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SUSAMDA KAPALI KAPSULLULUK MUTANT KARAKTERINE BAGLI
MOLEKULER MARKERLERIN BELIRLENMESI

Biilent UZUN

Doktora Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. M. ilhan CAGIRGAN
Ocak 2002, 95 sayfa

Susamda kapal kapsiilliiliik mutant karakterine bagh markerler belirlemede AFLP ve
RAPD teknikleri, bulk segregant analizi ile ortak olarak kulamlmustir. Ugii yapay ve biri
dogal olmak fizere dort ayn mutant F» populasyonunun hazirlandig: ¢ahsmada, bu
populasyonlara ait bireylerden elde edilen bulk DNA’lar, susamda kapah kapsiilliliik
mutant karakterine bagh markerler belitlemede kullamimistir. Toplam 72 farkli AFLP
primer kombinasyonu ve 12 RAPD primeri, ilgili dzellik bakinmdan farkbik bulmak
fizere susam genomunu taramgtr, Sadece AFLP markerleriyle 6840 lokusun tarandif:
calismada, FEcoRIFAAG/Msel+CAT primer kombinasyonunun, kapalt kapsiilliiliik
mutant karakteri ie iligkili oldugu bulunmustur. Bulklar1 meydana getiren bireylerin
DNA’larmm aym markerle analizlenmesi sonucunda, 258 bp uzunlugundaki trans
markerin, susamda kapal kapsillilik mutant karakterine sikica bagh oldugu
belirlenmistir. Ayrica, 5'-AGTCGTICCCC suwalamah “H5” RAPD primerinin kapah
kapsiilltilik mutant karakteri ile iliskili oldugu bulunmustur. Sunulan bu ¢ahsmayla,
AFLP analizinin uygulanmasi ve bagl molekiller markerlerin belirlenmesi susam
genusunda ik defa gergeklestirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Susam, Sesamum indicum L., kapah kapsilliliik, AFLP,
RAPD, bulk segregant analizi, molekiiler markerler
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ABSTRACT

IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS LINKED TO CLOSED
CAPSULE MUTANT TRAIT IN SESAME

Biilent UZUN

Ph.D. Thesis in Field Crops

Supervisor: Prof. M. ilhan CAGIRGAN
January 2002, 95 pages

AFLP and RAPD techniques with bulked segregant analysis were used to identify
molecular markers linked to closed capsule mutant trait in sesame. Four mutant F,
populations consisting of three induced- and one natural-mutant were developed for the
research. Bulk DNA samples made from the individuals belonging to the populations
were used to identify molecular markers linked to closed capsule mutant trait in sesame.
A total of 72 different primer combinations and 12 RAPD primers were screened to
reveal polymorphisms for the character of interest on the genome of sesame. The study
where 6840 loci screened with only AFLP markers, the association was found out
between closed capsule mutant trait and EcoRI+AAG/Msel+CAT primer combination.
The association was confirmed by analysing of the AFLP profile from single plants that
form the bulks. As a result of the confirmation, the marker in trans sized 258 bp was
closely linked to the closed capsule mutant trait, In addition, HS RAPD primer, 5'-
AGTICGTCCCC, was also found to be in relation to the character of the interest With
the present study, the use of AFLP and the identification of the linked marker in sesame
crop were reported here for the first time.

KEY WORDS: Sesame, Sesamum indicum L., closed capsule, AFLP, RAPD, bulked
segregant analysis, molecular markers
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ONSOZ

Susam kiiltiir{i yapilan yag bitkileri igerisinde eski bir gegmise sahip olmasma ragmen
homojen olgunlagma yerine, asagidan yukariya dogru biiyiime seyri g6stermesi ve hasat
zamam tohumlarmi barmdwan kapsiillerinin ¢atlamasi, susamda uygun bir hasat zamam
belirlenmesini gliglestirirken, hasat-harman iglemlerinin tamamen el ile yapilmasma neden
olmaktacdir Makinali hasatn susamda yapilamamasi, bitkinin genis alanlara ekimini
kisitlarken, ikinci {iréin taninundaki ragbetini de her gegen giin azaltmaktadw, Susanun
kendi dogal yapismdan kaynaklanan bu problemleri asmada kapali kapsiil susam
mutantlart umut verici gézikmektedir. Kapali kapstilli mutantlar bulunur bulunmaz,
mutasyona eglik eden negatit Szelliklerin iyilestirilmesinde klasik islah programlar
baglatiimigken, sunulan bu ¢alismayla birlikte bahis edilen programlann hizlandiriimasi
beklenmektedir. Bu kapsamda, susamda kapali kapstillilik mutant 6zelligine bagh bir
AFLP molekiiler markeri behrlenirken, susamda AFLP marker teknolojisinin kullanim ve

bagh molekiiler markerlerin belirlenmesi diinyada ilk defa gerceklestirilmistir.

Kapal: kapsiillii ve normal bireylerin melezlenmest, F; bireylerinin vetistizilmesi ve F
agilan populasyonlarmn elde edilmesi igin uygulanan tarla caligmalarm destekleyen
Uluslararast Atom Enerjist Ajansi, TAEA-RC-TUR7855/RB projesine, laboratuvar
analizlerinin Ingiltere’nin Cambridge kentinde bulunan NIAB enstitiisiinde yapilmasmna
“bench fee” ve benim yasamsal giderlerimi kargilayarak imkan saglayan Uluslararasi
Atom Enerjisi Ajansi, JAEA-C6/TUR/98006P bursuna sonsuz tesekkiirlerimi sunarm
Biitiin bu aktivitelerin bulunmas:, uygulanmas: ve kazamlmasmda bana yollar acan, bizzat
destekleyen ve hatta Ingiltere’ve gelerek ¢ahismanmn seyrini her asamada diizenleyen
sevgili Hocam saymn Prof Dr. M. Ilhan Cagngan’a sonsuz miitesekkirlerimi sunmak
benim igin nemli bir mutluluk kaynagidn
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1. GIRIS

Molekiiler markerler agronomik olarak énemli 6zelliklerin genetik analizlerinde iy
bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bir islah programmm kullandiz: yéntem ne olursa
oisun genel olarak kabul edilen prosediir, genetik ilerlemenin saglanabilmesi icin yapilan
seleksiyonun miimkiin oldufunca erken donemlerde gergeklestirilmesidir, Dolayisiyla
biiyiik tarla denemelerinden ve buna bagh olarak girdilerin azaltilmasmdan bahis etmek
miimkiin olabilmektedir. Bu noktada molekiiler markerlerin bitki 1slahindaki rolii nem
arz etmektedir. Ancak molekiiler markerlerin normal gozlem prosediirlerinin ya da klasik
bitki 1slahi yontemlerinin verini almasindan s6z edilemez Yeni istah stratejileri
gelistirmede veya meveut programian hizlandumada markerler etkin bir kaynak olarak
degerlendirilebilir. Nitekim molekiiler markerler, marker yardimiyla seleksiyon yaklagim
igerisinde fenotipik scviyeden ¢ok genotipik seleksiyon yapma imkam saglayarak,
fenotipin genotipe tekabiil etmedigi durumlarda etkin bir zaman kazandirma mekanizmas:

olarak karsimiza ¢ikmaktadir

Marker yardimyla seleksiyon gibi ister markerlerin bitki islahmda direkt kullanmm
olsun isterse geri melezlemenin hizlandirimasi, dayanikh genlerin bir araya toplanmasi,
kantitatif genlerin analizi, hibridlerin belirlenmesi gibi indirekt kullammlart olsun
(Langridge vd 1996), molekiiler marker uygulamalarmm iilkemiz acismdan fizerinde
durulacak en &nemli noktas, maliyet ve uzman personel olarak nitelendirilebilir.
Igilenilen agronomik karakter(ler)in ckonomik ©nemi ve alternatif seleksiyon
tekniklerinin var olup olmadig: degerlendirmeye tabi tutulduktan sonra molekiiler marker
kullammma karar verilmelidir. Zira molekiiler marker sistemlerinin kurulus maliyetleri
kadar, isletim maliyetleri de oldukc¢a yiiksektir.

Susam (Sesamum indicym L.} Hindistan ve Cin basta olmak iizere diinyamn birgok
yerinde kilttrti yapilan tropik ve subtropik karakterde tek yillk bir yag bitkisidir.
Diinyada 6.419.371 hektar alanda ekimi yapilan susamin baghea tireticileri 1.673.200 ha.
ile Hindistan ve 700882 ha ile Cin ik swalarda yer almaktadn. (Anonymous 2001).
Ulkemizde ise susam, 27 bin tonluk {iretimini 68.000 ha alandan saglamaktadir.
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_"Vejetasyon stiresinin kisa olmasi susamin {ilkkemizde ikinci iiriin bitkisi olarak kullammina
imkan vermektedir. Ancak susamm eski bir kiiltiiz bitkisi olmasma ragmen, asagidan
"'yukanya dogru olgunlagma karakterinde olmasi ve hasat zamam kapsiillerinin ¢atlamas,
‘hasat-harman iglemlerinin tamamen el ile yapilmasma neden olmaktadar. Kapsiillerinin
'g:atlamam nedeniyle makinali hasatin miimkiin olmamasi, susamm diger ikinci iiriin

.bitkjleriyle rekabet etme sansmin giin gegtikce azalmasina yol agmaktadn.

_ Susammn kendi dogal yapisindan kaynaklanan bu olumsuz dzelligi gidermede ve
_. 5!0 gun tarma elverisli susam ¢esitlerinin 1slahmda, yapay olarak ilk kez elde edilen kapalh
kapstillii susam mutantlan: (Cagwrgan 1996, 1997) umut vericidir. Ancak, kismi kisirlik,
kisa kapsiil ve diisiik verim gibi pleiotropik etkilerin, meydana getirilen mutasyona eslik
etmesi kapali kapsiilli mutantlar tizerinde degisik islah programlarinm baglatimasmu
gerekli kalmugtir. Yiiriitillen klasik 1slah programlarma ileri molekiiler marker tekniklerinin
- eklenmesi, makinah tarma elverigli susam mutantlarnm uygulamaya aktanlmasma ¢ok

- yonlil ivme kazandirmast beklenmektedir,

1990 yilinda PCR’a dayah RAPD (Williams vd 1990, Welsh ve McClelland 1990)
- markerinin geligtirilmesiyle molekiiler genetik ve 1slah alanmda birgok ilerlemeler
- kaydedilirken, RAPD’in dezavantajlariu gideren ve RFLP nin giivenilithigini katan diger
bir PCR’a dayah teknik AFLP (Zabeau ve Vos 1993, Vos vd 1995)’nin gelistirilmesi, bu
alanda yapilan galismalarm biyiik bir ivme kazanmasmi saglarmstir. Genetik cesithlifin
tespiti, yiiksek yogunlukta genetik haritalarm olusturulmas: ve agronomik olarak nemli
Ozelliklere bagh molekiiler markerler belitleme gibi degisik amaglarda AFLP analizi

kullanim alam bulurken, birgok genusda da denenmistir.

Bu arastwmada marker yardimyla seleksiyon yaklagmmina uygun olarak, susamm
makinah hasatmm yapilmasma imkan veren kapal kapsiilliiliik mutant karakterine bagl
molekiiler markerlerin belirlenmesi amaglanmustir. Bu gaye dogrultusunda, ileri molekiiler
matker teknolojisi olan AFLP, susam genusunda ilk defa kullanilmus ve yine ilk defa
susamda bir karaktere bagl molekiiler marker belirlenmistir. Ayrica, AFLP ve RAPD
teknolojileri susam bitkisine basartyla adapte edilmigtir,

3
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2 KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

. Nayar (1984), arkeolojik bulgulara dayanarak susamun bugiinkii Suriye ve Urdiin
ilkelerinin bulundugu bolgelerde, yaklagk M. 3000 yiinda kiltire almdign ve
‘susammn bilyik bir varyasyon gosterdigini belirtmistir. Demir (1962) de, Sansksit
lisanmnda susam ile yagm aym kelime ile ifade edilmesini dayanak gostererek, susamn
" insan tarafindan ik olarak tanman ve kiiltiire alman bir yag bitkisi oldugunu
desteklemistir..

_ Susam ¢ok eski bir kiiltii: bitkisi olmasma ragmen, orijin merkezi kesin olarak
- bilinmemektedir (Ashri 1998). Hiltebrandt, Burkill, Dalziel ve Portéres gibi eski yazarlar
susam tiirlerinin ligte ikisinin Afrika’da ver almasmna ve ekonomik olarak susamin bu
_-: kitada baskin olmasina dayanarak, susanun orijini olarak Afrika’yr géstermiglerdir (Nayar
| 1984). Aynu gekilde Weiss (1983), susamun Afiika’dan orijin aldifmi ve Bati Asya
tizerinden Hindistan, Cin ve Japonya’ya yayidigm: ve bu bélgelerin ikincil yayilma

merkezleri oldugunu ifade etmigtir.

Temel olarak gelismekte olan {ilkelerin bitkisi olan susam, ¢ok eski bir kiiltiir bitkisi
olmasina ragmen islahnda hala kat edilecek bilylik mesafeler bulunmaktadn Ayrica
kapah kapsiillitliik ve hastaliklara dayamikhbk gibi oldukga aranmlan &zellikler, susammn
genis bir varyabilitiye sahip olmasina ragmen dogal olarak meveut degildir (Ashri 1998).
Susamun bu tiir ihtiyaclart mutasyon islahn projelerinin baglatilmasma temel teskil etmistir
(Anonymous 1994, 1996). Bu projeler kapsaminda agronomik olarak &nemli olabilecek
birgok mutant genotip elde edilmigtir. Bunlar ierisinde gamma 1smlartyla yapay olarak
bulunan kapali kapsiillii mutantlar, susammn makinah hasatimn yapilabilmesi bakimmndan
bityitk bir potansiyele sahiptir (Cagirgan 1996, 1997) ve aranilan &zelliklerin basinda
gelmektedir,

Birgok kiiltiir bitkisinde molekiiler marker teknolojileri genis bir kullamm alanina
sahipken, susamda heniiz basglama dénemindedir. 1999 yiinda, 58 farkh susam

genotipinin RAPD markerleriyle molekiiler diizeyde genetik farkliliklarnm belirlenmesi



diginda (Bhat vd 1999), susamla ilgili DNA diizeyinde yaymnlanmus bir makale
bulunmamaktadm. Bununla birlikte, 68 farkh kiiltirii yapilan susam cesitlerinin
varyasyonunu belirlemek icin bir izoenzim galismasi (Isshiki ve Umezaki 1997) ve susam
tohumlarmdan genomik DNA izolasyopunu saglayan bir protokol (Chung vd 1998)
literatiirde ver almaktadir.

1953 yihnda DNA’min ¢ift sarmall molekiiler yapismmn ortaya ¢ikarlmasryla (Watson
ve Crick 1953) hizh bir ivime kazanan molekiiler genetik, DNA nm belki de en énemli
fonksiyonu olan kendi replikasyonunu yapma yetenegini saglayan DNA polimeraz
enziminin 1960 yihnda kesfedilmesiyle (Kornberg 1960} yap-boz gibi bir oyun haline
gelmigtir. Bitki 1slahinda DNA olanaklarindan asil faydalanma ise PCR aletinin ve buna
dayah RAPD (Williams vd 1990, Welsh ve McClelland 1990) ve AFLP (Zabeau ve Vos
1993, Vos vd 1995) molekiiler marker tekniklerinin gelistirilmesiyle baslamustir.,

2.1. AFLP Ile ilgili Bilgiler

Zabeau ve Vos (1993), bitki ve hayvan 1slahmda, cesit teshisinde, diagnostik tipta,
hayvan ve bitki hastaliklar1 teshisinde, genetik kahtim ile gegen insan hastaliklarinm
belirlenmesinde, aile akzabahklarmm analizlemede ve mikrobiyal belirlemede olmak iizere
birgok alanda DNA matkerlerinin kullamm ve DNA parmak izi uygulamalariyla ilgili bir
icat olarak Selective Restriction Fragment Amplification (SRFA) teknigini 1993 yiinda
ortaya koymuslardr. Bu teknoloji, RFLP ve PCR tekniklerini birlestirirken,
dezavantajlarmm ortadan kaldumaktadu. Teknik; restriksiyon endoniikleazlan ve bu
endoniikleaz enzimleriyle kesilen fragmentlere sentetik oligoniikleotidlerin ligasyonunu
ve sonugta elde edilen fragmentlerin PCR ile ¢ogaltiimasim $ngdérmektedir. 1993 yimda
SRFA teknigini bir patent bagvurusu (yaym no: EP 0534858) ile ortaya koyan
aragtiricilar, 1995 yiinda yine aym aragtiricilarm dnctiliik ettigi bir grup tarafindan (Vos
vd 1995) yaymlanan “AFLP: a new technique for DNA fingerprinting” adh makaleyle,
DNA dfizeyindeki bu analiz yénteminin tanmmasi ve bircok alanda yaygm olarak
kullanilmas:  baglamustr. Vos vd (1995), AFLP analizini, (i) genomik DNA’mn

restriksiyon enzimleriyle kesimi ve oligoniikleotid adaptorlerle baglanmast, (i1) kesilen
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fragmentlerin segici amplifikasyonu ve (iii) gogaltilan fragmentlerin jel analizi seklinde ii¢
ana kisoma aywmuglardr. Kalp DNA’larmin kesim bolgeleri ve adaptérlerin sekanslar,
PCR primerlerinin hedef DNA’ya yapismast i¢in kullandmmstir. Segici amplifikasyon ise
sekanslar1 bilinen bu bolgelerle aym sekansa sahip primerlerin kullanitmastyla
gergeklestirilmigtir. Boylece, niikleotid sekans: bilinmeden kesilen fragmentlerin PCR ile
goriilmesi, bu metod sayesinde basarilmstir,

Mobhan vd (1997), AFLP analizinin heniiz haritalama ¢alismalarinda genis bir sekilde
kullamlmadigm  belirtirken, polimorfik markerler belirlemek adma yaygm olarak
kollamlidigmi ifade etmektedir. Aym zamanda, AFLP’nin RFLP ve RAPD marketleriyle
kargilagtmldifinda, yiiksek oranda polimorfizm vermesi ve tekrarlanabilmesi nedenivle
cok etkili bir teknik oldugunu belirtmislerdir. Hansen vd (1999), AFLP analizinin DNA
izolasyonundan degerlendirmeye kadar tiim asamalarinda yapilan toplam 5088
kiyaslamada % 976 oranmda tekrarlanabilirlik sagladifim, giivenilirtligini belirlemede
kullanilan 3160 ayr: polimotfizmde ise % 0.2 genotipik hata oram bulundufunu
bildirmislerdir. Bu sonuglari destekler nitelikte Jones vd (1997) de, RAPD, AFLP ve SSR
marker tekniklerinin tekrarlanabilirliklerini belirlemek amaciyla sekiz ayn laboratuvar
arasinda yaptiklar1 deneylerde, AFLP’nin gok yiiksek oranlarda tekrarlanabilir oldugunu
gostermislerdic. RAPD tekniginin ise tekrarlanabilithgimin 50 RAPD primerinde % 75
oldugunu ancak analizlerinin  gerceklestirilmesinde  bilyiikk kolaybk  oldugunu
vargulamglardr. Aym sekilde, Lin vd (1996a), soyada molekiiler markerler belitlemek
Uzere RFLP, RAPD ve AFLP tekniklerini kiyaslamah olarak kullandiklan arastumada,
yiiksek oranda tekrarlanabilirlk ve belirlenebilr AFLP polimorfizmlerinin vitksek
frekanslarda bulunmasi1 gibi nedenlerle, AFLP DNA analizinin linkageler ve
polimorfizmler belirlemede cazip bir teknik oldugunu ifade etmislerdir.

Becker vd (1995), farkh DNA markerlerinin spesifik avantajlar1 ve dezavantajlar
oldugunu, AFLP marker analizinin RAPD analizleri kadar kolay olmadigm ancak PCR’a
dayali olmayan RFLP ve genom sekans bilgisi gerektiren mikrosatellit kullammmdan
daha etkili oldugunu belirtirken, haritaya dayal gen izolasyonu ¢ahsmalarmda AFLP
markerlerinin RAPD, RFLP ve mikrosatellit tekniklerine gére tek kolon {izerinde ¢ok




daha fazla polimorfik band ortaya gikarma kapasitesi oldugunu bildirmiglerdir. Bununla
birlikte, arpa haritalama populasyonlarmda AFLP polimorfizm oranmm (% 11.3),
genomik klon (% 27.8) ve ¢cDNA klonlarindan (%15.8) elde edilen RFLP polimorfizm
oranlarindan diisikk oldugunu ve bu kiigiik veriler géz ¢niine ahndigmda AFLP’nin ¢ok
yiiksek polimorfizm oranlan vermedigini, ama jel basma aym anda birgok band vermesi
yonityle yitksek oranda etkili bir teknik oldugu ifade edilmistir. Kasha (1996), AFLP’nin
bir tek jelde ¢ok sayida band ortaya ¢ikarmasiyla molekiiter haritalar gelistirmede hizh bir
teknik oldugunu belirtmistir. Aym sekilde Ridout ve Donini (1999), AFLP nin ¢ok giiclii
ve glivenilir bir teknik oldugunu ancak ortaya ¢ikarilan polimorfizm seviyesinin RFLP ve
mikrosatellit tekniklerinkinden daha az oldugunu soyletken, aym anda ¢ok sayida
polimorfik lokusu analizleme yetenegi olmasi nedeniyle bahis edilen tekniklerden daha iyi
bir yere sahip oldugunu bildirmiglerdr,. Eun vd (1998) de, arpada yaptiklari
cabsmalarmda aym gOrtisi destekleyecek sekilde AFLP polimorfizm oramnm RFLP
markerlerine gore ¢ok diisiik oldugunu, buna karsin jel basma birgok bandm aynr anda

analizlenmesi nedeniyle ¢ok etkili bir analiz oldugunu ifade etmiglerdir.

