cizelge 4.2. Susam genotiplerinin molekiiler varyans analizi (AMOVA)

Varyasyon Kaynag Dgfer(:beisit;ISkD) Karelczll'("_l“r())plaml Varyans (%)
Popiilasyonlar Arasi 3 8867.77 5.53*
Popiilasyonlar Ici 01 120512.05 66.28*
Bireyler Arasi
Bireyler ici 95 22058.50 28.18*
Genel 189 151438.32 100

*p<0.05
4.3. Popiilasyon Yapis1 Belirlenmesi

Susam genotipleri arasindaki iliskiyi TASSEL 5.2.52 programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Filogenetik aga¢ dort farkli kitayr koken alan genotipleri farkli
renklerde toplamistir. Agagta yogun olarak goriilen mor renkler Asya, sari renkler
Avrupa, mavi renkler Amerika, yesil renkler Afrika kitasi genotiplerini temsil
etmektedir (Sekil 4.1). Tirkiye’den koken alan genotiplerin ¢ogu bir arada ve
Yunanistan kokenli genotipler Tiirkiye’nin yaninda yer aldigi, Iran, Afganistan,
Pakistan, Rusya gibi Asya iilkeleri genel olarak yan yana ya da yakin yerlerde dagilim
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gosterirken Amerika ve Afrika iilkeleri kokenli genotipler karisik dagilim gosterdigi
sonucuna ulasilmistir. Park vd. (2013) 15 iilkeden toplanan 277 susam kor
koleksiyonunda genetik c¢esitlilik filogenetik baglanti ve popiilasyon yapisini
belirlemek igin yaptiklar1 ¢alismada popiilasyonlar arasindaki filogenetik 4 grup elde
ettiklerini ancak bu gruplarin cografi konumlarina gore net bir ayrimi olusmadigini
bildirmislerdir. Cui vd. (2017) 336 susam genotipinde yaptiklari ¢aligmada genotipler
arasi iliskiyi gostermek i¢in yaptiklar filogenetik aga¢ 3 farkli grupta toplanmis, 2
grubun koken aldigi {ilkelerde toplandigi karisik grubun tiim agaca yayildigim
belirtmislerdir. Diger bitki tiirlerinin yer aldig1 genetik ¢esitlilik caligmalarinda benzer
sonuglar elde edilmistir. Sorgum (Smith vd. 2000), bugday (Holton vd. 2002) ve
arpada (Thiel vd. 2003) filogenetik agag ile bitkilerin orijinleri arasinda bir uyum
gozlenmemistir. Kumar vd. (2016) iki temel faktoriin bunun nedeni olabilecegini ifade
etmistir. Bunlardan ilki calisilan popiildsyonun ya da bitki tiiriiniin ¢ok genis bir
varyasyona sahip olmasi olup diger faktor ise calisilan bitki tiiriiniin tek bir gen
merkezinden dagilmasi ve dolayisiyla diinya capinda yayilsalar dahi genotiplerin
benzer genetik altyapiya sahip olmasi olarak aciklanmistir. Ayrica Amerika kokenli
genotiplerin agac icerisinde farkli gruplarda yer almasi bu susam genotiplerinin bu
kitaya farkli tilkelerden tasindiginin bir gostergesi olabilir.
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Sekil 4.1. Susam genotipleri arasindaki iliskiyi gosteren filogenetik agag
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Popiilasyon yapisini belirlemek i¢in STRUCTURE V2.3.4 (Pritchard vd. 2000)
yazilimi kullanilmigtir. 95 susam genotipinde ddRAD yo6ntemi kullanilarak elde edilen
5292 SNP markeri ile popiilasyon yapisi belirlenmesi saglanmistir. Popiilasyon sayis1 K
degeri ile gosterilmistir. Her K degeri icin yiiksek olasilik gosteren deger AK degeri
olarak adlandirilmis ve AK 3 olarak belirlenmistir (Sekil 4.2). Susam genotiplerinin
hesaplanan AK degerine gore dagilimi1 Sekil 4.3’te gosterilmistir. AK degerine gore 95
susam genotipleri kendi aralarinda 3 gruba ayrilmistir. Sekil 4.3’te susam genotiplerinin
grup dagilimlari verilmistir.