Russell vd (1996), RFLP, AFLP, SSR ve RAPD markerleri kullanazak 18 farkli arpa
genotipindeki genetik varyasyon seviyelerinin karsilastmlmasm iceren ¢alismalarinda;
kullamian d6rt farklt marker tipinin yalmzca teknik yonden degil, elde edilen polimorfizm
miktar ve seviyesi bakimindan da biiyiik farkhliklar gésterdigini ortaya koymusglardir.
Cahgmalarinda, 6 AFLP primer kombinasyonunun 297 fragment, 114 probe ve enzim
kombinasyonunun 299 RFLP fragmenti, 13 SSR primerinin 70 farkh afleli ve 25 tane 10
metlik RAPD primerinin 109 fragment olugturdugunu bildirmiglerdir. Bununla birlikte, 13
SSR primerinin tamamm polimorfik bulunurken, AFLP fragmentlerinin % 54’ (158)
monomorfik ¢ikmustir. Sonug olarak SSR’m en polimorfik marker sistemi oldugu ancak
genetik akrabaliklan belirlemede yararlt olmadigi, RFLP marker sisteminin uygun
olmasina ragmen ¢ok sayida probe ve enzim kombinasyonun gerekli oldugu ve her ki
marker sisteminin sekans bilgisi gerektirmesi nedeniyle, AFLP ve RAPD tekniklerinin

genetik akrabaliklar: belirlemede dzellikle kullanilabilecegini rapor etmislerdir.
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Karp vd (1996), son dénemde gelistirilen AFLP analizinin RFLP ve PCR tekniklerini
uzlagtindigm ve RFLP kadar tekrarlanabilir oldugunu belirtitken, RAPD analizine gore
teknik olarak daha fazla ekipman ve bilgiye ihtiyag oldugunu ve daha fazla DNA
konsantrasyonunun gerekli oldugunu bilditmiglerdir. Fakat jel basina RAPD’in 20 kat:
kadar band vermesi bakimindan haritalama, fingerprinting ve genetik uzaklik analizleri
icin iyi bir teknik oldugunu ifade etmislerdir

Lin vd (1996b), AFLP’nin bakteri DNA’lar1 gibi 100 kb kadar kiicik DNA
fragmentlerini analizleyebilecegini Escherichia coli ve Agrobacterium tumefaciens
wklarinda yaptiklat: analizlerde g@stermislerdir. Ayrica, 4. fumefaciens nklarindan elde
edilen AFLP polimorfizmlerinin Ti plasmid DNA yerine bakteri kromozom DNA’sma
bagh olmasmm, fenotipik belirlemeden ¢ok molekitler analizleme imkam verdigini
belirtmiglerdir. Janssen vd (1996), bakteri taksonomisinde AFLP’nin bir ara¢ olarak
kullamlmasmda etkinligini belirlemek lizere yaptiklar: galismalarmda, AFLP’nin birbirine
¢ok yakm bakteri strainlerinde dahi farklliklar: ortaya ¢ikarmada tistiin ayiier Gzelligi

oldugunu kanttlamslardir,

AFLP analizi, fragmentlerin gérillebilmesi i¢in genel olarak primerlerin radyoaktif
olarak igaretlenmesini gerektirmektedit Bu tir gorintiileme sisteminin zararlanndan
kagmmak icin degisik yontemler gelistirilmigtir. Lin vd (1999), radyoizotopik ydntem
gerektirmeyen  “chemiluminescent” yoluyla goriintileme teknigini Snermistic Bu
teknikte, poli akrilamid jel {izerinde yiuriitilen AFLP triinleri bir naylon membrana
blotlama ile aktanldiktan sonra, alkalin fosfotaz ile hibridize edilmekte ve fragmentler
chemiluminescence ile ortaya ¢ikariimaktadr. Arastmcilarm radyoaktif olarak isareth
primerlerie ve chemiluminescent yoluyla goriintiilerne arasida farkliik olup olmadigim
belirlemek amaciyla yaptigi cahsmalarda, hem basit hem de kompleks genomlarda AFLP
profilinde  herhangi bir farkilk olugmadigi bildiritmistic. AFLP’de radyoaktif

boyama” ¢ikmaktadir (Chalhoub vd 1997). Calismada, giimiisle boyama ve radyoaktif
isarctleme ile elde edilen AFLP profilleri arasmda fark olmadig: ifade edilmistir. Giimiisle

boyamann en bilyitk avantajinm ise, AFLP analiz jellerinin uzun siire saklanabilmesi ve




gerektiinde ilgili fragmentlerin jelden klonlanmas: olarak bildirilmigtir. Fliiors1 1igma
bagl yart otomatik (GeneScan'™) AFLP analizi (Schwarz vd 2000) ve krmizi btesi
(IRD) 1smnlarma bagl tam otomatik (LiCor) AFLP analizleri (Qiu vd 2001) ise en kolay
yontemler olarak gériinmektedir,

AFLP metodunun diger bir modifikasyonu olarak Suazo ve Hall (1998)’un bal
anlarmda yaptiklar: ¢alsma 6rnek gsterilebilir. Vos vd (1995)’nin gelistirdigi AFLP é,
analizini biraz kolaylagtrmay1 ve bal arlan i¢in optimize etmeyi amaglayan modifikasyon; ?
(1) DNA’nin kesilmesi ve adaptérlerin eklenmesi bir tek reakstyonda, (ii) iki restriksiyon Eb
enzimi yerine bir enzim, (jii) iki ayrnn PCR reaksiyonu yerine bir reaksiyon, (iv) poli ;E
akrilamid jel elektroferezi yerine agatoz-Synergel ve (v) isaretli primerler yerine ethidium Z;.

bromidli gériintiileme olarak bildiritmektedir.

Ote yandan Okano vd (1998), AFLP’nin segici amplifikasyon asamasinda ¢oguntukla
primerle, kalip DNA arasinda tek bazlik yanhs eslesmelerin meydana geldigini Tapor

etmislerdir - Segici primerin 3’ ucunda bir va da U¢ ilave bazla meydana getirilen

polimorfizmlerin her bir fragmenti aynt etmede yeterli olmadiginy ve dolayistyla yanhs

pozitif sonuglarm ortaya ¢iktigim belirten arastiricilar, suni olarak tek bazda meydana
getirdikleri yanls eslesmeyle bu duruma acikhk getirmeyi planlamuslardir. Yanhs pozitif
amplifikasyonlar1 dnlemek icin 66 °C’de yapitan PCR reaksiyonlan sonucunda; AA, AT,

TA ve TT segici bazlarma sahip primer konsantrasyonlarmin diger baz gruplarum iceren
primerlerden ii¢ kat daha fazla oldugu gortilmiistiit. Sebep olarak, anian bazlarm T
degerlerinin digerlerinkinden diisitk olmasi gdsterilmistir.

Cervera vd (1996), Kavak apacmm yapraklarmda ortaya ¢ikan pas hastahgma

(Melampsora larici-populina) bagh ti¢ ayrt AFLP molekiiler markeri belirlemiglerdir. Pas

hastahgma dayanikh Populus deltoides ile hassas P nigra melezinden elde edilen agilan

populasyon, arastwmanmn genetik materyalini tegkil etmistir Dayanikhihgin tek bir
dominant lokus (Mer) tarafindan idare edildigi, agilma oranlarmdan belirlenmistir. Bu

lokusa bagh molekiiler markerler belirlemede AFLP ve Bulk Segregant Analiz yontemleri

kombine edilmis ve 114 primer kombinasyonu sonucu taranan 11500 DNA




-_"ﬁ,agmentinden, tigtiniin Mer lokusuna sikica bagh oldugu bulunmugtur. AFLP analizinin,
Bulk Segregant Analizi ile kombine edildigi diger bir arastwma, Bai vd (1999)’nin

ugdayda Fusarium graminearum mantarma karsi dayaniklihgr saglayan kantitatif dzellik
‘Jokusuna baglt AFLP markerleridir. Yapilan analizlerde primer kombinasyonlarmdan
ymmsnun en azmdan bir polimorfik band verdigi bulunmustur. Bu kombinasyonlarm 133
. ¢kombinant inbred hatta test edilmesiyle, 11 kombinasyonun Gnemli derecede QTL
lokusu ile iliskili oldugu belitlenmistic Ni vd (2001)de, seltikte sap cirikligi
Sclerotium oryzae) hastalima bagh AFLP markerleri belitlemede 900 primer
kombinasyonu denemisler ve bir kombinasyonun kék ¢tirtikliiliigtine dayaniklihikla &nemli
1]1$kls1nm oldugunu belirtmislerdir.

Genger vd (2000), arpada mantari hastalik olan Rhynchosporium secalis patojenine
dayarukliik  genine bagh AFLP markerlerini bulk segregant analizi yardimyla
lirledikleri ¢ahgmalarmda, 64 AFLP primer kombinasyonu kullanms ve bircok
'_-'p'o]jmorﬁzm kayit etmislerdir. Elde edilen polimorfizmlerden déidii, PCR’a dayali
.:'.I.haikerler elde etmek iizere klonlanmus ve sekanslanmustrr. Bulklar: meydana getiren
-:_'._B.ireylerin, sekans bilgisine gore dizayn edilen PCR primerleri ile denenmesi sonucunda

bir markerin, AFLP markeri ile ayn polimozfizmi verdigi bildirilmistir.

Jin vd (1998), yakm izogenik ve rekombinant inbred hatlar kullanarak yulafta, arpa
sart clicelik viriistine tolerans saglayan lokusa bagh markerler bulmak ve haritalama
yapmak amaciyla kullandiklari AFLP analizinde, i¢ bitytk kantitatif lokus (QTL)
'beiirlerni$lerdir.‘ A, E ve C olarak adlandrdiklar: lokuslardan A ve E iki ayr: yilda da
tolerans eksprese etmistir. C lokusunun ise, gevre sartlarma daha hassas oldugu ortaya
'lgzlkmlgtui. Turuspekov vd (2000) ise, bugdayda yapraklarm kivrilmastyla gelen siddetli kis
sartlarma  dayamkhilign incelemede, AFLP ve bulk segregant analiz tekniklerinden
faydalanmigte. 48 AFLP primer kombinasyonunun denendigi ¢alismada, bes markerin
vaprak kivrikhiign zelligine bagh oldugu tespit edilmistir. Belitlonen markerlerin 96
double-haploid hat tizerinde aragtiiimast sonucunda, ii¢ marketin 4AS kromozomu, iki
markerin ise 5B kromozomu iizerinde yer aldin bulunmustur. Dolayisiyla, iki biyiik

- genin bu Szelligi idare ettigi bildirilmistir.




ens Jokusa 3.1 ¢cM uzakhikta AC/TCC-1 ve 8.1 ¢M uzaklikta AC/CAG-5 olmak
eikl farkhh AFLP markeri tespit edilmistir. “Gen icin gen” teotisi Leptosphaeria-

rma bulunmamaktadr (Shan vd 1999). AFLP’nin baska bir marker sistemine
n tiirtilmesinin temel avantaji, maliyetinin az olmast ve bityitk populasyoniara
hkla uygulanabilmesi olarak  goriilmektedir. Shan vd (1999), bugday ve arpada

P . fragmentlerinin  klonlanmasi ve sekansi bilinen spesifik  primerlere

stiriilmesinin  fizibilitesini belirlemek i¢in yaptiklan arastwmalaninda, bugdayda
P markerlerinin yeterince etkili olmadigmi belirtmiglerdir. Buna karsm, havucta
aroteﬁ birikimini saglayan ¥; lokusuna bagh AFLP markerleri; basit yapuda, kodominant
'dYOaktif' kullamm gerektirmeyen PCR’a dayah marker tiplerine doniigtiriitmiist i
adeen ve Simon 1998). Benzer sckilde Paltridge vd (1998), arpa sarn ciicelik viriistine
st dayankl: saglayan Y42 genine bagh olan AFLP markerlerini, kodominant PCR

"k_fler'e déniistiirmtigler ve programlarnda kullanmuslardir

u vd (1999), EAA/MCATI10 AFLP markerinin seftalide kék nematodlart olan
Melo_ bgyne incognita ve M. javanica’ya kars1 dayamkhlik markeri oldugunu ve marker

rdimiyla  seleksiyon yaklagmum  baglatmak icin bu markerin klonlandigm,
ekanslandigim ve STS (sequence tagged sites) markerlerine bagartyla doniigtiiriildiigini

dl_l_n_listiri. Yine, Reamon-Biittner ve Jung (2000), basit, hizli ve PCR’a dayali olarak
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kuskonmazda digi ya da erkek bireylerin belirlenebilmesi i¢in, dnceden belirlenen bagh
AELP marketlerini STS markerlerine donistivmislerdir.  Arasticilar, erkek/disi
kuskonmaz bireylerin PCR’a dayah STS markerleriyle belirlenmesinin fizibil oldugunu
bildirmiglerdir.

AFLP tekniginin, genetik ¢esitlili§i analizlemede de giiclii bir arag oldugu
bildirilmektedir (Ellis vd 1997). AFLP nin giivenilit ve glicli olmasma ragmen, genetik
akrabaliklar: belirlemede kag tane markere ihtiyag duyuldugu konusunda az bilgi
bulunmaktad. Ellis vd 1997°ye gore genetik akrabaliklan tahminlemede gereken bilgi
miktar1, kullamlan primer sayistyla orantih gozitkmektedir. Segilen en iyi 6 AFLP primer

kombinasyonu, arastiricilara gdre % 80 oranmnda iliskiyi belirleme imkan saglamaktadn.

Hill vd (1996), Lactuca alt tizleri arasmdaki filogenetik iligkileri belirlemede
kullandiklar1 AFLP tekniginin giivenilir ve genetik tabami dar genotipleri dahi ayirmada
giichii oldugunu ifade etmiglerdir. Kiiltieil yapilan L sativa’nin 44 hatty ile L. serriola, L.
saligna, L. virosa, L perennis ve L indica yabani tirlerinin 13 genotipi arasindaki
genetik farklihgm tespiti amaciyla AFLP markerleri kullanslmgtie. AFLP’nin sadece tg
primer kombinasyonu, taranan 57 genotipte toplam 320 polimorfik lokus belirlenmesine

imkan vermistir.

Misir  bitkisinde genetik cesitliligi  belitlemek ve buna bagh olarak hibrid
performanslar1 iyi olabilecek hatlarn tahminlemek i¢in AFLP ve RFLP marker
tekniklerinin kullamlidig: diger bir ¢calismada, kendilenmis hatlarda yliksek miktarda RELP
ve AFLP markerleriyle ortaya cikanlan varyasyonlar elde edilmistii. REFLP ile
kiyashgmda AFLP’nin daha etkin polimorfizmler meydana getirdigi, tek bir analizde gok
sayida lokusun taranmasina baglanmustw. Sonugta AFLP teknolojisinin, genetik
varyasyonu tahlillemede giivenilir ve etkili ortalamalar sundugu ve musir hibridlerinin
heterozis performansim tahminlemede pratik kullammu oldugu belirtilmistir (Ajmone
Marsan vd 1998).
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Hongtrakul vd (1997), aycicegi germplasmlarmda genetik farkhiklar: belirlemede
kullandiklar1 AFLP teknolojisini, analiz basma RFLP’den daha fazla polimorfik marker
tireten ancak sonuglari dominant olan bir marker olarak nitelendirmiglerdir. Bununla
birlikte, densiyometre kullandlarak allel dozlarmun tahminlenmesinin miimkiin oldugu,

dolaywsiyla homozigot ve heterozigot birevlerin  aymt edilmesinde rahathikla
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Hartl ve Seefelder (1998), sekiz ayr serbetgiotu cesidinde genetik farkliiklars AFLP
marketleri ile belirlemiglerdir. Serbetgiotu cesitleri arasmda genetik benzerlik oldukca
yiksek bulunurken, en yitksek farkliik kiif hastaligina dayanikh “wye target” ile diger
varyeteler arasmda belitlenmistir  Benzer sekilde, 19 ayn Arabidopsis  thaliana
¢kotipinde genetik gesitliligi tahmin etmede kullanilan AFLP analizinden, 471 ayn
polimorfizm elde edilmis ve bu verinin kullanimasiyla lic ekotipin digetlerine gore
belirgin genetik gesitlilik gosterdigi bulunmustur (Erschadi vd 2000).

Srivastava vd (2001), Asya, Avustralya, Kanada, Dogu Avrupa ve Rusya’dan orijin
alan 21’1 dogal ve 9’u sentetik Brassica juncea varyete ve hatlarmda genetik farkiilig:
AFLP markerleriyle tespit etmislerdir 21 AFLP primer kombinasyonu 30 genotipte 1251
fragment Uiretirken, primer ¢ifti basina 37 polimorfik band olmak tizere, 778 polimorfik
band elde edilmistir Benzerlik katsayilarma gore yapilan cluster analizinde, 30 B. juncea
hattr fi¢ ayri clustera ayrilnustir. Hindistan, Cin ve 6nceden gelistirilen sentetik cesitler bir
cluster (cluster A), son donemde gelistirilen sentetikler ayrt bir cluster (cluster B),

Avustralya, Kanada, Dogu Aviupa ve Rusya orijinli hatlar ise Ugiinett cluster: (cluster C)

meydana getirmislerdir.

Abdalla vd (2001), diploid Gossypium herbaceum L . Gossypium arboreum L. ve
Gossypium raimondii Ulbrich ile allotetraploid Gossypium barbadense L. ve Gossypium
hirsutum L. tinleri arasmdaki genetik iligkileri agiklamada 16 AFLP  primer
kombinasyonundan faydalanmislardir 1180 AFLP bandindan 368"inin polimorfik oldugu
analizlerde genetik benzerlikler 0.21 ile 0.89 arasinda degigmigtiv Buna karsin, Pillay ve
Myers (1999), eski ve yeni diinya pamuk tiirleri arasmdaki genetik cesithilifi ribozom
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5 Jimorfizm bulunmadigmn: belirtitken, G. hirsutum ve G barbadense ile G arboreum ve

¢ herbaceum arasinda farklar belirlemislerdir.

Ovesna vd (2000), 69 arpa yerel populasyon ve ¢esidinde, varyete profillerinin ve
genetik cesitliginin belirlenmesinde AFLP ve SSR markerlerinden yararlanmuglardir. 123
'AfLP primer kombinasyonunun ve 27 SSR markerinin analiziendigi cahsmada, 1872

poﬁmorﬁk band elde edilmistir. 12 AFLP primer kombinasyonun modern arpa cesitlerini
ayit etmede yeterli oldugunu ifade eden yazarlar, AFLP’nin SSR’a gore daha kaliteli

NA istedigi ve analizlerinin daha zaman alici oldugunu rapor etmislerdir.

. Ayele ve Nguyen (2000), Eragrostis tef, E. pilosa ve E. curvula tiirleri arasmda ve
bu tirlere ait genotipler arasinda genetik cesithiligi belirlemede AFLP teknigini
kollanmuglardr. 10 primer kombinasyonundan 630 AFLP markeri tespit edilirken,
bunjardan %58°1 (368) polimorfik olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gére tic tiir kesin
_ smmrlarfa birbirinden ayrilmstir. Tiirlere ait genotipler icerisindeki ¢esithilige bakildiginda,

E pilosa en farkh bulunurken onu E curvula ve E. tef takip etmistir,

- He ve Prakash (1997), yerfistiginda DNA polimorfizmlerine bagh olarak genetik
.Varyasyonu tespit etmek amaciyla DNA fingerprinting (DAF) ve AFLP tekniklerini
kullanmsslardir. Polimorfik DNA markerleri tespit etmek adma AFLP vaklagmunm % 43,
-DAF yaklagmmnin ise % 3’lik bir katks saplamasi, AFLP’nin genetik varyasyonu

- belirlemede verfistigr bitkisinde de etkin bir teknik oldugunu gostermistir. AFLP’nin
yiksek sayida polimorfizmler belirlemesi pedeniyle DAF’a gore istlin  oldugu

- belirtilmesine ragmen, yerfistigmda elde edilen polimorfizm miktannin diger genuslara
gore az oldugu arastuscilar tarafindan bildirilmektedir. Buna neden olarak ise yerfistiimn
yakin zamanda tek bir polioploidi olay: gecirmesi gdsterilmektedir.

Hayes vd (1996a), cografik orijin, gelisme yapisi ve bagak morfolojisi esas almarak
topladiklar1 42 arpa genotipinde genetik ¢esitliligi AFLP markerlerini kullanarak tespit
ederken, Russell vd (1996), RELP, AFLP, SSR ve RAPD markerleri kullanarak 18 ayn

RNA’larmdaki varyasyondan faydalanarak yaptikiars AFLP analizlerinde tiirler ici bir
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arpa genotipinde yaptiklar genetik gesitlilik ¢calismalarmda, AFLP nin en yiiksek gesitlilik
indeksi verdigini belirtmiglerdir. Talamc vd (2000) ise, 17 ayr: makarnalk ve ekmeklik
bugday c¢esidinde genetik cesitliligi ortaya ¢ikarmak i¢in AFLP, SSR ve RAPD
tekniklerini kullanmuglar ve her bir marker tipinin olusturdugu dendogramlarm kismi
farkhiliklar gosterdiklerini bildirmislerdir. Her bir marker tipinin kismen de olsa genomun

farkh bélgelerini taramasi, bu duruma sebep olarak gésterilmistir,

Vanloai vd (1997), ebeveynlerden déllere gegen genom oranlarmm AFLP’ye dayal
olarak tahmin etmislerdir. Az sayrda primer cifti ile bile, ebeveynin doldeki genom
oranin yeterince giivenilir olarak tahmin edilebilecegini belirten arastiricilar, boylece
islaheilarin kendi geri melez populasyonlarindaki generasyon sayilarim azaltabileceklerini
ve hatta seleksiyon, genetik kayma, tohum kangikliklar, yabanct déllenme ve buna
benzer durumiarda meydana gelen degisiklikleri takip etme firsat1 bulabileceklerini,
aragtiicilar  tarafindan  isaret edilmistii. Yine arpada yapilan bir geri melez
populasyonunda (Steptoe x BSR41 BC DH) AFLP analizi kullanilarak doné: ebeveynin
dollerdeki genom oram tespit edilmistir (Powell vd 1996) Dollerdeki dondr DNA
kompozisyonunun % 8 ile % 60 arasmda degistigi goriilmiigtiir % 8°lik degere sahip do),
geri melez cahgmasmnda kullamiidiginda, en azindan ¢ generasyon ilerleme kaydedildigi
yazarlar tarafindan bildirilmistir.

AFLP analizinin yogun olarak kullamidig: alanlardan biri de yiksek yogunlukta
haritalama ¢abgmalanidr. Tai vd (1999), biberde Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria bakterisine dayamkhlik saZlayan Bs2 genini iceren bdlgeyi AFLP ve RAPD
markerleriyle haritalarmglardn  Haritalamada birinci basamak olarak ilgili gene bagh
matkerlerin  belirlenmesi oldugundan, aragtiricilar Sncelikle yakm izogenik hatlar
kullanarak Bs2 genine sikica bagh AFLP ve RAPD markerleri belirlemiglerdir. Yiiksek
yogunluktaki linkage haritalari, bulunan markere bagh olarak gelistirilmis ve “kromozom
walking” ya da “kromozom landing” yaklagimlariyla, ilgili genin klonlanabilecegi kaynak
saflanmistn. Benzer sekilde giilde haritalama yine RAPD ve AFLP markerleri
kullandarak gergeklestirilmistir (Debener ve Mattiesch 1999). 60 ¥, bitkisinde 305 RAPD
ve AFLP markerinin analizlendigi haritalamada, petal sayis1 (¢ift va da tek gigek) ve cicek



rengi (pembe veya beyaz) iki ayn linkage grubu olarak belirlenmistir. Arastiricalar, daha
ileri genetik analizlerde ve marker yardumyla islah yaklagimlarinda bu iki grubun nemb
bir ara¢ olacagim belirtmiglerdir. RAPD ve AFLP markerleriyle diger bir haritalama
mercimek bitkisinde yapilmgtir (Eujayl vd 1998). Uygun markerler arasinda ortalama 6
cM mesafe bulunan ve mercimek genomunun 1073 cM’luk kismim kapsayan haritada
rekombinant hatlar, yliksek oranda polimorfizm kaynagi olmasi, biyotik ve abiyotik
stresler icin yiksek varyasyon gOstermesi ve nispeten az oranda ac¢iim bozuklar:

gostermesi bakimlarindan iyi bir materyal olarak isaret edilmisgtir.

Sebastian vd (2000), morfolojik olarak kesin sinrlarla ayrilan iki farkh double-
haploid haritalama populasyonu kullanarak AFLP ve RFLP markerlerinin kombine
edildigi linkage baritasim Brassica oleracea’da gergeklestiimiglerdir. 547 markerin 9
linkage grubuna ayrildig: haritada toplam uzunluk 893 ¢M olmustur. Yine soya bitkisinde
yapilan haritalamada, 650 AFLP markeri 28 linkage grubunun olugmasim saglamstir
(Keim vd 1997). AFLP markerlerivle elde edilen haritada toplam uzunluk 3441 ¢cM
uzunluga ulasmstr,

Hayes vd (1996b), arpada kisa dayamkhilikla ilgili olan kantitatif Szellikleri
haritalamada AFLP analizini kultanmiglardir. AFLP nin kisa zamanda 6nemli miktarlarda
marker sagladifuu belirten aragtuicilar, 92 hatta 249 AFLP markerini bir ay gibi bir
siirede belirlerniglerdir. JoinMap programu ile ilk haritamn olusturulmasiyla vedi ayr
linkage grubu belirlenmigtit. Haritanim giivenilitliini artumak i¢in T.OD degerleri 5’ten
T’ye ¢ikanlmis ve ayrica linkage grubunda bulunmayan marketler degerlendirmeden
¢ikarimustir. Aragtincilar, AFLP’nin yilksek yogunluktaki haritalamalarda kromozomun
belli bolgelerine yogunlasma karakterinde oldugunu ama kromozom 1, 2, 3 ve 5 iizerinde

yer alan kritik bosluklari doldurdugunu bildirmislerdir.

Kang vd (2001), RFLP ve AFLP markerlerini kullanarak Capsicum annuum x C
chinese interspesifik melezinin F, linkage haritasim olusturmuslardir. 11 biiyikk ve 5
kiicik olmak tizere 16 linkage grubuna ayrilan harita, 1320 cM biiyiikliigiinde
olusmustur. 30 primer kombinasyonun kullamildig: ¢ahsmada toplam 444 AFLP
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fragmenti elde edilmigtir. Aragtmada ayrica, Pst/Msel markerlerinin  genoma
- EcoRl/Msel marketlerinden daha iyi dagildig: tespit edilmistir.

- Nachtt vd (2001), makarnalk bugdaylarda intraspesifik rekombinant inbred
-populasyonlar kullanarak yaptiklart molekiiler linkage haritalamada RFLP, SSR, GWM
(Gatersleben wheat microsatellites) AFLP ve SSP (sced storage proteins: gliadin ve
glutenin) markerlerini kullanmugslardir. 138 RFLP, 26 SSR, 134 AFLP, 5 SSP ve iic
bilinen genden olusan toplamda 306 markerlik ve 3598 ¢M uzunlugunda bir linkage
© harita  olusturulmugtur. Yazarlar makarnahk bugdayda olusturulan bu intraspesifik
.. haritann  marker yardimiyla seleksiyonda kullamilabilecek iyi bir ara¢ oldugunu

belirtmislerdir.

ozelliklerin  belirlenmesinde AFLP ve RFLP analizlerini kullanmuglardr,  Marker
yardimiyla seleksiyon uygulamalarmda AFLP nin hem hiz hem de etkinlik bakimlarmdan
RFLP’den ¢ok daha iyi bir marker sistemi oldugunu bildiren aragtiricilar, ayrica RFLP nin
dolduramadsgi linkage grup bolgeletinin, AFLP ile kapatilabildigi belirtilmistir. Benzer
I_ sekilde Maheswaran vd (1997), double-haploid geltik populasyonunda AFLP

.:. markerlerinin polimorfizmi, dagilim ve agilimim inceledikleri gah;malarmda_, sadece 20
- primer ciftinin 945 AFLP band1 ortaya ¢ikardifmi, bunlardan 208’inin polimorfik
olduunu ve 12 kromozomun hepsine dagidigim belirtirken, AFLP’nin RFLP’ye gore
-~ yiksek oranda polimorfik ve cok hizh oldugu belirtilmistir.

Patateste Phytophthora infestans mantari hastaligma dayanikliik saglayan R1 lokusu
AFLP ve RFLP markerleriyle haiitalanmstir (Meksem vd 1995). RFLP markerleriyle
¢evrelenen lokus, bulk segregant ve AFLP analiz yontemleri kullaniarak R7 lokusuna
sikica bagli markerler belirlenmistir. Trans seklinde bagh AFLP markerlerini cis haline

doniistiirmek igin  klonlarp sekanslanan 29 AFLP faragmentinden altisinda basari

saglanmustir,

Ajmone Marsan vd (2001), misnda dane verimi ve dane verimi ile ilgili kantitatif
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Zhang ve Stommel (2000), domates meyvesinde B-karoten birikimini saglayan Beta
(B) ve Beta modifier (Mos) adl iki gene bagh AFLP ve RAPD markerleri bularak ilgili
lokuslar1 haritalamuslardir. 1018 RAPD primeri ve 64 AFLP primer kombinasyonun
tarandif1 cahgmada, 100 bp’lik E-ACA/M-CTG AFLP markeri ile 1100 bp’lik OPAR18
ve 830 bp’lik UBC792 RAPD markerlerinin ilgili lokuslara sikica bagl oldugu ve
bolgenin haritalandig1 yazarlar tarafindan bildirilmigtir.

Vuylsteke vd (1999), muswda iki ayn yiksek yogunlukta AFLP linkage haritast
olusturmuglardir. B73 x Mol7 rekombinant inbred populasyon ve D32 x D145 F»
populasyonu olmak {izere iki ayr1 populasyon iizerinde yapilan iki ayn haritalama
calismasmda, smasiyla 1539 ve 1355 AFLP markeri haritalanmugter. Her iki populasyonda
da AFLP markerlerinin aym kromozom bdlgelerini haritalarnasi, AFLP markerlerinin tek
lokus markerleri oldugunu bir kez daha gostermistir. Cahsmada ayrica AFLP

markerlerinin mistr kromozomunun sentromerik bdlgelerine yigildig: ifade edilmistir.

Remington vd (1999) ise, AFLP markerleri kullanarak Pinus faeda genomunun
yaklasik tamamum kapsayan bir genetik harita olusturmuslardir. 21 AFLP primer ¢iftinden
elde edilen 521 adet polimorfik fragment 12 linkage grubuna aynimustz ki bu Pinus
haploid kromozom sayisma esittir. Yaklagk 1700 ¢M uzunlugunda olan haritanin,
genomu tam olarak kapsadigi arastmicilar tarafindan ifade edilmektedir. Bununla birlikte
Smilde vd (1999), puasada AFLP linkagelerinin ancak genomun {igte birini
kapsayabildigini bildirmektedirier.

Pellio vd (2000), arpa sari mozaik viriisiine dayaniklihk saglayan rym5 genini AFLP
ve RAPD markerleri ile hartalamiglardir. 1026 F: bitkisinin, 1536 AFLP primer
kombinasyonu ve 1200 RAPD primeri ile analizlenmesiyle, bir RAPD ve yedi AFLP
markerinin % 0.049 1ekombinasyon araligmda ve rym5 geninden % 0.880

rekombinasyon uzakhginda yer aldig: belirlenmistir.

Arcade vd (2000), Avrupa ve Japon karagam melezinin acilan dolleri tizerinde

AFLP, RAPD ve ISSR markerlerini kullanarak bit genetik linkage harita
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olusturmustardir. 114 AFLP, 149 RAPD ve 3 ISSR olmak iizere toplam 266 polimorfik
marker haritalamada kullanlmiste. Larix decidua (Avrupa karagami) 1152 cM
uzunlugunda 17 linkage grubuna ayniliken, Larix kaempferi (Japon karacami) 1206 cM
uzunlugunda 21 linkage grubuna ayrilmstur. Dolaysiyla Aviupa karagam genomunun %
79 6’s1 Japon karagammmn ise % 80.8’1 baritalanmustir

Simpson (1998), musirda antezis olusum araligi ile kurakliga tolerans arasinda giiglit
bir baglanti oldugunu belirterek, degisik musm hatlarm farkh su stres sartlarmda hem
agronomik hem de molekiiler olarak analizlemigtir. 102 RFLP ve 14 AFLP primer
kombinasyonun ¢iceklenmeyle iligkili olabilecek markerler belitlemek i¢in kullanildig:
aragtwmada, toplamda 261 polimorfik band elde edilirken, molekiiler ve tarla verileri
ortak olarak degerlendiritmistir. Sonugta, cigeklenme ve verim ozellikleriyle iligkili
markerlerin olusturdugu bir harita elde edilmistir.

AFLP analizinin yogun olarak kullandig diger bir durum ise, meveut haritalarin
AFLP marketleriyle zenginlestirilmesidir. RELP markertleriyle olusturulan bir makarnabk
bugday haritasina ilave edilen 80 AFLP lokusu oOnceki haritada bulunan boslhuklar:
doldururken, bir boglugun tamamen AFLP markerleriyle tamamlandif belirtilmigtir (Lotti
vd 2000). Calismada aynca; AFLP markerlerinin kromozomun belitli bdlgelerinde
yogunlasmadiga ifade edilmistir. Eck vd (1995), AFLP markerlerinin kromozomal
lokasyonlarm ve kalitwmum inceledikleri aragtrmalarinda, genelde AFLP markerlerinin
genom lizerinde rasgele dagildig, ancak bazi durumlarda kromozomun belli bbigelerinde
yogunlastig1 ifade edilmistir Waugh vd (1996} de, arastrmalarinda kullandiklar1 arpa
populasyonlarmmn  birinde AFLP marketlerinin ¢oguniukla kromozomun sentromer
bslgesinde yogunlagtigim bildirmiglerdir

Barcaccia vd (1998), ¢ayn iiggilinde olan partenogenezin kahtimm AFLP ve
RAPD linkage analizi ile agiklamaya gahistiklan arastirmalarinda, apomiktik gene 6.6 cM
uzaklikta bir AFLP markeri ve 154 c¢M uzunlugunda ilgili geni igeren bir bilge
belirlemeyi basarmuslardrr. flgili geni gevreleyen kromozom bolgesi ilave AFLP ve RAPD
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markerleriyle haritalanarak, AFLP markerleri ile partenogenez aiasinda siki bir linkage

oldugu arastmicilar tarafindan bildirilmistir.

Talame vd (2000), ekmeklik bugdayda mevcut RFLP haritasi iizerine AFLP
markerlerini  yerlestirdikleri caligmalarnda, en iyi polimorfizm veren 13 primer
kombinasyonu, 50 rekombinant kendilenmis hat tizerinde test edilmis ve 81 AFLP
markeri, mevcut RFLP haritas: iizerine ilave edilmistit. AFLP markerlerinin A, B, D
genomlarma dagildifi tespit edilirken, dagihisin uniform olmadig1 rapor editmigtir. 1D,
4A, 4D, 5D, 6A, 6B ve 6D kromozomlarinda hi¢ bir AFLP markeri yer almazken, diger
kalan kromozomlara ortalama 6 3 AFLP markeri dagidmstir,

2.2. Bulk Segregant Analizi ve RAPD lle ilgili Bilgiler

Herhangi bir gen veya genomik bolgeye bagh molekiiler markerler belirlemede hizl
bir tarama imkam saglayan metod, Bulk Segregant Analizi olarak amimaktadir. Tk defa
1991 yihnda Michelmore vd (1991} tarafindan marul bitkisi tizerinde gelistirilen metod,
temel olarak bir melezden koken alan agilan bireylerin DNA Smeklerini iki zit havuz
seklinde karsilastrmayr Gngdrmektedic Her iki zit havuzu olugturan bireyler ilgili gen
veya Ozellik igin Gzdestir. Metodu uygulamak igin sadece cahgilan 6zellik i¢in agihm
gosteren bir ¥, populasyonunun varligider. Dolayisyla yakn izogenik ya da rekombinant
hatlar gibi olusturulmas: uzun siire gerektiren populasyonlara ihtivag duyulmamaktadsr.
Michelmore vd (1991), marulda kiif hastaligma kars: dayamkhlk genletine bagh RAPD
markerleri belirledikleri gahsmalarmda, F, bitkilerini iki gruba aynmmglardu: Homozigot
dayanikli ve homozigot hassas (heterozigotlar progeni testi ile dnceden tespit edilmistir).
Dayanikh ve hassas bireylerin DNA’lan iki ayn havuzda toplanmg ve RAPD primerleri
kullanilarak bu iki havaz arasmda polimorfizm elde etmek amaglanmigtn. Aragtrmada iic
RAPD polimorfizmi belirlenmis ve iigliniin de dayamkhlik genine bagl oldugu bulklar:
olusturan bireyler iizerinde gosterilmigtir. Diger taraftan bulk segregant analiziyle
yakmdan iligkili bir metod Giovannoni vd (1991) tarafindan gelistirilmistir. Bu metotta
bulk DNA’lar, haritalanmis molekiler markerlerden faydaniarak olusturulmaktadir

(Kochert 1994). Ilgili geni iceren va da daha fazla marker bulunmak istenen genom




segmentinin seildigi bu metotta, RFLP analizi ile belirlenen ilgili kromozom segmentini
igeren F» bireyleri ile icermeyenler olmak tizere iki ayn bulk yapimakta ve RAPD

- analizleriyle ortaya ¢ikarlan polimorfizmler, hedef segmente lokalize olan markerleri

- ifade etmektedir.

Bulk segregant analiz metodu, ileili gene bagh marker va da markerler belirlemede
RAPD teknigi ile iyi bir ikili olusturmustur. Iki analiz yonteminin ortak kullamldig birgok
omek literatiirde mevcuttur. Poulsen vd (1995), arpada pas hastaligma dayamkhik
genine bagli br RAPD markerini bulk segregant analizini kullanarak belirlemistir.
Q21861 ile Galleon arpalarmin melezinden elde edilen F, populasyonu bireyleri, dayamikh
ve hassas DNA bulklarma ayulmglarde. DNA bulklarmmn RAPD primerleri ile taranmas:
sonucu 2700 bp uzunlugunda ve ilgili gene 12 cM uzaklikta bir RAPD markeri
belirlenmistir. Barua vd (1993) de, yine arpada Rhynchosporium secalis hastaligma
dayaruklihk saflayan R% lokusuna bagh RAPD markerleri belitlemislerdir. 300 RAPD
primerinin tarandigi cahsmada bir primerin ilgili lokusa sikica bagh oldugu bildirilmigtir.
Caligmanm ileriki agamasmda 700 RAPD primeri, iki zit bulk DNA’y1 ve double-haploid
ebeveyn hatlanim RA lokusuna bagh daba fazla molekiler marker belirlemede
kullandmustir. Yedi markerin daha ilgili lokusa bagh oldugu yazarlar tarafindan
belirtilmistir.

Hormaza vd (1994), bulk segregant analizini kullanarak, antep fistigmda erkek ve
digi bireyleri fide déneminde belirlemislerdir. Didsi bir bitki olan antep fisifinda esey
organlarinmn olugmas: 5 ila 8 yili bulmaktadrr. Dolayisiyla 1slah programlarmda erkek ya
da disi cigeklerin belirlenmesi i¢in en az sekiz yil beklenmesi gerekmektedit. Cahismada
erkek ve disi bireylerden alinan esit agmhktaki yapraklar ayri ayr havuzlanarak DNA
izolasyonuna tabi tutulmuslardr. Ayrica her bireyin kendi DNA’s1 da izole edilmigtiz. 700
farkli oligoniikieotid, antep fistiginda eseyi belirleyen lokusa bagh markerler bulmak
uzere taranmis ve 945 bp’lik bir RAPD primeri belirlenmistir. 945 bp’lik bandin sadece
disi bulklarda mevcut oldugu erkek bulklarda bulunmadig: belirtilmigtir. Konfirmasyon
i¢in bulklart meydan getiren tiim bireylerde ve 14 farkl cesitte denenen markerin ilgili

lokusa sikica bagh oldugu gériilmiistiir.
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Delourme vd (1994), kolzada fertiliteyi diizenleyen Rfo genine bagh RAPD
markerleri belirledikleri ¢absmalarmda, 138 RAPD primerini 3 ayr1 bulk DNA tizerinde
denemisler ve 6 primerin tekrarlanabilen polimorﬁzrnlef verdigini belirtmislerdir. Bulklarn
meydana getiren bireylerin DNA’lar1 ile polimorfizm veren 6 primerin analizlenmesi

sonucunda ise 4 primerin ferﬁliteyi diizenleyen gene sikica bagh oldugu ifade edilmistir

Wang ve Paterson (1994), DNA &rmeklerinin bulk yapilarak kullamlmasimn kantitatif
dzellik lokuslarma bagh markerler belirlemede biiyiik kolaylik sagladigm belirtmislerdir.
Nitekim Chalmers vd (1993), arpada malt kalitesini etkileyen kantitatif karakterlerden
birisi olarak gosterdikleri danenin giitiilmesi icin gerekli enerji miktarm kontrol eden
genetik fakitrlere bagh RAPD markerlerini bulk segregant analiz ydntemini kullanarak
belirlemiglerdir. 440 RAPD primerinin iki bulk DNA fizerinde ilgihi &zellige bagh
markerler bulmak tizere tarandifr ¢alismada, 5 primerin agik polimorfizmler verdigi
belirtitirken bir primerin (OPE11) iki polimorfik band verdigi bildirilmistir.

Ding vd (1998), geltikte tuzluluga tolerans saglayan gen lokusunu RAPD ve bulk
segregant analizmi kullanarak belirlemiglerdir. Tuz iceren ortamlarda vetistirilen EMS’ye
tabii tutulmus celtik anterlerinden segilen tuzluluga toleransh genotipler, melezlenerek Fs
populasyonu olugturulmus ve bu populasyona ait bireylerden tuzluluga toleransh ve
hassas olan bulklar meydana getirilmistir. 220 RAPD primerinin tuzluluga tolerans: idare
eden lokusa bagh markerler belirlemek tizere bulklarm tarandig: calismada, {i¢ primerin
polimorfizm verdigi goriilmiistiir. Bu polimorfizmlerin F; populasyonuna ait 80 bireyle

test edilmesi sonucu bir primerin ilgili lokusa bagh oldugu bulunmugtur

Sziics vd (2000), bugdayda donmaya dayanikhiig: saglayan lokusa bagh RAPD
markerlerini bulk segregant analizinden faydalanarak belirlemislerdir. Soguktan zarar
géren 15 hat ile en iyi ayakta kalan diger 15 bitkinin iki ayr1 bulk DNA’y1 olusturdugu
caligmada 540 farkh RAPD primeri kullamimustr. Bunlardan dérdiintin RAPD markeri
olarak tespit edildigi ¢ahsmada, sonuglar bulklari meydana getiren bireylerin kendi
DNA’larmm kiyaslanmastyla konfirme edilmistir.