1.Grup c¢ogunlugu Asya iilkelerine ait genotiplerden olusmaktadir (ACS15,
ACS22, ACS24, ACS26, ACS28, ACS29, ACS32, ACS34, ACS36, ACS38, ACS60,
ACS73, ACS80, ACS109, ACS134, ACS137, ACS139, ACS141, ACS179, ACS181,
ACS183, ACS186, ACS193, ACS326, ACS330, ACS335, ACS337, ACS344, ACS348,
ACS353, ACS358, ACS359). Toplamda 32 genotip iceren bu grupta Asya kitasi
iilkelerinden; Afganistan (1), Cin (8), Giiney Kore (4), Hindistan (1), Iran (1), Israil (1),
Rusya (4) genotiplerini ve ABD Teksas (7), Arjantin (1), Veneziiella (2) gibi diger iilke
genotiplerini igerir.

2.grup Tiirkiye ve yakin g¢evresindeki iilkelerden toplanan genotipleri
icermektdir ( ACS10, ACS19, ACS40, ACS46, ACS49, ACS51, ACS70, ACST71,
ACS74, ACS76, ACS81, ACS86, ACS87, ACS88, ACS91, ACS108, ACS153,
ACS174, ACS182, ACS185, ACS194, ACS197, ACS215, ACS216, ACS241, ACS242,
ACS253, ACS278, ACS285, Muganli 57, Ozberk). Toplamda 31 genotipe sahip bu
grupta; Afganistan (2), Cin (1), Giiney Amerika (1), Irak(1), Iran (8), Israil (1), Misir
(1), Pakistan (1), Rusya (3), Suriye (1), Tirkiye (9), Yunanistan (2) gen merkezli
genotipleri icermektedir.

3.grupta Asya iilkeleri ¢ogunlukta bulunan tilkeler ve diger iilkelerin genotipleri
bulunmaktadir (ACS12, ACS20, ACS21, ACS65, ACS68, ACS72, ACS122, ACS145,
ACS152, ACS155, ACS157, ACS158, ACS159, ACS163, ACS164, ACS168, ACS189,
ACS195, ACS204, ACS246, ACS304, ACS325, ACS329, ACS356). Toplamda 32
genotip iceren bu grupta; ABD Teksas (3), Afganistan (1), Angola (2), Hindistan (2),
Iran (1), Japonya (1), Myanmar (1), Pakistan (8), Rusya (1), Sri Lanka (1), Tiirkiye (3),
Veneziiella (1) orijinli genotipler bulunmaktadir.

Genotipleri gruba ayirmada st olasilik degeri 0.5 olarak tanimlanmis ve yedi

genotip ACS 8, ACS 18, ACS 43, ACS 191, ACS 218, ACS 220 ve ACS 234 karisik
grup olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3. STRUCTURE V2.3.4 programi ile elde edilen verilere sonuglar1 dagilimlari

Sekil 4.2. En iyi K degeri belirlenmesi i¢in kullanilan ad hoc istatistigi sonucu
(1.grup; kirmizi, 2.grup; yesil, 3.grup; mavi renk ile temsil edilmistir)
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4.4. Temel Koordinat Analizi (PCoA)

Popiilasyonlarin yapisini gostermek amaciyla 95 susam genotipi icin temel
koordinat analizi (PCoA) yapilmistir. Analiz sonucu filogenetik agag ile benzer sonuglar
gosterirken; popiilasyon yapisini belirlemek tizere kullanilan STRUCTURE analizine
paralel bir sonu¢ gostermemistir. Genellikle cografi konumlar1 yakin iilkelerden
toplanan genotipler semanin benzer (birbirine yakin) bolgelerinde kiimelenmistir (Sekil
4.4). Her kitay1 temsil eden genotipler farkli renklere boyanmistir (Sekil 4.5). Renk
dagilimlan incelendiginde; kirmizi renkler Afrika, siyah renkler Asya, mavi renkler
Avrupa, yesil renkler ise Amerika iilkelerinden koken alan genotipleri temsil
etmektedir. Koleksiyonun % 27 PC1 tarafindan, %11 PC2 tarafindan agiklanmigtir
(Cizelge 4.3). Amerika'dan toplanan genotipler farkli gruplara ve kiimelere ayrilmistir.
Bununla birlikte bu calismada analiz edilen bu genotipler, ¢ogunlukla Cin koékenli
genotipler ile kiimelenmistir. Asya ve Amerika kitalarinin arasinda cografi bir baglanti
olmamasindan dolayr bu bdlgelere ait genotiplerin benzer gruplarda kiimelenmesi
tohumlarin tasindigi fikrini ortaya koymaktadir. Dossa vd. (2016), Afrika ve Asya'da
alt1 cografi bolgeye dagilmis 22 iilkeden toplam 96 susam genotipini 33 polimorfik SSR
marker ile genetik cesitlilik ve popiilasyon yapisini belirlemek igin kullandiklart
caligmada elde ettigimiz sonuglardan farkli olarak cogu genotipin cografi kokenlerine
gore ayni grupta toplandigini belirtmislerdir. Cui vd. (2017) 329’u Cin’in kuzey ve
giiney bolgelerinden, 37’si 11 farkl tilkeden toplanan toplamda 366 susam genotipinde
SNP markerleri ile genetik cesitlilik ve populasyon yapisi belirlemek amaciyla
yiirtittiikleri calismada Cin’in kuzey ve giliney bolgelerin ve diger 11 iilke genotiplerinin
cografi konumlarina gore kiimelendigi sonucuna ulastiklarini belirtmislerdir.