Bhattacharyya ve Mandal (1999), Brassica campestris’te bblmesiz pod olugumuna
bagh molekiler markerler belirlemislerdir, iki ayr1 B. campestris gesidinin incelendigi
makalede, her iki genotipin de tiiylii ya da tiiysliz yaprak, daha az tohuma sahip olan
bolmeli pod ya da daha fazla tohuma sahip bdlmeli pod, dik ya da yatik pod gibi
szelliklerle birbirinden ayrnildign belirtilen ¢ahsmada bdlmesiz podun, tohum verimi ve
catlamaya dayamkhik karakterleri bakimmdan bazi avantajlann oldufu bildirilmistir.
Boimeli pod ve tiiylii yapragm tek bir genle idare edildifi ve tek bir linkage grubunda
oldugu klasik gepetik analizlerle belirlenmistiz. Bolmesiz poda bagh markerler
belirlemede 45 RAPD primeri ve 30 REFLP probu kullamhms ancak RFLP problan
monomorfik bulunurken, alti RAPD primerinin 15 polimorfik band verdigi goritlmiigtiir.
Bulk segregant analizini olusturan bueylerin polimorfik bandlarn veren primerlerle

incelenmesi sonucunda iic RAPD primerinin bélmesiz pod 6zelligine, bir primerin ise

Page vd (1997), Uggiil bitkisinde Sclerotinia trifoliorum fungusuna dayanikhihik
genine bagh RAPD markerlerini bulk segregant analizi uygulayarak belirlemiglerdir. F,
populasyonundan kéken alan sekizer genotipin meydana getirdigi dayanikh ve hassas
olmak tizere iki ayn bulk, 200 primerle taranmugtir. Ug RAPD primerinin (Q4, T4, ve I7)
olusturdugu dort fragmentin dayanikli ve hassas tipleri ayrrabildigi arastiricilar tarafindan
ifade edilirken, a¢ik polimorfizm 1000 bp’lik Q4 primeri tarafindan saglanmstir. Yine bir
hastahiga dayamkhlik kaynagina bagli RAPD markerlerinin belirlendigi cahsma, Miklas vd
(1993)’'nin fasulyede pas hastahfi (Uromyecs appendiculatus) igin geceklestirdigidir
Fasulyede Uromyces appendiculatus hastahfma dayanikhilk Up: dominant lokusu ile
saglanmaktadir. 167 primerin denendifi ¢ahsmada 1.1 kb uzunlugunda Al14 RAPD
primerinin Up: lokusuna sikica bagh oldugu bulunmustur. Haley vd (1993) de, yine
fasulye bitkisinde Uromyces phaseoli pasma dayamklilk saflayan gen blokuna bagl
RAPD markerleri belirfemislerdir. Iki ayrt RAPD markerinin ilgili lokusa sikica bagh
oldugu saptanan arastumada, OF10¢7 markeri 2.15 ¢cM uzaklikta bulunurken, OI1944
markerinin ilgili lokusa ¢ok siki bagh oldugu bildirilmistir. JTames vd (1996) ise, arpada
Pyrenophora teres mantari hastalifina dayamkhblik genini belirledikleri ¢alismalarmda,




500 RAPD primeri kullanmuglardir: Bulklar {izerinde primerlerin taranmasi sonucunda 7
primerin, dayanikliik geniyle iliskili i¢ ayr1 lokusa bagh oldugu belirlenmistir.

Subudhi vd (1997), ¢eltikte sicakhga bagh olarak ortaya ¢ikan genetik erkek kisirlik
geninin molekiiler haritalamasmi bulk segregant analizini kullanarak yapnmslardir, {lgili
geni iceren mutant hat ile normal bir hattm melezlenmesiyle elde edilen F, populasyonuna
ait bireyler fertil ve steril bulklan olugturmada kullamlmigtr. 389 RAPD primerinin
kullamldif1 ¢alismada ms3(t) genine iigii “repulsion” ve biri “coupling” olmak tizere 4
ayri RAPD markeri belirlenmistir. Bu markerler Konlamp sekanslanarak, “marker
yardimiyla seleksiyon™ yaklagimt igin PCR primerleri dizayn edilmigtir Zhang vd 1996)
da, geluikte yaniklifa neden olan Xanthomonas oryzae pv oryzae hastalifina dayamklihk
saglayan xa-13 genini, bulk segregant analizinden faydalanarak haritalamglardr 260
primerin kullanildig aragtumada 0.9 kb uzunlugunda bir markerin ilgih gene bagh oldugu
ve yaklagk 53 ¢M uzaginda yer aldifi saptanmustr. Bulk segregant analizinden
faydalanilarak diger bir haritalamamm yapildig: ¢alisma ayeigegi bitkisinde Plasmopara
haistedii kiif hastahgma dayaniklilk saglayan P// Jokusu icin diizenlenmigstir (Mouzeyar
vd 1995). iki RFLP ve bit RAPD markerinin belirlendigi arastrmada, RFLP markerleri
ilgili genden 5 6 ¢cM ve 7.1 ¢M uzaklikta yer alrken, RAPD marke:i 43.7 ¢M uzaklikta

bulunmustur.

O’Donoughue vd (1996), killtiirti yapilan yulafta Puccinia graminis pas hastahfma
dayarukh olan Pg9 ve Pgl3 genlerine bagh molekiiler markerler belirlemis ve
haritalamuglardi. Yakin izogenik hatlarm 200, bulk edilmis 6rneklerin ise 127 RAPD
primeri ile tarandigi ¢alismada, bes veni markerin ilgili lokuslar i¢in belirlendigi
bildirilmigtir. Ronald vd (1996) ise, yulaf danesinin kabuk oranmi kontrol eden genlere
bagh RAPD markerleri belirledikleri galismalarinda, 300 primer kullantimustar ve bunlarm
12’sinin polimorfik oldugu belizlenmistir.

Weyen vd (1996), arpa sar1 mozaik virits kompleksine dayamklilik saglayan ym+
genine bagh dért RAPD primerini bulk segregant analizi kullanarak belirlemisierdir. 310

primerin test edildigi ¢alismada, 2 primerin ilgili gene sikica bagh oldugu goriiliitken,
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diger iki markerm yaklagik 24 ¢cM uzakta yer aldgi bulunmustur. Sikica bagh olan iki
RAPD markeri, satt mozaik viriisiine dayanikh bireylerin fide doneminde belirlenmesinde
basariyla kullamlmustir.

Sweeney ve Danneberger (1994), RAPD ve bulk segregant analizlerini kullanarak iki
ayni ¢ok yilik ¢im bitkisini karakterize ettigi ahsmalarinda, bulk Omneklerinden elde
edilen amplifikasyon driinlerinin ¢esitler arasmda bulunan genetik gesitliginin tamammm
gostermedigini bildirmislerdir. 30 fidenin bulk 6rnekleri, iki primerin lirettigi iic RAPD
markeri ile belirleyen arastuicilar, bireyleri taradiklarmda bulk Smeklerinden elde edilen
fragment sayisindan daha fazla miktarda fiagmentin belirlendigini  bildirmislerdir.
Dolayisiyla, heterojen populasyonlarm  ya  da  sentetik gesitlerin -~ genotipik
kompozisyonunun dogru bir sekilde incelenmesi s6z konusu oldugunda, bulklar verine

bireylerin gézlenmesinin gerekli oldugu yazarlar tarafindan iletilmektedir.

RAPD analizinin kolay uygulanabilmesi, radyoaktif madde kullanmm olmarnas1 ve
kisa siirede tamamlanabilmesi gibi birgok avaptajinin  olmasi yaninda, farkh PCR
analizlerinin farkli sonuglar vermesi, tekrarlanan DNA sekanslar igermesi ve bunun
sonucunda hibridizasyon probu olarak kullammmin kisith olmasi ve reaksiyon
sartlarmdaki degisimlere hassas olmas: nedenleriyle, ilgili genlere bagh markerler elde
etme yetenefinde ve bagh markerlerin rutin  olarak  1slah programlarmda
gozlemlenmesinde bazi bosluklar bulunmaktadr Bu problemleri agmak amaciyla RAPD
markerleri SCAR markerlerine doniistiiriilmiistin (Paran ve Michelmore 1993). SCAR,
RAPD iirtinlerinin klonlantp sekanslanmasiyla olusturulan bir markerdir Elde edilen
sekans bilgisi SCAR primerlerinin olugturulmasmda kullanimaktadir. SCAR, sadece tek
bir lokus iiretmesi, reaksiyon sartlarmm daha az hassas olmasi ve kodominant olmas: gibi
yonlerden RAPD analizinden iistiindiir. Paran ve Michelmore (1993), marulda kiif
hastahigma dayamikliik genine (Dm) bagh 9 RAPD markerini klonlamis, sekanslams ve
SCAR primerleri olusturmuslardir, 9 RAPD primerinin {i¢i kodominant ve besi dominant
olmak fizere sekiz SCAR markeri doniigtiirtilmiisken, bir RAPD primerinde bagan
saglanamamustu. Barret vd (1998) de, kolzada ciicelik genine (Bzh) baglh RAPD

markerini kodominant SCAR markerine donistirmislerdir. Cahsmada ilgili band




klonlamp sckanslanmmg ve fragmentin 830 bp uzunlugunda oldufu goriilmistiz. Bu
sekans bilgisi kullamlarak dizayn edilen SCAR primerleri, 40 B. napus genotipinde test
edilmis ve genin li¢ allelik formu tespit edilmistir. Arastrcilar, SCAR markerlerinin en
biiyiik avantajimn heterozigot bitkilerin belirlenmesi olarak gdstermiglerdir.

Cao vd (2001), makarnahk bugdayda Septoria nodorum hastaligma dayamkhhk
saglayan gene bagh ki RAPD markerini, bulk segregant analizi kullanarak belirledikleri
¢aligmalarinda, marker yardimiyla seleksiyonda kullamlmak tizere bir SCAR markerine
dontistiirmiislerdnr. Benzer sekilde Fang vd (1997), mandarinde meyve asitligini kontrol
eden gene bagh tic RAPD markerini bulk segregant analizi kullanarak belirlemisler ve
asitlik seviyesi yliksek veya distik progenileri belirlemede bu markerleri dominant ve
kodominant olan bir SCAR markerine ¢gevirmiglerdir.

Jiang ve Sink vd (1997), kuskonmaz bitkisinde eseyi belitleyen M lokusuna bagh
RAPD markerlerini bulk segregant analizi ile belirlemisler ve kuskonmazm ¢iceklenmesi
beklenmeden erkek ya da disi bireylerin saptanmasini saglayacak SCAR markerlerine
cevirmiglerdir. 10 erkek ve 10 digi bireyin esit miktardaki DNA’lan birlestirilerek erkek
ve disi bulklarm meydana getirildigi ¢ahgmada, 760 RAPD primeri ilgili lokusa bagh
markerler belirlemek iizere kullambmustm. OPC15 adli primerin M lokusuna 1.6 ¢cM
uzaklikta bulunan iki RAPD markeri belitledifi analizlerde, markerin biri SCAR
markerlerine doniistiiriilmek {izere klonlanmis ve sekanslanmustrr. Sentezlenen SCC15-1
ve SCCI13-2 adh SCAR markerinin her ikisi de RAPD markeriyle aym olan 980 bp

uzunlugunda tek bir fragment tiretmigtir,

Zhuang vd (1998), celtikte Pyricularia oryzae yamkhgma dayanikhiik genlerinin
belirlenmesinde RAPD ve bulk segregant analizlerinden faydalanmglardir 199 primerin
kullanildig: aragtumada alt: fragment polimorfik bulunmustur Fragmentlerin F-
bireyleriyle test edilmesi sonucunda ti¢ RAPD primerinin ilgili lokusa stkica bagh oldugu
tespit edilmistir. Bu primerler klonlanmus ve F bireylerinin RFLP analizinde probe olarak
kullamlmmglardr. 1.3 kb ve 560 bp’lik fragmentlerin tekrar eden sckanslar icerdigi
gortiliitken, 350 bp’lik fragmentin tek kopya sekans igerdigi bulunmustur. 350 bp’lik
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| markerin RFLP analizi sonuglartyla RAPD analiz sonuglarn aym bulunmus ve spesifik
primerlerin (SCAR) dizayn edilmesi i¢in 560 ve 350 bp’lik markerler sekanslanmustr. Bu
- markerlerin spesifik amplifikasyonlar1 sonucunda, 560 bp’lik SCAR markerinin RAPD
analiz sonuglar: ile eglestigi gortiliizken, 350 bp’lik markerin RAPD analiz sonuglaryla
" gzdes olmasi icin, PCR iiriinlerinin 4 bazhk enzimle kestimesinin gerekli oldugu rapor
edilmistir.

Lecouls vd (1999), erik bitkisinin koéklerinde zarar yapan Meloidogyne spp
nematoduna dayamklibk kaynag olan Ma/ lokusuna bagh RAPD ve SCAR markerleri
~ belirledikleri caligmalarmda, toplamda 660 RAPD primeri kullanmuslar ve ti¢c markerin
ilgili lokusa bagh oldugu bulunmustur, Ug markerin ikisi, SCAR markerlerine
donigtiiriilebilirken, bir markerde bagar: saglanamarmgtir. Doniistimii yapilan iki SCAR
markerinin marker yardimiyla seleksiyonda basariyla kullanilabilecedi yazarlar tarafindan
bildiritmistir.

Haley vd (1994), monogenik pest dayamkhhk 0©zelliklerinde, “coupling” ve
“repulsion” fazinda bulunan RAPD markerlerini kullanmmglar ve kyaslamslarda.
Fasulyede, BCMV viriisiine dayanikhihk alleli 5¢-3 lokusuna, biri coupling ve digerininde
repulsion fazinda bagh olan iki RAPD matkerinin belirlendidi arastwmada, repulsion
fazmdaki RAPD markerinin coupling faza gére daha fazla homozigot dayamkli bireyler
segtifini gostermislerdir. % 81.8 oraninda homozigot dayanikh bireylerin segimini
saglayan repulsion fazindaki matkerin, marker yardimuyla seleksivonda coupling fazindaki
RAPD markerine gére daha faydah olacag bildirilmistir.

Williams vd (1990), DNA polimorfizmlerinin belirlenmesinde PCR’a dayab bir
teknik olan RAPD markerlerini gelistirmislerdir. RAPD; basit olusu, radyoaktif madde
kullanim ve sekans bilgisi gerektirmemesi, nispeten maliyetinin az olmas: gibi ¢zellikleri
nedeniyle kisa zamanda tiim molekiiler biyoloji laboratuvarlarinda ve genis bir organizma
yelpazesinde kullanum alam bulmustur. Bitki ve hayvan slahinda, genetik haritalamada,
populasyon genetiginde, kromozom spesifik DNA markerlerinin belirlenmesinde olmak
lizere brgok alanda RAPD analizi kullanilabilmektedir. Welsh ve McClelland (1990) da
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Williams grubundan bagimsiz olarak, rasgele primerlerle uygulanan PCR (AP-PCR) adm
verdikleri ama metodolojisi aym olan marker teknifini, aym dergide ve aym wida
yaymiamuglardir. Rafalski vd (1994), RAPD analizinin genetik haritalamalarda, ilgili gene
bagh markerler belilemede, genetik diagnostikte ve populasyon genetigi gibi konularda
genis bir sekilde kullamm alani buldugunu bildirmiglerdic. RAPD marketleriyle ortaya
¢ikan polimotfizmlerin dominant karakterde oldugunu belirten yazarlar, az miktarda
DNA’nm (5-25 ng) yeterli olmast ve radyoaktif madde kullanimma ihtiya¢ duymamasi
gibi pedenlerle, 1slah uygulamalannda cazip bir yerinin oldugumu vurgulamslardir.
Castiglione vd (1994) de, RAPD tekniginin bitki genom analizlerinde, taksonomik
caligmalarda, genetik haritalamalarda ve genlerin belillenmesinde onemli bir vyer
tuttugunu bildirmiglerdir. Ayrica, diger tekniklere gére basit olusu, bir giinde yizlerce
ornegi analizleme imkani, maliyetinin ditsiik olmast, zararh manipulasyonlar: icermemesi
gibi nedenleri de, arastuicilar analizin ilave getirisi olarak ifade etmislerdir

Diger taraftan Schierwater ve Ender (1993), farkli DNA polimeraz enzimlerinin,
farkli RAPD fragmentleri verdigini ispatlamuglardir 13 ayn Taq DNA polimeraz
enziminin denendigi arastumada, Thermus agquaticus™tan elde edilen polimeraz grubunun

meydana getirdigi RAPD fragmentleri, 6zdes olmamakla birlikte birbirine benzetrken,

degisik kaynaklardan gelen Taq polimerazlarm olusturdugu RAPD profillerinde,
tamamen farkhliklaim olustugu bildirilmistir. Jones vd (1997) de, RAPD markerlerinin
AFLP ve SSR gibi difer PCR’a dayal tekniklere gore tekrarlanabilirliginin az oldugunu,

birgok farkl laboratuvar analiz sonuglarma dayanaiak ifade etmislerdir. RAPD

profillerinde meydana gelen farkliklarin; primer oram, Taq polimeraz ve Mg

konsantrasyonlan gibi faktdrlerin etkisi altmda oldugunu vurgulayan arastmicilar, ancak

reaksiyon kosullarinin standardize edilmesi ve tipa tip uygulanmasiyla RAPD profillerinin

tekrarlanabilecegini bildirmislerdir.

Martin vd (1991) RAPD markerleri ile bagh genler belitlemede bulk segregant
analizi yamnda, yakin izogenik hatlarn kullammumin da hizh ve etkili oldugunu
gostermiglerdir. Bir bitki slabi iirtinii olan yakm izogenik hatlar, sadece ilgili gen

bakimindan farkhlik gésteren bireyler olarak nitelendirilebilit. Pseudomonas syringae pv.
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tomato hastalifina dayamklhik saglayan Pfo genine baglh RAPD markerlerinin
belirlenmesiyle, metodun fizibilitesinin ortaya kondugu gahigmada, 144 primer kullanilmis
ve bunlarm yedisi polimorfik olarak rapor edilmistir. Yedi markerin dordiiniin ilave
analizlerle test edilmesi sonucunda, ii¢ markerin Pfo genine sikica baglh oldugu
bildirilmistir.

Noli vd (1996), arpa yapraklardaki absisik asit (ABA) konsantrasyonunu kontrol
eden kantitatif 6zellik lokuslarma bagh molekiiler markerler belirlemeyi amacladiklar
cabsmalarmda, 60 RAPD, 25 RFLP ve 7 SIS polimorfizmi elde etmislerdir. Datalarn
degerlendirilmesi sonucunda ABA ekspresyonunu kontrol eden kantitatif lokuslar
fizerinde ¢evre sartlanmin etkisinin yitksek oldugu ve bu lokuslann tatmin edici olarak

belirlenebilmest igin ok sayida ¢evrede test edilmesinin gerekliligi vurgulanmustur.

Ammiraju vd (2000), bugdayda dane bilyiikligiine bagh molekiiler marketler
belilemede ISSR ve RAPD tekniklerini kullanmslardn. 480 RAPD ve 100 ISSR
primerinin ilgili Iokus i¢in tarandifi caligmada, ti¢ ISSR markerinin kiigiik dane
biiyiikliigii ile iligkili oldugu gorilirken, dért ISSR ve ki RAPD markerinin iri danelerle
iligkili oldugu bulunmugtur. Yine bugdayda, dane protein icerigine bagh molekiller
markerler belitlemede ISSR ve RAPD markerleri kullamimustir (Dholakia 2000) 85
ISSR ve 350 RAPD primerinin, 106 rckombinant kendilenmis hatta test edilmesiyle
toplamda dokuz markerin ilgili &zellife bagh oldugu bulunurken, bunlardan ti¢ primerin
her bir lokasyonda stabil oldugu bulunmustur. Ozelligin kantitatif olmasi nedeniyle, kalan

alti markerin lokasyona 6zel oldugu bildirilmistir.

RAPD teknigi, ilgili gene bagh markerler belirlemeden sonra en ¢ok genetik
varyasyonlarmn belirlenmesinde kullamlmaktadr. Shah vd (1994), Afrika’dan toplanan
hurma agact Srneklerinde genetik varyasyonu belirlemede RAPD markerlerinden
faydalanmglardir. 20 RAPD primerinin kullamldigi ve dokuzunun 0.2 kb ve 2.3 kb
arasinda degisen polimorfizmler tirettigi caligmada genotipler arasmda yitksek oranlarda
polimorfizmier tespit edilmigtir,. Hurma agacnm dogal dagihs: g6z Oniinde

bulundurularak, Nijerya ve Kamerun genotiplerinin ¢ok daha fazla farkliik gostermesi



beklenirken, Kamerun en az degiskenlik gdsteren grup olarak belirmistir. Igbal vd
(1997), elit pamuk varyetelerinin genetik gesitliliklerini degerlendirdikleri ¢alimalarinda,
Gossypium hirsutum L. tiiriine ait 22 varyete ile, G. arboreum tiiriine ait bir genotip 50
RAPD primeri ile analiz edilmistic. Bir primer hari¢ 49’unun polimorfik oldugu
analizlerde, 349 band ortaya ¢rkanlmus ve 17 varyetenin iki gruba ayrnimasm saglamgtir,
CIM-1100 adh varyetenin % 57.02 benzerlikle en farkl varyete oldugu belirlenirken, %
55.7 lik benzerlikle diploid G arboreum L. var. Ravi’nin diger tetraploidlerden olduk¢a
farklh oldugu gérilmiistir. Bu sonuglara gore, varyeteler arasi genetik iliskinin,
varyetelerin orfjin merkezleri ile vakmdan iligkili oldugu ve beklendigi gibi ¢ogu

varyetenin genetik tabarmmn dar oldugu belirlenmistir:

Papa vd (1996), yabani ve kiiltirii vapilan arpa genotiplerindeki genetik ¢esitliligi
RAPD analizi ile belirlemislerdir. 18 primerin 31 genotipte 177 polimorfik band {irettigi
caligmada, 78 bandin (% 44) tekrarlanabilir oldufu belirlenmistir. Sonugta, yabani
arpalarin kiiltlirti yapilanlardan daha fazla polimorfik oldugu, yerel populasyonlarm ise
yabaniler ile kiiltiirli yapilan arpalarn arasmda yer aldigy bildiritmistir. Yerel ve yabani
germplasmlarin genetik ¢esitliik bakmmindan ne kadar 6nemii oldugu ve korunmasi
gerektifi yazarlar tarafindan ayrica ifade edilmistir.

Ordon vd (1996), arpa mozaik virtisine dayamkli olan arpa gesit ve tiirlerinin
genetik cesitliligini inceledikleri arastnmada, 32 H vulgare ve 12 H spontaneum tiirii 20
RAPD primerinin tirettigi 544 fragment ile karakterize edilmistir RAPD analizinin bilyik
oranlarda genetik cesitlilik ortaya ¢ikardifn galismada, viriise dayanikli olan genotipler
yedi ayn gruba aynlmistir.

Atanassov vd (1998), arpada somaklonal varyasyonlarm belirlenmesi i¢in yaptiklari
calismalarmda, protein ve RFLP analizlerine ilave olarak RAPD markerlerini de
kullanmuglardr. 20 primerin kullamldig aragtirmada, OPAO8 ve OPAI17 primerlerinin
somaklonlarda DNA polimorfizmleri verdigi ve bunlarm tek:arlanabilir oldugu tespit
edilmistir. Somaklonal varyasyonlari ortaya ¢ikarmada RAPD’m itk defa kullanildigim
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yaiax-lal‘, OPA17 marketinin somakion 34 ve 19°da diger somaklonlarda olmayan
L ler ortaya ¢ikardifin bildirmislerdir.

Farood vd (1998), Basmati ve Basmati olmayan celtik genotiplerini ayrt etmede
D analizini kullanmislardir. S-13, S-19 ve $-18 olmak iizere fi¢ ayri primerin,
asmaﬁ.:ohnayan varyeteler igerisinden Basmati genotiplerini segmede baganh oldugu
uatnustur. Ug primerin verdigi bes RAPD fragmentinden bitinin Basmati-Pak, ikisinin
_na_'_349 ve IR-16 isimli Basmati grubu genotipleri i¢in spesifik oldugu bildirilmistir:

: é_i_.y'ahdanﬂ §-13, R-15, R-17 ve R-18 adh dért RAPD primeri Basmati genotipi

ensiﬁde yer alan Basmati-Pak, Basmati-198, Kashmir Basmati ve Basmati-370

:g_'e_'ﬁptiplerini ayrrt etmede bagarih bulunmustur.




MATERYAL VE METOD
3.1. Arastirma Yeri

Arastirmada kullamilan F» populasyonlarmin elde edilmesinde ve konfirmasyon igin
flanlan F; populasyonlarinm yetistirilmesinde Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
arla Bitkileri Boliimiine ait olan {i¢ numarali parsel kullamlmstir. DNA izolasyonlarmin
apildig1 F» populasyonun yetistirilmesi ise, Ingiltere’nin Cambridge kentinde yer alan
:Nauonal Institute of Agricultural Botany (NIAB) isimlt enstitiiye ait seralarda
'_ gerqekleﬁnﬂnnstm Arastirmanmn tiim DNA analizleri yine bu enstititye bagli Molecular

Biology and Diagnostic seksiyonunda yapilmsstir.
3.2. Genetik Materyal

| Arastima materyali olarak kapah kapsiillitlik dzelligi i¢in acthm gOsteren I
populasyonlarmdan elde edilen DNAlar kullanimystir. Bu populasyonlan elde etmek
amaciyla, 1995 yilinda Gamma 1ginlan kullandarak olusturulan ilk yapay kapah kapsilli
. mutantlar (ccl, cc2, cc3; Caprgan 1996, 1997) ile 1942 yihinda Venezuela’da bulunan
dopal mutant (idid), 1998 wilnda Muganh-57 cesidi ile melezlenmistir. Bu
" melezlemelerden elde edilen tohumlar F; olarak 1999 yilinda tretilmigtir. Dort ayn melez
populasyona ait F; bitkileri Ingiltere’nin Cambridge kentinde bulunan National Institute
of Agricultural Botany adh enstitliye ait seralarda vetistirilmek {izere hasat edilmigtir.
Bulk segregant analizine (BSA; Michelmore vd 1991) uygun olarak en az 30 kapak ve 30
normal bitkinin elde edilebilmesi igin her bir melez populasyona ait 150 tohum 7 Ekim
1999 tarihinde F, olarak ekilmistir. Yine bulk segregant analiz yontemine uygun olmasi
bakmmmdan kapah kapstllitlik dzelligi igin agiim gdsteren bu melez populasyonlarin
ebeveynleri de aym tarihte ekilmistii. Sonug olarak, dort ayri kapalt kapsiilli melez
populasyonu ile bunlarn ebeveynleri olmak {izere toplam 670 bitki serada yetistirilmis ve
yapraklarindan elde edilen DNA &rnekleri molekiiler analizlerde kullanilmak iizere esit
miktarlarda havuzlanarak bulk DNA’lar olugturulmusgtur.
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3.3. Metod

- 3.3.1. Melezleme teknigi

Susam ¢iceklerinde biri fonksiyonel olmayan toplam bes erkek organ ve bir disi
_._organ bulunmaktadr. Emaskulasyon islemi, tag yapragmn kopartimasiyla birlikte aym
anda erkek organlarn da cigekten ayriimasi nedeniyle kolayhkla yapuabilmektedir.
'Melezlemelerde ana ebeveyn olarak secilen bitkiler, melezlemeden bir giin &nce aksam
_.éatlerine (16:00-18:00) dogru tag yapragm kopartilmasiyla emaskule edilmistir. Agifa
¢ikan disi organm yabanci polen tozlarina karsi izolasyonu, sivi icecekleri igmede
_ '.'kullanﬂan ince plastik pipetlerle saglanmstr. Bunun igin, yaklagik 2 cm uzunlugunda

‘kesilen pipetler, disi organa ganak yapraklan da ig¢ine alacak gekilde uzunlamasma
:'gegixﬂmig ve kiigiik kuyumcu etiketleriyle fislenmistir. Extesi giin sabah erken saatlerde
(05:00-08:00) baba ebeveyn olarak secilen bitkilerin bol polen iceren ¢icekleri alinarak,
izole edilen disi orgamn tepecifine siiriilmiistir Yeterince polenin tepecie
* bulagtitlmasinn ardmdan digi organ yine aym pipetle izole edilmistir ve babann genotipi
| etiketin {zerine yazimstm. Meleziemeden iki giin sonra pipetler toplanarak melez

kapsiiliin olgunlagmasi beklenmistir.
3.3.2. Materyalin yetistirilmesi

Melezlemelerden elde edilen Fi ve konfirmasyon i¢in kullamlan ¥3 populasyonianna
ait her bitki 2 m uzunlugundaki tek sualarda yetistirilmistit Parseller sira arasi 70 cm
olacak sekilde diizenlenmistit Cikigtan 10-15 giin sonra F,’lerde sira {izeri mesafesi 10-
15 cm’e teklenmistir N, P, K makro besin elementleri ekimle birlikte dekara 6 kg saf
madde tizerinden, 15 : 15 : 15 kompoze giibresi formunda verilmistir. Tohumlar kuruya
ekilmis ve ekim tamamlandiktan soma yagmurlama sistemi kurularak bitkilerin diizgiin
bir cikis yapmas1 saglanmista. Sulama araligi bitkilerin ve topragin durumuna bakilarak
belirlenmistir. Yabanci ot miicadelesi el ile yapiinus ve bitkiler 25 ¢m oluncaya kadar ot
alim stirdiirttlmiigtiir.
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Fa populasyonlan ise sera sartlarmda saksiarda yetistirilmistir. Her bir saksidan en az
aghikl fide elde edebilmek igin saks: bagina ii¢ tohum ekilmigtir. Bunlardan iyi gelisen
¢ saplkli olan fide disindakiler kopartilmstir. Saks1 topraklar: 3 : 1 oraninda kompost-
jeum karisomi seklinde hazirlanmstir. Sera sicaklis meveut sartlar icerisinde gelismenin
donemleri igin 17-19 °C, cigeklenme déneminde ise 24 °C olarak ayarlanmugtir.
alama araligs bitki ve saksidaki toprak durumuna bakilarak belirlenmistir. Isiklanma
ﬁf_ési 16 saat aydinlik ve 8 saat karanlik olacak sekilde programianmusgtir.

: 3.3.3. Bulk segregant analizi

Bitki fenotipleri Oncelikle bulk segregant analizine (BSA; Michelmore vd 1991)
uygun olarak kapah kapsiilii (zesesif : ccce) ya da normal (dominant : Cc/-) olarak
Eéliﬂenmig;tir.. Her bir melez kombinasyonundan (Muganh-57 x ccl, Muganh-57 x cc2,
Mﬁganh—S'? x cc3 ve idid x Mug ) 3 kapali kapsiillit ve 3 normal bulk olmak tizere toplam
24 bulk elde edilmistir. Her bir populasyona ait 10’ar bitkiden olusan ticii kapal ve tigli
nérmal olmak tizere toplam 6 bulk yapilmustir. Bunun i¢in aym genotipe sahip (kapah ya
da normal) bitkilerin esit agmhktaki (0.1 g) yapraklart havuzlanmstir ve bu yapraklar
_DNA izolasyonu igin kullanilmigtir. Bunlara ilaveten, izole edilen 10 ayr1 kapal kapsillii
ve 10 ayr1 normal bireysel DNA’larin her birinden 0.5 ul DNA (25 ng)’'mn ¢ekilip
Kéxwﬁxﬂmasxyla da bulk DNA (250 ngYlar elde edilmistii. Bdoylece yaprak

- _havuzlamnas1yla, DNA havuzlanmasmm arasinda fark olup olmadig gézlemlenmistir.
3.3.4. DNA izolasyonu

Bitkiler, fenotiplerinin belirlenebilecedi yeterli olgunluga eristiginde, bulk segregant
analizine uygun olarak kapali kapsiilli ya da normal olarak belirlenerek DNA
izolasyonlarmna baslanmustir. DNA izolasyonlart hem 10’ar kapah kapsiillii ve normal
:'bitkilerin esit aguhktaki yaprakiarmin kendi iglerinde bulk edilmesiyle hem de bireysel
DNA’Iar elde etmek iizere iki sekilde yapilmistz. DNA izolasyonlati Dellaporta vd
'(1985) metodunun asagidaki sekilde modifiye edilmesiyle gergeklestirilmugtir



10 bitkiden alnan esit agubktaki (her bir bitki i¢in ortalama 0.1 g.) taze ve geng

y praklar, sivi nitrojende hiicre duvarlannn iyice kirlmasmi saglayacak toz kivam elde

edilinceye kadar ezilir.
2. yice ezilen yapraklara 15 ml ekstraksiyon buffer ( 100 mM Tris-HCI pH 8.3, 50 mM
ED’IA pH 8.3, 500 mM NaCl ve B-mercapthoethanol) eklenerek, homojen bir kargim
- olde edilinceye kadar kangtuhr.

3 Olusan siispansiyona % 10°luk 2 ml SDS eklenerek dikkatie katisturlir ve 65 °C’de 12
dakika su banyosunda bekletilir Su banyosundaki tiipler ara sira ters diiz etmek suretiyle

z'karwtnﬂﬂ.‘

4 Omeklere 5 M Potasyum asetat ¢ozeltisinden 4.5 mi eklenip karigtinlmasindan sonra,
bes dakika siireyle inkiibasyona birakilir.

| 5. inkiibasyon sonrast 10 ml kloroform : oktanol (24:1) eklenir ve maksimum hizda 10
dakika santrifiij yapsu. Santrifiij sonrasi supernatant dikkatle almir. Susam yapraklar
musilaji  oldugundan, elde edilecek DNA’larm  protein tabiath Dbilesikler ve
polisakkaritlerden ari olmasim saglamak igin kloroform : oktanol ekstraksiyonu birkag
kez daha yapilabilir. Aynca, fenol ekstraksiyonunun da bu asamada yapilmasi fenolik
bilesiklerin de uzaklagtumasim saglayacagmdan, DNA'nin yeter diizeyde temiz olmasi
beklenebilir.

6. Ekstraksiyon islemine tabi tutulan 6rnekler -20 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

7. Sogukta bekletilen Srneklere, hacimlerinin iki katr kadar yiizde yiizliik etanol eklenerek
dikkatlice kangstidir.

8. Etanolde ¢6ken DNA, bir kancal vasitasiyla sollisyon i¢erisinden ahnir ya da santrifiyj
edilerek pelet olusturulmas: saglamr. Olusan pelet % 80°lik alkolle birkag kez yikanarak,
oda sicakliginda kurumaya birakihr,
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Kuruyan pelet TE+RNase icerisinde ¢oziiliir ve gerektiginde kullamilmak fizere -20
*de saklanir.

Yukaridaki protokole gére elde edilen bulk, ebeveyn ve bireysel DNA &rneklerinin
Lonsantrasyonlar1 standart bir DNA (calf thymus) kullamlarak 50 ng/ul’ye ayarlanmsstir.

3.3.4.1. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve ¢bzeltiler

= Sv1 Azot

- Ekstraksiyon buffer (50 mM EDTA, 500 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI ve 10 mM f-
“mercapthoetanol): 100 mI'lik ekstraksiyon buffer hazulamak i¢in; 2 M stok T1is-HCI1 (pH
8.3) ¢ozehisinden 5 mi, 0.5 M stok EDTA (pH 8.3) ¢ozeltisinden 10 mi ve 5 M stok
‘NaCl ¢ozeltisinden 10 ml gekilip, su ile 100 ml’ye tamamlanr. Kullanmadan hemen 6nce

70 pl B-mercapthoetanol eklenir.

- SDS (% 10): 10 gr SDS 100 ml’den az olan bir su miktan igerisinde eritilip, hacmi 100
- ml’ye tamamlanarak elde edilmistir.

- 5 M Potasyum asetat: 49.07 g potasyum asetata hacmi 100 ml olacak sekilde destile
suyun ilave edilip otoklavlanmasiyla elde edilmistir.

- Kloroform-oktanol (24:1): 96 ml kloroform ve 4 ml oktanol’'un kangtirimasiyla 100
ml’lik soliisyon elde edilmistir.

- Etanol (%6 100 ve % 80) ve fenol (%0 100)
- Tris/EDTA (IE) buffer (10 mM Iris-HCI pH 83 ve 1 mM EDTA pH 8.3): 2 M Tris-

HCl'den 0.5 ml ve 0.5 M EDTA’den 0.2 ml cekilip hacimlerinin 100 ml'ye
tamamianmasiyla elde edilmistir.
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- TE+RNase: 10 ml TE buffer ¢dzeltisine 10 mg/ml’lik RNase’dan 1 pl ilave edilerek
elde edilmistir,

-2 M Tris-HCL 24 .22 g tris base’e hacmi 100 ml olacak sekilde destile su ve pH’smun
8.3 olana dek HCI asit eklenip, otoklavianmastyla elde ediimistir.

- 0.5 M EDTA: 18.71 g EDTA kimyasalna, hacmi 100 ml olacak sekilde destile su ve
pH’siun 8 3 olana dek NaOH eklenip, otoklavlanmasiyla elde edilmigtir.

- 5 M NaCl: 2922 g NaCl’e hacmi 100 ml olacak sekilde destile suyun ilave edilip
otoklavlanmasiyla elde edilmistir.

- 5 x IBE Buffer: 108 g tris base, 55 g Borik asit ve 40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.3)’nmn
karstnilip hacimlerinin su ilave edilerek 2 litreye tamamlanmasiyla elde edilmigtir.

- 0.5 x TBE Buffer: 100 mi 5 x TBE buffer soliisyonuna 900 mi su eklenmesiyle elde
ediimigtir.

- Agaroz jel (% 1): 100 ml 0.5 x TBE buffer igerisine 1 g agaroz eklenip mikrodalga
firinda eritilmesi sonucunda % 1°lik agaroz jel elde edilmistir.

- Ficoll Orange G dye [FOG dye; DNA yikleme boyasi (% 10 Ficoll, % 0.05 Orange G
ve 100 mM EDTA)]: 10 ml Ficoll, 0.05 ml Orange G ve 20 mM EDTA iizerine hacim
100 m! olacak gekilde su eklenmesiyle elde edilmigti.

3.3.5. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) analizi
DNA &rneklerinin izole edilip konsantrasyonlarmin 50 ng/ul’ve ayarlanmasindan
sonra kapal kapsiillilik mutant karakterine bagl markerler bulmak {izere AFLP

analizlerine baglanmustir. Bunun igin, meveut AFLP teknolojisi (Zabeau ve Vos 1993,

Vos vd 1995) bazi modifikasyonlariyla birlikte itk defa susam bitkisine adapte edilmistir.
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~ Toplamda 72 farkll AFLP primer kombimasyonu (Cizelge 3.1) susam igin modifiye edilen

asagidaki protokol takip edilerek denenmistir.

 Cizelge 3.1. Susamda kapah kapsiillilik mutant karakterine bagli molekiller markerler
- belirlemede kullamlan segici AFLP primer kombinasyonlari.

AFLP primer EcoRI primerleri Msel primerleri
kombinasyonlan

AFLP1 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGTCCTGAGTAACAA
AFLP2 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGICCTGAGTAACAA
AFLP3 GACIGCGTACCAATICAGC GATGAGICCIGAGTAACAA
AFLP4 GACIGCGTACCAATTCAGG GATGAGTCCIGAGTAACAA
AFLPS GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGICCIGAGIAACAA
AFLP6 GACTGCGTACCAATICACC GATGAGICCTGAGTAACAA
AFLP7 GACIGCGTACCAATICACG GAIGAGICCIGAGTIAACAA
AFLP8 GACTGCGTACCAATTICACT GATGAGICCTGAGTAACAA
AFLP9 GACIGCGTACCAATICAAC GATIGAGICCTGAGTAACAC
AFLP10 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGTCCTGAGTAACAC
AFLP11 GACTGCGTACCAATICAGC GATGAGTICCTIGAGIAACAC
AFLP12 GACIGCGTACCAATICAGG GAIGAGICCIGAGIAACAC
AFLP13 GACTGCGIACCAATTCACA GATGAGTICCTGAGIAACAC
AFLP14 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGTICCTGAGTAACAC
AFLP15 GACIGCGTACCAATTICACG GATGAGICCIGAGTAACAC
AFLP16 GACTGCGTACCAATICACT GATGAGICCIGAGIAACAC
AFLP17 GACTIGCGTACCAATICAAC GATGAGICCIGAGIAACAG
AFLP18 GACTGCGTACCAATTCAAG GATGAGICCIGAGTAACAG
AFLPI19 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGICCIGAGTAACAG
AFLP20 GACTGCGTACCAATITCAGG GATGAGICCIGAGTAACAG
AFLP21 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGICCTGAGTAACAG
AFLP22 GACTIGCGTACCAATTICACC GAIGAGTCCIGAGTAACAG
AFLP23 GACTGCGTACCAATTICACG GATGAGICCTIGAGIAACAG
AFLP24 GACTGCGTACCAATICACT GATIGAGTCCTGAGIAACAG
AFLP25 GACTGCGTACCAATTICAAC GAIGAGICCTGAGTAACAT
AFLP26 GACIGCGTACCAATTCAAG GATGAGTICCTGAGTAACAT
AFLP27 GACIGCGTACCAATTICAGC GATGAGICCIGAGTAACAT
AFLP28 GACTGCGTACCAATICAGG GATGAGTCCTIGAGTAACAT
AFLP29 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGICCTGAGTAACAT
AFLP30 GACTGCGTACCAATICACC GATGAGICCIGAGTAACAT
AFLP31 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGICCTGAGTAACAT
AFLP32 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGICCIGAGTAACAT
AFLP33 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGICCTGAGIAACTC
AFLP34 GACTGCGIACCAATTICAAG GATGAGICCIGAGTAACIC
AFLP35 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGICCTIGAGTAACIC
AFLP36 GACTGCGTACCAATICAGG GAIGAGICCTGAGTAACIC
AFLP37 GACIGCGTACCAATTCACA GAIGAGICCIGAGTAACTC
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AFLP38 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGICCIGAGTAACTC
AFLP39 GACTGCGTACCAATICACG GATGAGICCTIGAGTIAACTC
AFLP40 GACIGCGTACCAATTCACT GATGAGTCCIGAGTAACIC
AFLP41 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGICCIGAGTAACIG
AFLP42 GACTGCGTACCAATTCAAG GATIGAGICCIGAGTIAACIG
© AFLP43 GACTGCGTACCAAITCAGC GATGAGICCIGAGTAACIG
AFLP44 GACIGCGTACCAATITCAGG GATGAGTCCIGAGTAACIG
AFLP45 GACTGCGTACCAATTCACA GATGAGICCTGAGTAACTG
AFLP46 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGICCTGAGTAACIG
AFLP47 GACTIGCGTACCAATTCACG GATIGAGICCIGAGTAACTG
AFLP43 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGTICCIGAGIAACIG
. AFLP49 GACTGCGTACCAATTCAAC GATGAGICCTGAGTAACTT
.~ AFLP50 GACTGCGTACCAATITCAAG GATGAGICCIGAGTAACTI
- AFLP51 GACTGCGTACCAATTCAGC GATIGAGICCIGAGTIAACTT
AFLP52 GACTGCGTACCAATTCAGG GATIGAGICCIGAGTAACTT
AFLP53 GACTIGCGTACCAATTICACA GATIGAGICCTGAGTAACTT
AFLP54 GACTGCGTACCAATICACC GATGAGICCTGAGTAACTI
AFLPS5 GACTGCGTACCAATTCACG GATGAGICCIGAGIAACIT
AFLP36 GACIGCGTACCAATTCACT GATGAGICCTIGAGTIAACTT
AFLP57 GACTGCGTACCAATTICAAC GATIGAGICCIGAGTAACA
AFLP58 GACTGCGTACCAATTICAAG GATGAGTCCTGAGIAACA
AFLP59 GACTGCGTACCAATTCAGC GATGAGICCIGAGIAACA
AFLP60 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGICCTGAGTAACA
AFLP61 GACTGCGTACCAATICACA GATGAGICCIGAGIAACA
AFLP62 GACTGCGTACCAATITCACC GATGAGICCTGAGTAACA
AFLP63 GACTGCGTACCAATICACG GATIGAGTCCTGAGTAACA
AFLP64 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGICCIGAGTAACA
AFLP65 GACTGCGTACCAATICAAC GAIGAGICCTGAGTAACC
AFLP66 GACTGCGTACCAATICAAG GATGAGICCIGAGTAACC
AFLP67 " GACTGCGTACCAATITCAGC GATGAGICCTGAGTAACC
AFLP68 GACTGCGTACCAATTCAGG GATGAGICCIGAGIAACC
AFLP69 GACIGCGTACCAATICACA GATIGAGICCIGAGTAACC
AFLP70 GACTGCGTACCAATTCACC GATGAGICCIGAGTAACC
AFLP71 GACIGCGTACCAATTICACG GAIGAGICCIGAGIAACC
AFLP72 GACTGCGTACCAATTCACT GATGAGICCIGAGTAACC

1. DNA’larmn kesimi

50 ng/pl’lik DNA ornekleri asagidaki gibi 25 pl'lik reaksiyon hazirlanarak, 4 saat
siireyle bit PCR’da va da 37 °C’ye ayarlanabilen bir etiivde inkiibe edilerek kesime tabi
tutulurlar  Diger taraftan 4 saatlik stireyl tam bir kesim elde etmek amaciyla uzatmak

miimkiindiir.