Cizelge 4.3. PC koordinat1 yiizdesel degerleri

Koordinat Yiizdesel Deger
PC1 27.36
PC2 11.11

24



BULGULAR VE TARTISMA

M. BASAK

Sekil 4.4. Temel koordinat analizi (PCoA) sonucu genotiplerin birbirinden ayrilmasi
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Sekil 4.5. Temel koordinat analizi (PCoA) genotip isimlerine gore dagilis semasi
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5. SONUCLAR

Yirttiilen bu yiiksek lisans tez ¢alismasi ile daha 6nceden agro-morfolojik (Yol
ve Uzun 2012) ve yag karakterleri (Yol vd. 2015) bakimindan karakterize edilmis olan
Akdeniz susam kor koleksiyonu yeni nesil dizileme yontemi ile elde edilen 5292 SNP
marker ile popiilasyon bazinda karakterize edilmistir. Yiriitilen analizler sonrasinda
popiilasyon yapisi, alt popiilasyonlar arasindaki farkliliklar ve filogenetik iliskiler
ortaya konulmustur. STRUCTURE ile yapilan analiz ile de toplamda dort kitadan
koken alan genotiplerin 3 ayr1 grupta yer aldigi belirlenirken yedi genotipinde karisik
grupta yer aldig1 belirtilmistir. Filogenetik agac iizerinde orijin temelli siniflandirma
yapildiginda ise net bir ayrismanin olmadigi gdzlenmistir. Ulkeler arasinda genetik
materyallerin tasinmasi, 6zellikle Tiirkiye, iran, Afganistan, Israil gibi iilkelerin
birbirlerine ¢ok yakin olmasi ve bu iilkeler arasinda genetik materyal tasinmasinin
olduke¢a kolay olmasi iilkesel bazda farkliliklarin ortaya ¢ikmasini engellemis olabilir.
Filogenetik agacta Yunanistan kokenli genotiplerin Tiirkiye kokenli genotiplerle bir
arada olmast bu teoriyi kuvvetli sekilde desteklemektedir. Amerika kokenli
genotiplerin 6zellikle Asya kokenli genotipler ile yakinlik gostermesi Asya’dan
Amerika’ya uzun yillar Once genotiplerin tasindigr fikrini ortaya c¢ikarmaktadir.
Ulkesel ve kitasal bazda net gizgilerin ortaya konulamamasinin diger nedenleri ise
susam {iizerine bir arastirma kurulusunun olmamasi ve bireysel tasinmalarin takip
edilememesi olarak gosterilebilir. Genetik ¢esitlilik ve popiilasyon yapisinin
belirlenmesi genetik kaynak se¢imine yardimci olabilir ve melezleme galismalar1 igin
istenen genotip segiminde yetistiricilere destek saglayabilir (Upadhyaya vd. 2015).
Akdeniz susam kor koleksiyonu, yiiksek verim (Yol ve Uzun 2012), yiiksek yag icerigi
(Yol vd. 2015) ve phyllody dayaniklilig1 (Ustiin vd. 2017) gibi faydali 6zelliklere
sahip bir ¢ok genotipi bilinyesinde bulundurmaktadir. Cekirdek koleksiyonundaki
yuriittiigiimiiz bu c¢alisma ebeveyn seg¢iminde degerli olabilecek olan genotipler
arasindaki genetik iliskileri ortaya koymustur. Elde edilen tiim bu sonuglar susamda
yeni iligki analizlerinin yiiriitiilmesi ve sistematik caligmalarina katki yapabilecek
seviyededir. Ayrica SNP temelinde birbirinden uzak genotipler yeni melezleme
kombinasyonlarinin olusturulmasina firsat vermektedir.
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