Miktar

50 ng/ul DNA dmegi (250 ng/pl) 5ul
10 x One Phor All Buffer (Pharmacia) 2.5ul
- EcoRI (2.5 U) (NEB) 0.125 pi
Msel (2.5 U) (NEB) 0.625 pl
AFLP icin yliksek kaliteli su (Sigma) 16.8 wi
25 ul

37 °C’de 4 saat siireyle inkiibasyon

Kesime tabi tutulan ve toplam hacmi 25 pl olan DNA &rneklerinin kesilip
kesilmedigini gérmek amaciyla, tiiplerden 5 pl gekilir ve 1 pl bromophenol blue ya da
Ficoll Orange G (FOG) dye ile kangtuthr. Daha sonra % 1.5°luk agaroz jele yikklenerek,
yirtitiiliir (Sekil 3.1). Sekil 3.1°deki gibi DNA’lar “smear” geklinde goriilityorsa kesim

w2y

gerceklesmis demektir, DNA’larn kesildigi goriildiigiinde, adaptdrlerin baglanmas i¢in

agsagidaki master mix hazirlanir.




: Adaptﬁr'lerin baglanmasi

10 x One Phor All Buffer 0.5 i
"O-ImM ATP 0.5 pul
EcoRI adaptortl 0.5ul
__'MseI adaptoril 0.5 pl
T4 DNA Ligase (1U) (Pharmacia) 0.18 pul
CAFLP igin yiiksek kaliteli su (Sigma) 2.82 ul
5.0 pul

Her bir kesilmiy DNA omegine yukaridaki gibi hazirlanan master mix’den 5 pl
eklenir ve 37 °C’de, en az 12 saat inkiibasyona birakilarak EcoRI ve Msel adaptdrlerinim

spesifik uglara baglanmasi saglanir.

3. On-secici amplifikasyon

DNA’larm EcoRI ve Msel enzimleri ile kesilmesi ve bunlarm adaptdrlerinin
protokole uygun olarak baglanmasmm ardindan, elde edilen reaksiyonlar, 1 segici baza

sahip primerlerle asafidaki protokol uyarmca amplifiye edilir.

Miktar
Adaptdr bagh DNA 2 pl
2 X core mix 10 ul
(20 mM Tris-HCl pH 8.3, 3 mM MgCh,
100 mM KCl, 0.2 mM dNTPs)
Taq polymerase (0.4 U) 0.08 d

On-secici primer ¢ifti: Her bir primer 30 ng/pl 1.0 pd
AFLP i¢in yiiksek kaliteli su 6.92 ul
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Adaptér bagh DNA’dan 2 pl kullanmak suretiyle hazrlanan 6n-segici amplifikasyon
agagidaki programa gore PCR (Perkin Elmer) yapilt,

PCR programu

25 dongii:
94 °C°de 30 saniye
56 °C’de 30 saniye i’
72 °C’de 60 saniye

+4 °C o0

Elde edilen 20 pPlik PCR irtinlerinden 3 pl gekilerek % 1.5°luk agaroz jelde
amplifikasyonun olup olmadi kontrol edilir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2, Kesilen ve adaptorleri baglanan DNA oOmeklerinin 1 segici bazla

amplifikasyonunun kontrolii,



Sekil 3.2°deki gibi smear goriintlisiniin oluymasma gore kontrol edilen Sn-segici

"PCR {iriinleri, oldukca konsantre olduklarindan 1:10 oraninda TE,; ile sulanduilir, Yani
‘Kalan 17 pPlik reaksiyona 153 pl TEy; eklenir.

4 Secici amplifikasyon

Sulandirilan 8n-segici PCR friinlerinden 2.5 pl ahnarak asagidaki reaksiyon
‘hazurlanir ve segici PCR yapilir.

Sulandiritmus PCR iiriinleri 2.5 ul
2% PCR core mix 5l
. I uM EcoRI* primerleri (3 secici bazh) 0.4 pl

(* EcoRl, IRD (kirmizi dtesi) 700 Dye ile

isaretlenmistir (MWG Biotech, Milton Keynes, UK)

5 uM Msel primerleri (3 ya da 2 segici bazli) 0.6 ul
Taq polymerase (0.2 U) 0.04 ul
AFLP icin yiiksek kaliteli su 1.5ul

PCR programu
1 déngii:
94 °C’de 30 saniye
65 °C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
Bu program 12 kez tekrar edilir ve her dongiide annealing sicakhig: 0.7 °C diigtirtikiir
(65°den, 56 6 °C’ye kadar). Ardindan 23 déingii asagidaki program takip edilir
PCR program
23 dongii:
94 °C’de 30 saniye
56 °C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
+4°Cw




. LiCor otomatik sekanslayici

Elde edilen segici amplifikasyon firfinlerinin her birinden 2 pl alwur ve 1 pl LiCor
yiikleme tamponu (% 0.05 w/v pararosanilme, 10 mM EDTA ve % 95 v/v formamid) ile
karistmliz, Bu karigim 95 °C’de 2 dakika denature ediliv edilmez hemen buz iizerine
yerlestirilir. En az iki saat 6ncesinden hazilanmg LiCor poliakrilamud jele 1 pl olarak
yiiklenir ve 40 W sabit giigte LiCor Gene ReadIR 4200 otomatik sekanslayici sisternde
(LiCor, Nebraska, USA) elektroferez yapilr. Sonuglar dijital olarak bir CD’ye kaydedilir.

Takip edilen bu protokol i1 altinda, susamda kapal: kapsiilliilik mutant karakterine
bagh molekiiler markerler elde etmek amactyla yapilan AFLP analizini kisaca dzetlemek
gerekirse: 250 ng genomik susam DNA’lart dort saat siireyle EcoRI ve Msel restriksiyon
enzimleriyle kesime tabi tutulmuglardn. FEcoRI (GACTGCGTACCAATIC) ve Msel
(GATGAGICCTGAGTAA) adaptorlerinin kesilen DNA fragmentlerine ligasyonunun
ardindan, 3’ uglarinda birer segici nitkleotid tastyan EcoRI (GACTGCGTACCAATTCA)
ve Msel (GATGAGICCTGAGTAAC) primerleriyle 6n-secici amplifikasyon yapilmstir.
Bu amplifikasyonu 3’ ucunda ti¢ segici bazh EcoRI ve hem fi¢ hem de 2 segici baza sahip
olan Msel primerleriyle vapilan ikinei bir amplifikasyon takip etmigtir (segici
amplifikasyon). EcoRI segici primetletinin ucu IRD-700 Dye (MWG Biotech, Milton
Keynes, UK) ile isaretlenmistir. 10 pl’lik segici amplifikasyon reaksiyonundan 2 pl
gekilerek, 1 ul yitkleme boyas: (% 0.05 w/v pararosaniline, 10 mM EDTA ve %95 v/iv
formamid) ile kanstirilmms ve 94 °C’de 2 dakika denature edilmistir. Denaturasyon
sonrast 1 pul DNA ve yiikleme boyast karigmmu %6’k poli akrilamid jele [SequaGel-6
(National Diagnostics)] viiklenerek 40 W sabit gii¢ altinda LiCor Gene ReadIR 4200
otomatik sekanslayicida (LiCor, Nebraska, USA) elektroferez edilmistir. Sonuclar dijital
olarak CI»’ye kaydedilerek, yorumlanmgtir.

3.3.5.1. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

LiCor otomatik sekanslayiciya uygun poliakrilamid jelin hazirlanmas: i¢in gerekli

ekipman ve kimyasallar styledir:
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a. 1ki adet orta boy cam ekipman (Yaklask 35 cm uzunluk, 20 cm genislik ve 4 mm
kalnlik)

b. 0.25 mm’lik plastik jel kalmlik verici.

c. .25 mm’lik tarak boslugu olusturucu

d. Cam ekipman sikacak iki adet vidal mengene

e. Lif brakmayan beyaz pecete

f. % 50 etanol

g. Sequalrel-6 ve SequaGel Complete Buffer (National Diagnostics)
h. Amonyum persiilfat (Sigma)

1. Kahnhig1 0.25 mm’den az olan bir adet plastik kancal

j. 50 ml'lik sumga

iki adet orta boy cam ckipman %50’lik alkol ve lif birakmayan pecete kullamlarak
iyice temizlenir. Ozellikle camlarm jel dokiilecek i¢ viizeylerinde hic bir kir lekesi ve toz
parcasmun kalmamasma dikkat edilir. Aksi takdide, AFLP profili {izerinde bu lekeler
bilylik siyah noktalar seklinde gériilebilir ve o bdlgedeki bandm gériilmesi engellenir.
Ayrica, toz pargalann va da pecete lifleri jelin dokilinken cam ekipman icerisinde
ilerlemesini durdurup, o bblgelerde hava kabarciklarmin olugmasma neden olabilir
Elektroferez esnasmda bu kabarciklar DNA’mm bloke edilmesine neden olarak
viiriitiilmesine engel olabilir. Cam {izerindeki toz veya lekeler 1s13m cam yiizey {izerinde

vansttiimastyla gorilebilir

fyice temizlenen iki cam ekipmamn arasina 0.25 mm’lik jel kalmhk verici yerlestirilir
ve mengenelelerle sikistirihr, Jel tabakalar boylece hazw hale getirilmis olur ve jel
hazirlamak Gizere burakihr.

50 mi % 6’hik poli akrilamid jel hazirlamak icin 40 mi SequaGel-6 ve 10 ml Buffer
Reagent (National Diagnostics) karistinlir. Amonyum persiilfat bir efendort tiiplinde
hazirlaner (1.5 mg amonyum persiiffat : 1.5 ml su). Hazulanan soliisyonlarfa jel tabakanin
yamna gidilir ve amonyum pezsiilfatin SequaGel-6 katigmma eklenmeden &nce her tiirlii

ekipmamn bulundugundan emin olunur (Tarak boslugu olusturucu, plastik kancal smnga,
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y. Zira, amonyum persiilfatm eklenmesiyle birlikte kimyasal polimetizasyonun hemen

smast, gerekli ekipmann yoklugunda, jeli dokmeden jelin donmasma neden olur. 400

1:amonyum persiilfat SequaGel-6 karisimma eklenir ve singa igetisine ¢ekilir. Suinga
gncelikle jel tabakanmn uc tarafindan son tarafina dogru hizhca sikildiktan sonza jelin orta
kismna gelinir ve agir ag sikilmaya devam edilir. Jel bir toz pargasma takihp ilerlemesi
urdugu takdirde, o toz pargasmm {istiine hafif¢e vurularak jelin yeniden cam tabakalar
arasmda ilerfemesi saglamir Cam tabakamn tabamna kadar jelin yerlesmesinin ardindan,
‘eger hava kabarcifi olustuysa, bunlar plastik kancal vasitasiyla jelden uzaklagtmiln ve
__'tarak bosluk olusturucu yerlestirilerek mengenenin en {ist vidasi da sikistmilw. Son olarak
‘arta kalan katilagnms akrilamid jel, hava kabarcigi olusumunu engellemek amaciyla cam
‘tabakalarm agikta kalan kisunlarm kapatmada kullamlir ve jel, polimerizasyonun tam
:olmasu amaciyla en az iki saat siireyle bekletilir.

Jelin iki saat bekletilmesinin ardindan tarak boslufu olusturucunun iizerine saf su
sikilarak gevsetilir ve dikkatlice ¢ikartihr. Tarak boslugu icerisinde kalan akrilamid
: parcalar: su ve kancal vasitasiyla bosluktan dikkatlice uzaklastirihr. Bu asamada jele hig
bir zarar verilmemesi 6nem tagimaktadir. Céinkii kancaln jele ufak bir temasi dahi, AFLP
profilinde DNA bandlarmin kaymasina neden olabilmektedir. Cam tabakalarm dis
ylizeylerinde hi¢ bir kir ve leke kalmayana dek temizlenir ve jel, DNA’lan yiklemek ve
yiirlitmek tizere LiCor otomatik sekanslayiciya yerlestirilir.

3.3.5.2 AFLP analizinde kulanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

- 10 x One Phor All Buffer (Pharmacia)

- 2.5 Unite £coRI restriksiyon enzimi (NEB)

- 2.5 Unite Msel restriksiyon enzini (NEB)

- AFLP i¢in yiiksek kaliteli su (Sigma)
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. - 10 mM ATP (Pharmacia)

- EcoRI adaptérii (MWG, Milton Keynes, UK): Cift sarmall EcoRI adaptérii yapmak
icin adaptor ¢iftinin konsantrasyonlar1 2.5 uM olacak sekilde sulandirim. 95 °C’lik sicak
. bir blokta birka¢ dakika wsitihr. Oda sicakhginda birkag saatligine sogumaya birakilan
| adaptdrler bitleserek ¢ift sarmalli EcoRI adapt6riinii olustururlar.

- Msel adapt6rii (MWG, Milton Keynes, UK): Cift sarmalli Msel adaptdrii yapmak igin
adaptor ¢iftinin konsantrasyonlar: 25 pM olacak sekilde sulandmiiz. 95 °C’lik sicak bir
blokta bitka¢ dakika s, Oda sicakhiginda birkac saatlifine sofumaya buakilan
adaptorler birlegerek cift sarmalli Msel adaptoriinii olustururlar.

- 1 Unite T4 DNA Ligaz (Pharmacia)

- 2 x Core Mix (20 mM Tris-HCI pH 8.3, 3 mM MgCl, 100 mM KCI, 0.2 mM dNTPs):
1 ve 100 reaksiyon i¢cin asagidaki gibi hazulamr,

Stok soliisyonlar 1 reaksiyon i¢in 100 reaksiyon icin

Tris-HCI (200 mM) 1pl 100 pl
MgClL (25 mM) 1.2 ul 120 pl

KC1 (2M) 0.5 ul 50 pl

dNTP (20 mM) 0.2 pl 20pul

Su 7.1l 710pul
Toplam 10 pl 1000 pl

- Taq polimeraz (0.4 ve 0.2 Unite)

- On-segici primer ¢ifti (30 ng/ul): 100 uM ve 514.46 ng/ul yogunlugundaki stok EcoRI
8n secici primerinden 6.4 pl; 100 pM ve 52219 ng/pl yogunlugundaki stok Afsel 6n-
secici primerinden ise 6.3 wl ¢ekilip, toplam hacmin 110 pl olmasm saglayacak kadar
destile suyun ifave edilmesiyle elde edilmistir.
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Eo 1 buffer: 10 ml TE buffer icerisine 90 ml su eklenmesiyle elde edilmigtir:
1 pM EcoRI secici primeri (MWG, Milton Keynes, UK)

5 pM Msel segici primeri (MWG, Milton Keynes, UK)

- Agaroz jel (% 1.5): 100 ml 0.5 x TBE buffer igerisine 1.5 g agaroz cklenip mikrodalga

firinda eritilmesi sonucunda % 1.5’ luk agaroz jel elde edilmistir,

- Ficoll Orange G dye [FOG dye; DNA yitkleme boyas: (% 10 Ficoll, % 0 05 Orange G

- ve 100 mM EDTA)): 10 ml Ficoll, 0 05 ml Orange G ve 20 mM EDTA iizerine hacim
100 ml olacak sekilde destile su eklenmesiyle elde edilmistir.

- LiCor poli akrilamid Jel icin DNA yiikleme buffer (%
EDTA, %

0.05 pararosaniline, 10 mM
95 formamid): 0 025 g paratosaniline, 0.5 M EDTA stok ¢Ozeltiden 1 mi ve
47.5 ml formamid karigtirthp hacmin destile su eklenerek 50 mi’

ye tamamlanmasiyla elde
edilmistir.

- 10 x LiCor TBE Buffer: 162 g tris base, 25.5 g borik asit ve 9 3 8 EDTA’nin karigturihip
hacmin destile su eklenerek 1 litreye tamamlanmasiyla elde edilmistir.

- 1 x LiCor IBE Buffer: 100 ml 10 x LiCor Buffer soliisyonuna 900 ml su eklenerek elde
edilmistir.

- LiCor poliakrilamid jel
3.3.6. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) analizi
Kapali kapsiilliliik mutant dzellifine bagh molekiiler markerler belirlemede AFLP

analizi yaninda RAPD (Welsh ve MeClelland 1990, Williams vd 1990) analizi de
kullandmustir. 12 farkh RAPD primeri (# 70, UCD 58, H5, Primer 9, UCD 3, UCD 11,




UCD 60, Primer 4, ATC 61, H8, G19, UCD 57) ilgil dzellige bagli marker ya da
markerler bulmak iizere denenmistit. Bunun i¢in RAPD reaksiyonlart asagidaki sekilde

hazirlanmustir.

Master miks 1 reaksiyon icin 25 reaksiyon icin 100 reaksiyon icin
dH»0 16,6875 pnl 417.1875 ul 1668.75 pl

4 mM MgCl, 4 d 100l 400 pl

10 x PCR Buffer 25l 62.5 ul 250 pl
02 mM dNTP 0.25 pl 6.25 pl 25 ut
BSA (1:100) 025l 625ul 25 pl
Taq polimeraz (1:100) 0.25 ul 6.25 pl 25 pul
0.5 M Primer 0.0625 ul 1.5625 pul 6.25 pl

Toplam 24 pl 600 ul 2400 pl

Bir reaksiyon igin hazmlanan 24 pl master miks karigmu, 1 pl bulk DNA kalibma
eklenerek 25 pl hacme sahip RAPD Ornegi, PCR yapmaya hazir hale getirilmistir. RAPD

analizleri 1¢in PCR dongii parametreleri su sekilde benimsenmigtir:

Oncelikle iyi bir denaturasyonun olmas1 amactyla, DNA &rnekleri 94 °C’de 2 dakika
bekletilmislerdir. Ardindan 40 dongii asagidaki program takip edilmistir.

1 déngii:
94 °C’de 30 saniye
37°C’de 30 saniye
72 °C’de 60 saniye
+4 °C

Niikleotidlerin iyice sentezlenmesini saglamak amaciyla da 40 dongii sonunda
dmekler 72 °C’de 5 dakika bekletilmislerdir. PCR  dongilerinin bu  sekilde
tamamlanmasiyla agaroz jel elektroferez yapilmaya hazir RAPD {irtinleri elde edilmistir.
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3.3.6.1 Agaroz jel elektroferezi

RAPD analizleri icin % 1.5 olarak hazulanan agaroz jel, jel elektroferez kabma
 dikkatlice dokiilmiis ve en az 30 dakika polimerizasyona brrakilmistir. 0.5 x TBE igeren
. clekiroferez tankmna, polimerizasyonunu tamamlamis jel dikkatlice yerlestirilmis ve
dikkatlice tarak ¢ikartilarak, DNA 6rneklerinin yiklenecegi kuyucuklar olusturulmustur,

Burada, jelin iist yiizeyinin 0.5 x IBE buffer ile tamamen kaplandigindan emin
ojunmugtur. PCR sonucu olusan 25 ul hacimli RAPD iiriinlerine 10 pf Orange G DNA
yikkleme boyasi eklenmis ve yiirfitiilmek {izere bu karisimdan (RAPD iiriinii + Orange G)
20 pl jele yiiklenmistir.

80 voltta yaklagik bir saat yiiriitilen DNA O1nekleri, etidium bromid ile bir shaker
fizerinde 30 dakika siiresince boyanmigtr. Bilgisayara bagh UV transilimunatdre
yetlestiren Srnekler, kamera vasitasiyla resimleri ¢ekilmis ve dijital data olarak bilgisayara
kaydedilmistir. Sonuglar elde edilen resim fizerinde llgili 6zellik bakinundan bir farklilik
olup olmamasma gére yorumlanmustrr.

3.3.7 Kapah Kapsiilliilik mutant karakterine bagh molekiiler markerler
belirlemede AFLP ve RAPD markerlerinin kullaniimas

Bulk segregant analizine uygun olarak, aym fenotipe sahip (kapalt ya da normal)
bireylerin meydana getirdigi her bir agilan populasyona ait 6 bulk DNA Ornegi ve bunlarm
ebeveynleri AFLP ve RAPD analizlerinde, ilgili 5zellige bagh markerler belirlemek tizere
kullanttmuglarde. Herhangi bir polimorfizmin kolayhkla AFLP ve RAPD profillerinden
goriilebilmesi i¢in kapah kapsiillii ebeveyn, kapah kapsilld bulklar (bir populasyonun 3
bulk DNA’s1), normal bulklar (aym1 populasyonun normal fenotipli 3 ayr1 bulk DNA’si)
ve normal ebeveyn swasi takip edilerek yikleme yapilmustir. Dolayistyla ilk 4 stitunun
kapal, sonraki 4 siitunun normal fenotipli DNA’larm olusturdugu analizlerde, muhtemel
bir polimorfizm kolaylikia gorillebilmistir. AFLP icin 72 farkh primer kombinasyonu,
RAPD igin ise 12 farkh primer, swasiyla ilgili 6zellige baght marker va da markerler

bulmak tizere susam genomunu taramistu
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3.3.8. F; dil kontrolii

Markerlerin belirlendigi populasyonlardan Muganh x cc3 populasyonuna ait olan ve
DNA 8rneklerinin alindigs bireylerin tohumlari, bulunan markerin bir de tarla sartlarmda
konfirmasyonu igin Fs olarak yetistirilmigtir. Her bir F» bireyinin tohumlar tek smwalara
ekilmis ve agihm oranlarmda meydana gelebilecek sapmalardan kagmmak igin cikastan
sonra susam yetistiricilifinde normal olarak uygulanan tekleme yapsimamustir. Bitkilerin
cigeklenmesinin ardmdan her bir sradaki bitkilerin kapali ya da agik olmasma gére
acilmlar1 belirlenmis ve F,’deki genotipik yapisi hakkinda karar verilerek, molekiiler
analiz sonuglartyla uyumu degerlendirilmistir
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. DNA Izolasyonun Optimizasyonu

Susamin taze yapraklarindan DNA izolasyonu sorunlu ve zahmetli olmaktadr Bhat
vd (1999) -80 °C’de dondurulmus yaprak Ommeklerinden DNA izolasyonlarm: Saghai-
Maroof vd (1984)’nin protokoliinii kullanarak bagarrken, Chung vd (1998) susam
tohumlarindan DNA  izolasyonunun yapilabilecegini gostermislerdir. Bununla birlikte,
susamun taze yapraklarindan DNA izolasyonunun gergeklestirildigi bir literatiir bilgisi
meveut degildic. Susamun bu komuda da thmal edilmis olmasi, ¢ahsmanm daha DNA
izolasyonlar1 asamasinda skmnfilarm  yasanmasma neden olmustur. CTAB gibi,
miniptep DNA izolasyonu gibi genis oranda kabul géren ve biurgok bitki tiiriine
uygulanan yontemler, bu ¢ahgmada kullamimasma ragmen susamm taze yapiaklarindan
DNA izolasyonun gergeklestirilmesine olanak vermemigtir. Sonunda Dellaporta vd
(1985)nin protokoli kullanlarak susammn taze yapraklatmdan DNA  izolasyonu
basarilabilmistir.

Dellaporta vd (1985)'nin metoduna gére izole edilen DNA’lar EcoRI ve Msel
enzimleri ile kesime tabi tutulmus ancak kesim meydana gelmemistir. DNA Srnekleri
PCR ile amplifiye olmalarma 1agmen, restriksiyon enzimleri ile kesime cevap
vermemistit.  Susam  yapraklannmn  musilajh  olmas;,  fenolik bilesiklerin  ve
polisakkaritlerin DNA 6rneklerinde muhtemelen bol miktarda bulunmasma neden

olmus ve bu durum, restriksiyon enzimlerinin aktivasyonunu engellemistir.

Bu agamada, bazi ticari DNA temizleme kitleri, DNA 6&meklerinin kesilmesini
saglayacak diizeyde fenolik bilesik ve polisakkaritlerden armdmrimasmda kullanims,
ancak sonug istenen diizeyde olmamistn Susam DNA’lar, kitler kullaniarak
temizlenmijs ancak bu kez DNA miktarlarmda biiytik kayiplann meydana geldigi

kompakt bir yap: haline gelmigler ve kit kolumlarinn iizerinde yer alwken, kompakt

halde bulunmayan az miktardaki DNA kisimlan kolumdan geemeyi basarabilmislerdir.
Ne var ki, az miktardaki DNA ile genomun biiylik bir boliimiiniin ilgiki 6zellik icin
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taranmasl miimkiin degildir. Bu nedenle, degigik temizleme teknikleri formiile edilmeye
-cahgilmustir. Birgok kez tekrar edilen kloroform ve fenol ekstraksiyonlar ile birlikte,
‘DNA Orneklerinin siirekli ¢ozilip tekrar ¢okertilmesi, DNA’nmm  yeter diizeyde

| temizlenmesine olanak vermistir.

DNA’larm iyice ¢oOziilmesi, kompakt yapmm ayrimasmi saglamstir. Burada
yaptlan fenol ve kloroform ekstraksiyonlar ayrilan fenolik bilesikleri ve polisakkaritleri
uzaklastrmustr, Tekrar gokertilen DNA’nm yeniden ¢oziilmesi sonucunda serbest kalan
fenolik ve polisakkaritlerin tekrar ekstrakte edilerek bir grup daha istenmeyen bilegigin
uzaklastinlmas: mitmkiin olmustur. Bu prosediiriin birkag kez tekrar restriksiyon
enzimleri ile kesimi saglayacak kadar temiz DNA'mn elde edilmesini saglammsgti,
Cahsmada kullamlan biitin DNA’lar bu sekilde temizlenerek marker analizlerinde
kullanilmmsti. Ancak, isin zaman boyutundan bakildigmda, DNA’larmn temizlenmesinde
uzun bir siire ugragimsty, Bu yizden, susam DNA’larmm izolasyonunda Dellaporta
vd (1985) metodu uygulanacaksa, potasyum asetat inkitbasyonundan sonra bitka¢ kez
kloroform-oktanol (24:1) ve fenol ekstraksiyonlarmin yapiimasi, DNA’nm yeter
diizeyde protein tabiath bilesik ve polisakkaritlerden ari olmasim saglayacaktir. Diger
taraftan, ¢alismanm uygunluguna géie DNA izolasyonunda kullanilacak taze yapragn
bitki gelisiminin miimkiin olan en erken doneminde alnmasi, izolasyonun temiz
olmasmna katkida bulunacaktw., Fakat cahsian karakter bitki gelisiminin ileriki
dénemlerinde ortaya gikiyorsa, yash yapraklarda yapiacak DNA izolasyonlarinda fazla
sayida kloroform-oktanol ve fenol ekstraksiyonlarmm yaprimas: gereklidir.

4.2. Bulk Segregant Analizi

Herhangi bir gen veya genomik bolgeye bagh markerler belirlemede bulk segregant
analizi; lzh, basit ve giivenilir bir metod olarak karsumiza g¢ikmaktadr Metodun
uygulanmasmda tek gereklilk, arzu edilen gen ya da karakter igm acilan bir
populasyonun varlifidr. Actlan bir populasyon arzu edilen gen ya da karaktere sahip
olan ve olmayan iki ebeveyn arasinda melezleme yapilarak elde edilic  Bu
populasyondan ilgili geni igeren ile icermeyen bireylerin DNA’lart ayr ayn
havuzlanarak iki zit bulk DNA elde edilir. Sonucta arzu edilen gen bakimindan 6zdes




- ama diger lokuslar bakimndan tamamen rasgele dagilan bir kaynak elde edilmig olur ki,
bu kaynaktaki ilgili gene bagh molekiiler markerler kolaylikla belitlenir.

Bu amag¢ dogrultusunda, kapah kapsiilliilik mutant karakterine bagl molekifer
markerler belitlemede bulk segregant analizi kullamimuigtr. Bunun igin tek bir
populasyon kullanma yerine, 1995 yilinda gamma isinlartyla elde edilen ii¢ ayr mutant
(ccl, cc2, cc3) ve bir dofal mutant (idid) olmak fizere dért ayn populasyon
kullamilmustr. Bu mutantlar, kapsiilleri ¢atlayan yoresel ¢esit Muganh-57 ile
melezlenmis ve elde edilen progeni kendilenerek agian F; populasyonuna ulagimmsgtir.
Dort ayn Fo populasyonunun her birinden otuz kapali ve otuz normal fenotiphi bitkiler
belirlenmis ve aym fenotipli onar bitkininin esit agwhktaki yapraklan havuzlanarak
DNA izolasyonu yapilmustr. Sonugta her bir populasyon i¢in ti¢ kapah ve {i¢ normal
fenotipli bulk DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Ayrica, 10 kapah ve 10 normal
kapsiillii bitkinin yapraklan kanstuitmadan bireysel DNA izolasyonu gerceklestirilmis
ve egit agirliktaki DNA’lan bulk yapimigtr,

Kapah kapsiiliiflik mutant karakterine bagh markerler belirlemede bulk segregant
analiz  yaklasmmnm kullamimasi, uygun populasyon gelistirnede harcanan zamam
azaltirken, molekiiler markerlerle genomun taranmasma iz ve kolayhk ta getirmigtir.
Zira, F, populasyon kullanimum temel alan bulk segregant analizi yerine, yakm izogenik
hatlar veya rekombinant hatlarin kullamimasi, uygun populasyon gelistirmede ihtiyag
duyulan iki yi yerine, 7-9 yilm harcanmasm gerektirirdi. Diger taraftan, kullamlan
bulklarmn ilgili 6zellik bakimindan $zdeg olmasi, zit bulklar arasinda olusan herhangi bir
polimorfizmin, ilgili gene bagh olma olasihigiu artrma sansim vermektedir. Yani yanhs
polimorfizm ¢ikma oramm bulk segregant analizi en aza indirgemektedn. Ayrica
bireysel DNA vyerine bulk DNA’larm kullamimasy, analiz sayism azaltarak arastirmaya
hiz kazandrwrken, on ayri DNA yerine tek bir bulk DNA yiiklemekle de arastumamn
daha kolay viiriitiilmesine imkan vermistir. Bunlara ilaveten, Sekil 4.1.’deki gibi kapah
kapsiilitit DNA’lanin ilk siitunlarda, normal kapsiilli DNA’larm ise onlart takip eden
siitunlarda  elektroferez  edilmesi, aralarinda olugacak mubtemel polimorfizmin
kolaylikla gériilebilmesini saglammgtir.




Sekil 4.1. Kapah ve normal kapsiilli bulk DNA’larm AFLP poliakrilamid jelde ait1
farkl primer kombinasyonu ile elektroferezi




Bulk DNA’lar iki farkh sekilde elde edilmis ve analizlerde kullaniloustir. Ay
fenotipe sahip 10 bitkinin esit agwhktaki yapraklar: kanigtuilmis ve bundan DNA
izolasyonu yapilarak, 10 farkh DNA ekstraksiyonu yerine bir DNA ekstraksiyonu
yapihmigtn. Ikinci olarak 10 ayn bireyin DNA’st ayn ayn izole edilmis ve esit
miktardaki  DNA’lar1  karistwidbstr,.  AFLP  apalizlerinde  hem vapraklarn
karigtinlmasiyla hem de bireysel DNA’larm karistiiimasiyla elde edilen bulk DNA’lar
kullandmis ve aralarmda hicbir farkm olmadif goriilmiistir. Her iki bulk DNA da aymt
AFLP profilini vermistit (Sekil 4.1.). Bu noktadan hareketle, bu tiirden cahigmalarin
sonraki asamalarmda bireysel DNA &rneklerine ihtiyag duyulmayacaksa ya da,
sonradan ilgili bireysel DNA’larin izole edilme sanst var ise, arzu edilen &zellik
bakimmdan aym fenotipe sahip birgok bireyin yapraklan kangtinlabilir ve ondan tek bir
DNA  izolasyonu gergeklestirilebilir. Boylece, biigok bireysel DNA’nm tek tek
izolasyonu ile wvakit kaybedilmezken, bu uygulamayla kullandacak birgok pahah
kimyasaldan da tasarruf saglanms olur. Nitekim, AFLP analizlerinde ortaya cikan
profillerin aym olmas: bu yolu her zaman agik tutmaktadu .

Bulk segregant analizi kapali kapsiillilik mutant karakterine bagh marker
belitlemede etkin bir rol oynamis ve bagarth sonuglar almanm en biiyiik anahtar
olmugtur. Nitekim, bireyler iizerinden polimorfizmler aranmaya cahsilsayds, biiylik
ihtimalle gergek polimorfizm yakalama sans1 gok diigecekti. Ayrica ilgili kromozom
segmentmde bir farkhlik bulunsa dahi, bireyler tizerinden yapilacak DNA analizlerinde,
farkhigmn bantlara yanstmas digtik ihtimalken, aym farklihg iceren bireylerin
DNA’larmmn bir araya getirilmesi ile kigik farkhliklarm dahi bant olarak g&ziikmesi
miimkiin hale gelmistir.

4.3. AFLP Markerlerinin Susam Bitkisine Uygulanmas:

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) PCR’a dayali olan yeni bir
molekiiler tekniktir. Bitki ve hayvan islahmda agronomik Ozelliklerin kaltimmn
incelenmesi, kahtimsal hastaliklarm teshisi, pedigri analizleri, genetik dzelliklere bagh
markerler belileme gibi birgok degisik alanda AFLP markerler] kullaim alam
bulabiimektedir (Blears vd 1998). AFLP’nin diger marker sistemlerine gire birgok
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avantajimn bulunmasina ragmen, tek bir analizde fazla sayida lokusun taranabilmesi ve
tekrarlanabilirlifinin yliksek olmasi, analizin en cazip tarafi olarak gériilmektedir
(Thomas vd 1995, Qu vd 1998, Breyne vd 1997).

AFLP; genetik gesitliligi belirleme (Maughan vd 1996, Ajmone Marsan vd 1998),
yiiksek yoFunlukta genetik haritalar olusturma (Qi ve Lindhout 1997, Becker vd 1995),
ve bagl molekiiler markerler belirleme (Thomas vd 1995, Bai vd 1999) gibi konularda,
gelistirildigi giinden bu vyana en ¢ok kullamlrken birgok bitki genusunda da
denenmistit. Ancak susam gibi thmal edilmis bir bitkide, bugiine kadar AFLP analizinin
kullanildafn bir ¢cahsma meveut degildir. AFLP den daha eski olarak gelistirilen RAPD
(Williams vd 1990, Welsh ve McClelland 1990) analizi dahi, susamda ilk molekiiler
marker ¢alismas: olarak, 1999 yilmun sonlarinda literatinde yer almstr (Bhat vd 1999)
ve bagka bir &rmegi yoktur. Susamda AFLP analizinin ik defa kullamilmasi nedeniyle,
teknigin bitkiye uygulanmasinda birtalkam sikintilar yasamms ancak, AFLP analizlerinin
vogun olarak yiiriitiildiigii bir laboratuvarda ¢ahgmanm avantajiyla, stkntilan agmak
nispeten kolay olmustur.

AFLP teknigi kabaca DNA'nin kesimi, kesilen DNA’mn adaptorlerle birlesim,
bunlarm PCR  amplifikasyonu ve jel analizi adunlarindan meydana gelmektedir.
Dolayisiyla, her bir asamanm kendi iginde optimize edilmesi gerekmektedir.

4.3.1. DNA kesimlerinin optimizasyonu

DNA kesimlerini ve daha da Snemlisi AFLP profillerini etkileyen en énemli faktor
DNA konsantrasyonudui. Her bir DNA Orneginin konsantrasyonu mutlaka esit
olmalidir. Aksi takditde, kesim reaksiyon sartlari degisecedi gibi, AFLP profilinde her
bir dmegin ¢oziiniirliifi de degisecektir $Soyle ki, DNA konsantrasyonu diigiik bir
Srnegin ilgili bandi gdzikmeyebilirken, konsantrasyonu yitksek olan bir émegin ilgili
yerde bant olusturmasi beklenebilir ki, bu da yanbs polimorfizmin olugmasmna neden
olur. Dolayisiyla, analizlerde kuflanilan biitlin DNA’lann konsantrasyonlar esit olmak

durumundady. Susamda kesim i¢in uygun DNA konsantrasyonu 250 ng olarak



50 ng'a ayarlanan DNA drmeklerinden 5 pl lullaniarak hedeflenen

M&el restriksiyon enzimlerinin kesim i¢in en uygun miktarmm 2.5 Unite
.1emm$t1r Yabanc1 maddelerden ari, ticari olarak satlan yitksek kaliteli su,
':'t(j'piam hacmini 25 pl'ye tamamlayacak kadar kullambmugtr. Susam
kesnmnde snemli olan dige
oC’de inkiibe edilmisler ama bazi DNA’larn agaroz jel

¢ bir faktor kesim stiresi olmugtur. Baglangicta,

aat:- stireyle 37
ucu kesilmedigi gorilmiigtiir. Ayrica, agaroz jel elektroferezi sonucu

ﬁgun len bazi DNA’larm ise, AFLP analizleri sonucunda kismen kesime

knustur (Sekil 4.2.). Bu amagla, kesim siiresi dort saate gikanlmustir

kesﬁne tabi tutulan DNA’larda bigbir kismi kesime rastianmarmgti.

susam genotipi i¢in en uygun kesim siiresi dort saat olarak belirlenmistir.

_da{iﬁir ligasyonunun optimizasyonu
eké'né bilgisi gerektirmeyen bir tekniktir. Cift iplikli adaptdrler, restriksiyon
ile esilen bolgelerle uyusan niikleotid qralamalara sahiptir ve DNA ligaz ile

da' kolayhkla birlesir. Adaptorlerin sekanslan ve enzim kesim bolgeleri

fi _g_syonunda primer baglanma bolgesi olarak kullanilmaktadir.

amda kullamlan adaptorler Vos vd (1995) ile aym swalamaya sahiptirler.
mM ATP ve 1 Unite 14

lik

ak51yonunun toplam hacmi 5 pl’ye ayarlaniken, 10

'nsantrasyonu ligasyon igin uygun bulmmustur. Elde edilen 5 pl

k si -her kesilen DNA &rnegine ilave edilmistir. Bu karigim 37 °C’de, 12 saat
mkubasyona brakilmgtr. Genellikle susamda 12 saatlik inkiibasyon sorun
iim kesilmis DNA’lar adaptorlerle bu siire zarfinda birlesebilmiglerdir.

ﬁ_.f_o_ .afak kabul gdrmektedir
syon sonunda DNA’lar, EcoRI-EcoR], EcoRI-Msel ve Msel-Msel olmak Gizere

Ii fragment olarak ayritmuslardir. Kimi DNA’lar sadece EcoRI enzimi ile kesime
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Sekil 4.2. Kismen kesilen baza DNA 6rneklerinin AFLP profilinde goriilmesi*

* Oklar kismi kesim olan bloklar1 gdstermekiedir

ugrarken, kimileri Msel ve kimileri de her iki enzim tarafindan kesime ugrammstm:
Adaptorler ise kesim bolgelerine spesifik oldugundan tek enzimle kesilen bolgeye o
enzimin adapt6rii baglamrken, ki enzim tarafindan da kesime ugrayan kalip DNA her
iki adaptérle de birleserek, yukanda anilan fi¢ farkh fragmenti meydana getirmistir.
Ancak susam genomunun AFLP ile taranmasinda, yalmz EcoRI segici primerinin IRD-
700 ile isaretlenmesi, sadece EcoRI-EcoRI ve EcoRI-Msel fiagmentlerini gérmemizi
saglamust. Bu yol ile de, Msel sk kesen enziminin fazla sayida firettigi fragment




sonucunda, c¢ok sayida bantin  ortaya c¢ikmasindan kaynaklanabilecek smear

goriintiisiinden kagmak miimkiin olmugtur.
4.3.3. On-secici amplifikasyonun optimizasyonu

On-segici amplifikasyonun kullanlmamasi miimkiin ise de, kompleks genomlarda
(103—109 bp) iki basamakl amplifikasyon yapiimasi uygun goriilmektedir Susam da,
vikksek organizmalarn biri oldugundan, bir segici baza sahip primerlerle On-secici
amplifikasyonun yapiimasi gerekli gOrillmistiir. On-segici amplifikasyon genelikle bir
secici bazla ya da secici baz kullamlmadan yapiken, susamda bir segici baz
kullantdmistn. EcoRI primeri, A nikleotidini segici baz olarak kullanrken, AMsel, C
niikleotidi ile bir segici primer olmugtur. Her iki primerin 30 ng/pl olarak kullanilmasi

uygun bulunmugtur.

Kesilen ve adaptorleri takilan DNA &mneklerinin 6n-segici amplifikasyonu igin
gerekli goriilen miktar 2 pl olarak belirlenirken, reaksiyonun toplam hacmi 20 pl'ye su
ile tamamlanmistr. PCR programi 94 °C’de 30 saniye, 56 °C’de 30 saniye ve 72 °C’de
1 dakika olarak gelistirilmigtir. Elde edilen amplifikasyon Uriinleri olduk¢a yogun
olduklanindan 1:10 oraninda sulanduilmast uygun goriilmilstir.

Susamda on-secici amplifikasyon uygulanarak geri plandaki smear goriintillerinden
kagmmak planlanmmstir.  On-segici  amplifikasyon, bazlarda meydana gelebilecek
muhtemel vanhs eslesmeleri en diisiik seviyeye indirgeyerek, susam AFLP profillerinde
smear goriintisiniin  olusmasim  engellemigtir.  Diger taraftan, iki basamakl
amplifikasyon stratejisi, bize smusiz kalip DNA kullanma imkant vermigtic. Soyle ki,
dn-segici amplifikasyonda 2 pi olarak kullanilan kesilmis ve adaptorleri takilomg DNA
drmekleri, PCR somucu 20 pl olarak ¢ikmaktadu. Ayrica, bu amplifikasyomun 1:10
oraninda sulandmilmas: sonucu, ki bunun seg¢ici amplifikasyonda 2.5 pl olarak
kullamldig: diistiniiliirse, gergekten On-segici amplifikasyon smursiz kalip DNA
kullanma imkam saglamustm. Dolayisiyla, iki basamakh amplifikasyonun ozellikle
kompleks genomlarda kullamlmasinda biiyiik fayda oldugu kanisma varilmusti,




4.3.4. Segici amplifikasyonun optimizasyonu

AFLP secici primerleri, adaptdr sckansmna 6zgil 5 kismu, restriksiyon enziminin
kesim bolgesi ve 3’ segici primerler olmak ifizere {i¢ farkh DNA sekansmdan meydana
gelmektedir. Cahgmada iki farkh segici AFLP primeri dizayn edilmistir. Birincisi,
adaptor sekansi ve az kesen EcoRI enziminin kesim bolgesine ilaveten 3' ucunda ig
secici nitkleotidden olugurken, ikincisi, adaptdr sekansi ve sik kesen Msel enzminin

kesim bolgesine ilaveten 3’ ucunda ii¢ ya da iki segici niikleotidden meydana gelmisgtir.

DNA’larin  kesimi ve adaptorlerin  eklenmesini  takiben vyaptan On-segici
amplifikasyondan sonra, sulanduilms friinlerden 2.5 pl, segici amplifikasyon igin
yeterli bulunmustur. Secici amplifikasyonun PCR gartlan dzenle hazmlanmustr. Zira,
calismada kullamilan iki ayn primerin iki ayr: “annealing” sicakh@ bulunmaktadir
EcoRl, yiiksek annealing sicakliy isterken Msel daha diisiik sicakbiklarda kalp DNA’ya
anneal olabilmektedir. Bu yiizden annealing sicakligi PCR’m ilk dongiisiinde 65 °C ile
bastamms, her déngiide 0.7 °C diigtirtilmiistiir. Bu islem 12 dongii devam ettirilmis ve 12.
dongiide 56.6 °C’ye ulagtimustr. Daha somra 13 dongii 56 °C’de PCR’a devam
edilmistir. Bu yol ile, her iki enzim i¢in de ideal anmealing sicakbifuun kullanimas:
saglannus ve bunun sonucunda nilkleotidlerde olusabilecek yanlis eslesmelerden ve

“loop” yapilardan uzaklagiimestir.

Vos vd (1995) kii¢iik genomlarda (10°%-10") bir ya da iki segici niikleotidli
primezlerin, polimorfizm iiretmede yeterhi oldugunu belirtirken, kompleks genomlarda
(10%-10%) 3 segici nikleotidli primerlerin daha iyi polimorfizmler verdigini
bildirmislerdir. Genel olarak, 50 ile 100 arasmdaki fragment, AFLP i¢cin ideal kabul
edilmektedir Susamda ©ncelikli olarak ¢ secicili EcoRI ve Msel primerlert
kullanilmistir. Gergekten de tiim primer kombinasyonlarndan elde edilen fragment
sayis1 50-100 arasinda de@igmigtir. Daha sonraki analizlerde, kombinasyon sayismi
artrmak amacryla iki segici nilkleotidli Msel primerleri kullamimgtic ki, bunlardan da
elde edilen fragment sayist 50-100 arasmda defigmistic. Susamda yapilacak AFLP
analizlerinde, genellikle {i¢ secici niikleotidli primerlerin kullammmin uygun oldufu

bulunmustur.
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4.3.5. Poliakrilamid jel analizinin optimizasyonu

AFLP amplifikasyonlariun jel analizinde % 6’lik poliakrilamid jel kullanslrmstir.
Cift bantlarm (doublet) olusumunu engellemek igin sadece EcoRIl primerinin tek
sarmali IRD-700 dye ile isaretlenmistir. Amplifikasyon #rlinleri poliakrilamid jele
yitklenmezden once 94 °C’de 2 dakika denatiire edilerek, jele tek sarmal olarak
yiikklenmislerdir. Jel analizi 40 °C’de {i¢ saat yapilarak, 50-100 arasindaki Kkesilmis
fragmentin elde edilmesi saglanmustir. Jel analizleri LiCor Gene ReadIR 4200 otomatik
sekanslayict sistemde (LiCor, Nebraska, USA) yapilmistuz. Sistem, floresans ik
sistemine gore ¢alismasi, radyoizotop kullanmnmm gerektirmemesi ve sonuglarn direkt
bilgisayar ortamunda degerlendirilebilmesi bakimmdan olduk¢a avantajh olmustur.
Fakat jelden ilgili DNA segmentinin izolasyonunu yapmak mimkin degidir. Bu
durumda giimiisle boyama yontemi (Chalhoub vd 1997) yararlh olmaktadwn. Susamda
kapali kapsiilliilliik mutant karakteiine bagh olarak belirlenen AFLP markerinin jelden
izolasyonu igin giimiisle boyama yontemi kullamlmis (data verilmemistir) ve LiCor jel
analizi ile aym AFLP profili sagladig1 gériilmiistiir.

LiCor gene reader sistemi ile jel analizlerinin gerceklestirilmesi hem gilimiigle
boyama hem de radyoaktif sistemlere gdre avantajli goriilmektedir. Radyoaktif izotop
kullamlmamasi, bilgisayar ortammnda AFLP bandlarmin istenildigi kadar biiytitiiliip
kiictiltiilebilmesi ve okumamn lazer ile yapilmas: sistemin temel niteliklern arasinda yer
almaktadir Bununla birlikte, jelden ilgili fiagmentin ¢ikartimasimun séz konusu
olmamas:, klonlama, sekanslama, probe dizaym ve SCAR markerlerinin geligtirilmesi
gibi ileriki c¢ahsmalarda kullammum engellemektedir. Bu gibi durumlarda, LiCor
sisteminin kolayhg1 ve avantajlar1 nedeniyle, arzu edilen fragmentler, LiCor sistemi ile
belirlenebilir, klonlama ve sekanslama gibi ileriki ¢ahgmalar; jelden arzu edilen
fragmentin izolasyonunu miimkiin kidan glimiisle boyama prosediiri uygulanarak
bagarilabilir. Benzer sekilde, Cho vd (1996) giimisle boyama ile boyanmig
poliakrilamid jellerden AFLP fragmentlerini klonlandify ve haritaladifi cabsmalarinda,
glimiisle boyama ve *°P ile elde edilen AFLP profillerinin aym oldugunu

gOstermislerdir Buna ilaveten, giimiisle boyama ydnteminin radyoaktif olatak isaretli
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jellerden daha iyi resoliisyon sagladig1 ve ilgili bandmn jelden direkt olarak gikartimas
nedentyle daha yararh bir teknik oldugu belirtilmagtir.

4.4. Kapah Kapsiilliiliik Mutant Karakterine Bagh AFLP Markerinin

Belirlenmesi

Ug segici niikleotidli sekiz farkh EcoRI primeri ile yine ii¢ secici niikleotidli yedi
Msel primerine ilaveten iki segici niikleotidli iki Msel primerinin kullamrmyla toplamda
72 farkli AFLP primer kombinasyonu kapali kapsillilik mutani karakterine bagh

markerler belirlemek {izere susam genomunu taramustir. Primer kombinasyonu basmna
taranan lokus sayisi ortalama 95 olmustur. 72 primer sonucunda, susam genomumnun

kapah kapstillitlitk mutant karakteri bakimimndan 6840 lokusu taranmstir.

AFLP primer kombinasyonlart bulk DNA’lar ve onlarm ebeveynleri iizerinde
denenmis, polimorfizm olusturan primer kombinasyonlarm konfirme etmek icin
bulklar1 meydana getiren biteysel DNA’lar kullanifmustar. Kapah kapstillilik mutant
karakterine bagh martkerler bulmada ¢ok sayida fragment olustwrulmasmna karsm, bir
gergek polimorfizm bulunmustur. 72 farkli primer kombinasyonundan bir tanesi
(EcoRITAAG ve Msel+CAT) kapalh kapsillik icin agthm gosteren dort farkh
populasyonun bulk ve ebeveyn DNA’larinda farkhlik ortaya gikarmustir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3 de gorildiigi gibi AFLP profilinin 258 bp uzunlugundaki kismi, kapah
kapsiillilik mutant karakteri ile iliskilidir. Ancak bu iliski populasyona gore
degismektedir. Muganh x ccl populasyonunda ilgili o6zellik bakmundan bir
polimorfizm goériilmezken, Mug x cc2 ve Mug x cc3 populasyonlarinm 258 bp’lik
kromozom segmentinin kapal kapsilliilitk mutant karakteri ile yakindan iliskili oldugu

ilgili 6zellik bakmmndan farkliik sergilemezken bu bélgenin hemen altinda, yaklasik
257 bp uzunlugundaki bdlgede diger populasyonlann (Mug x cc2 ve Mug x cc3) aksi
bir polimorfizm goriintiilemektedir. Mug x ¢c2 ve Mug x cc3 populasyonlarindaki
linkage “trans™ seklinde, yani kapali kapsiillii ebeveyn ve bulklarda bant olisumu yok,




Sekil 4.3. Dot ayn populasyonda
kombinasyonunun meydana getirdigi polimorfizm.
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buna karsin normal kapsiillii ebeveyn ve bulklarda bant s6z konusu iken, dogal mutant
populasyonda (idid x Mug) linkage, “cis” seklinde olusmustur

Kapah kapsiilliliik mutant karakteri icin agihm gdsteren dort ayri populasyondan
‘Mug x ccl’in, ilgili kromozom segmentinde (258 bp) farkhhk gdstermemesi buna
_.kalsln, Mug x cc2 ve Mug x cc3 populasyonlarinin ilgili bolgede polimorfik olmasi
“daba da &tesi, idid x Mug populasyonunun 258 bp uzunlugundaki segmentte degil de,
.' hemen onun altindaki bolgede polimorfizm vermesi kolaybkla aciklanacak tiirden
- degildir. Temel olarak, her bir populasyondaki kapali ebeveynin, farkh
.backgmundlaxdan gelmesi neden olarak gosterilebilitse de, yeterince aciklayics
. olmamaktadu: Her bir populasyonun polimerfik bandlarr teker teker sekanslanmp
karsilastiilmas: konuya aciklik getirebilir. Ancak, polimorfik olmayan Mug x ccl
populasyonu i¢cin karslastrma yapmak miimkiin degildir. Dogal mutant (idid) harig
diger kapali ebeveynlerin (ccl, cc2, cc3) gamma mmlann (*°Co) ile olugmast ve

mutasyonlann c¢ogunlukla delesyon seklinde meydana gelmesi, kapali kapsiilliilik

mutant dzelliliginin de bir delesyon tiriinii oldugu gérisiinii giiclendirmektedir. Ayuca,
kapali kapsiillii yapay mutantlarm ilgili segmentte band olastwrmayip, bumun aksine
normal bireylerin band vermesi delesyon ithtimalini giiclendirmektedir. Bu nedenle, eger
delesyon tipi bir mutasyon ise, populasyonlardaki farkhhklann delesyon
biiytikliiklerinden ileri geldigini soylemek mitmkiin olabilir. Omegin, Mug x ccl
populasyonunda delesyon bilyilk olmadigmdan, EcoRI+AAG ve Msel+CAT markeri
258 bp’lik bolgede bir polimorfizm tiretememistir. Buna karsm, Mug x cc2 ve Mug x
cc3 populasyonlarnda nispeten bilylik delesyonun olmasi farkliigin ilgili marker ile
goriilebilmesine izin vermistir. Biyik bir olasiikla Mug x ccl populasyonu, diger iki
populasyonla aym olarak kapsiillerin ¢atlamasm saglayan DNA sekansm yitirmesine
ragmen, delesyonun kiiciik ve bunun sonucunda bdlgenin 258 bp’in altinda bir

uzunlukta olmasy, ilgili bolgede linkage olugmasini engellemistir.

Dogal mutant populasyon (idid x Mug) ise, tamamen farkh bir profil
sergilemektedir. 258 bp’lik segmentte Mug x ccl populasyonu gibi polimorfizm
sergilemezken, hemen onun altindaki bolge polimorfik olmustur. Resim 4 3’den
1izlendiginde, polimorfik olan bélgenin {i¢ yapay mutant populasyonda da herhangi bir
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.pand olusturmadify  gorilmektedin. Dier fi¢ yapay mutant populasyonla
kiyaslandigmda dogal mutant populasyon ekstra lokus ile kargmmza ¢ikmaktadir ki bu,
kapstllerin  ¢atlamasim  engelleyen lokusdur. Dogrusu, sckans bilgisi olmadan
populasyonlar arasmdaki farkhiig1 kesin olarak aciklamak miimkiin degilse de, dogal
mutantta inversiyon gibi baska bir tip mutasyondan bahsedilebilir ya da, ikinci bir lokus

susamda kapsiillerin ¢atlamasin engellemektedir.

Markerin belirlenmesinden sonra, bagka markerler belirlemek lizere de ilave primer
kombinasyonlann test edilmistir. Hatta, 56. primer kombinasyonundan sonra Msel
primerinin  secici niikleotid sayist iicten ikiye daginriilmiigtic ve 16 primer
kombinasyonu  EcoRI+3-Msel+2  secici  niikleotidli  olarak AFLP  analizlen
yiirittiilmiistiir,. Boylece, AFLP analizlerinde olusacak fragment sayisinm artmimas:
diistiniilmiistiir. Ancak, genomun hi¢ kiigiimsenmeyecek kadar biiyiik béliiminiin ilgili
karakter bakimindan taranmasina ragmen ilave marker tespit edilememistir. Bu olguyu
aciklamak giic olsa da, delesyonun kiigiik bir bolgede olusmas: konuya agikhk
getirebilir,

Bulk ve ebeveyn DNA’larin toplamda 72 farkli primer kombinasyonu ile taranmas:
sonucunda olisan polimorfizm, bulklarr meydana getizen bireylerin DNA’larnmn aym
ptimer kombinasyonu (EcoRI+AAG-Msel+CAT) ile analizlenmesiyle, kapah
kapsiillillitk mutant karakterine bagh olip olmadig: konfirme edilmistir. Bunun igin,
Mug x cc3 populasyonunun iki ayri bulk DNA’st ve onlar1 meydana getiren 10 ar
bireyin DNA’lar1 kullamtmmstit. Aym marker ile yapilan AFLP analizi sonucunda bulk
ve ebeveyn DNA’fan ile uyumlu olarak, 10 ayn kapah birey 258 bp uzunlugundaki
bélgede fragment olusturmazken, normal bireyler ilgili bolgede band vermislerdir (Sekil
4.4). Bu analiz sonucunda anlasilrustrr ki, 258 bp uzunlugundaki AFLP markeri
susamda kapal kapsiilliilik mutant karakterine sikica baghdu.  $ekil 44°ten de
goriildiigii gibi kapah kapsiilldl ebeveyn (1), kapal bulk (2} ve kapal bireylerde (5) 258
bp’lik DNA segmentinde band olusmazken, normal ebeveyn (3), normal bulk (4) ve
normal kapsiillii bireylerin ilgili bolgelerinde bant olustugu goralmektedir. AFLP
markerinin % 100 linkage halinde oldugu, bireysel DNA’larm fenotipsel goruntiilerinin
DNA bandlarina firesiz yansimasindan anlagitmaktadir.
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Sekil 4.4. Susamda kapalt kapsiilliiliik mutant karakterine bagh AFLP markeri.

Kapah kapsitllii ebeveyn
Kapal: kapsiilii bulk

Normal kapstillii bulk
Normal kapsiillii ebeveyn
Kapali kapsillii bireyler
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Normal kapsiillii bireyler




Siki linkage trans seklinde de olugsa, susamda kapah kapsiillilik igin yu.rutulen i

bitki slaht programma marker yardmiyla seleksiyon yaklagum igerisinde destek olacak
giigtedir. Neden marker kapall kapsiillilerde degil de normal . kapsiillilerde cikti
sorusuna ise, yine en giizel cevap delesyon tipi mutasyondur. Hatta markerin trans
olmast delesyon teorisini destekler niteliktedir. Kapah kapsiillii mutantlarda, kapsiillerin
catlamasim saglayan bdlgenin delesyon sonucu kopmasiyla, DNA sekans1 yok
olmustur. Normal kapsiillii bireylerde ise 258 bp’lik bolgenin varligi, EcoRI+AAG-
Msel+CAT AFLP markeri ile polimorfizm olusturmasm saglamustir. Dolayisiyla ilgili
bolgenin, kapali kapsillilerde olmayist markerin trans seklinde ortaya ¢ikmasim
saflanugtir. Buradan kapal kapsiillilik diye bir genin olmadift sonucu ¢ikanlmaktadrr.
Delesyon sonucu kromozomun bir bolgesi kaybolmustur. Bu bolge muhtemelen
kapsiillerin ¢atlamasiu idare eden genin de icinde bulundugu bir DNA sekansidir.
Kapal: kapsiilliilik, c¢atlama geninin kaybolmasi sonucu ortaya ¢ikan mutant bir
zelliktir ama boyle bir genin varhg: sonucu degil, catlama geninin mutasyon sonucu
fonksiyonunu  kaybetmesinden ~dogmustur. Bu caligma, bitkilerin  evriminde

mutasyonlarin ne kadar bityiik rol oynadigma giizel bir Srnek teskil etmektedir.

Kapali kapstillilerde molekiiler markerler belirlendikten sonra, bu ¢alismayi
takiben ilgili genin de klonlanmast planlanmaktaydi. Ancak, marker belirleme
calismalarmda ortaya ¢ikan bulgular, kapah kapsiilliiliigti meydana getiren mutasyonun
delesyon olma ihtimalini giiglendirmistir. Dolayisiyla, kapall kapsiillilik geninin
olmadigi, bunun yerine bagka bir genmn fonksiyonunun kaybolmasi sonucu kapah
kapsiilliflitk ~ zelliginin  olugtugu  kamsina vanlmustr.  Genin  olmadifn  yerde
klonlamadan bahsedilemeyeceginden, ileride klonlamay: planladigimiz ¢ahisma iptal
edilmigtir.

Bu ¢ahsmada susamda agronomik olarak Snemii olan kapali kapsiilliilik mutant
karakterine bagh AFLP markerinin belirlenmesi gosteriimistir. AFLP markeri kapal
kapsiilli genotipleri ayut etmede PCR’a dayali hizli teknikler gelistirme imkam
cunmaktadr. Markerin klonlanmasiyla elde edilecek sekans bilgisi, probe olarak
kullanilarak, sentetik primerlerin dizayn edilmesini saglayacaktir. Bu primerlerin basit
ve ucuz PCR reaksiyonlarinda kullamlmasiyla, kapah kapsiillillik mutant 6zelliginin
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yeni backgroundlara katthmun planlayan bitki wslahi programlaninda karakterin erken
donemde teshisini saglayarak bilylik yarar saglayacaktw. Ashnda AFLP markeri bu
haliyle istenilen amaglarda kullantiabilir. Ancak, sadece basit PCR reaksiyonu isteyen
sisteme gére AFLP’nin pahali ve biraz uzun olmasi, birgok Grnegin test edilmesini
gerektiren islah programmda uygun olmayabilii. Hig siiphe yok ki AFLP teknigi,
marker yardmuyla Dbitki slahmdan  yitksek  yogunluktaki genetik haritalann
olusturulmasma kadar ¢ok genis yelpazede etkin kullanim alamna sahiptir. Diger PCR’a
dayalh metotlara gére birgok polimorfik bandmn elde edilmesi daha kolay, hizh ve
giivenilirdir  Analiz bagina ¢ok sayida lokusu tarayabilmesi nedeniyle AFLP, RAPD ve
mikrosatelit markerlerinden iistiindiir.  Ozellikle bagl markerler belitlemede tek
reaksiyonda 100 kadar lokusun taranabilmesi AFLP markerlerinin bu alanda daha ¢ok
tercth edilmesini saglamaktadir. Ancak marker yardimiyla seleksiyon cergevesi
icerisinde, molekiiler markerlerin bitki islabinda hizh, kolay ve ucuza mal edilecegi
kullanmlara ihtiyac duyulmaktadr. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde bu ihtiyag daha
cok hissedilmektedir Bu yiizden AFLP markerinin SCAR (sequence characterised
amplified region) markerlerine ¢evrilmesi, genotiplerin molekiiler markerlerle erken
teshisini ucuz ve basit kilacagindan Onem arz etmektedir Bu ylizden c¢aligmamn
gelecekteki projesi, kapah kapsiillilik mutant karakterine bagh AFLP markerinin,
SCAR markerlerine doniistiiriiimesi olarak planlanmaktadir.

Kapah kapsiillilliik, susamin yogun tarm gartlarina uyumunu saglayacak énemli bir
karakterdir Dogal olarak indeterminant biiyilyen ve hasat zamam kapsiilleri gatlayan
susarm bitkisinin kapstillerinin ¢atlamas: sonucu, tohumlan dokiilmekte ve makinal
hasat1 yapilamamaktadir. Hasat ve harman islemlerinin tamamen el emegine dayanmasi,
susamun genis alanlara ekimini kisitlarken, nusi gibi makinah tarma uygun bitkiler, her
gecen giin susam ekilen arazilerin yerini doldurmaktadir Bu noktada kapali kapsiilki
susam mutantlar: umut vericidir. Mutant bitkilerin kapsiillerinin kapah olmasi tohum
kayiplarm &nlerken, bicerddverle hasat-harman islemlerinin yapilabilmesi miimkiin
goziikkmektedir. Ancak kapah kapsiilliliik mutasyonuna eslik eden diigiik verim gibi
istenmeyen ©zellikler genotipin ¢ifigi sartlarda kullammmmi engellemektedir. Verimi
artirmak fizere yogun slah ¢alismalan baglatiims ve ¢ok yonlil olarak yiiriitiiimektedir.

Bu agamada molekiiler markerlerin kullanimu verimii kapah kapsiillii bitkilerin elde




edilme hizmi ve sansiu artracagindan, kapah kapsiillilik mutant karakterine bagh
- AFLP markerinin Snemi biiyliktiit. Bu markerle bitkilerin tatlada yetigtiriimeden
- genotiplerini daha fide doneminde teshis etmek beklenmektedir. Boylece, genis tarla
denemelerinden tasarruf saglanacag: gibi, harcanacak zamandan da kacindms olacaktir,
Verimi normal degerlere ulasms kapah kapsiillit genotipler slah edildifi takdirde,
susamimn ikinci iiriin sartlarinda yetistirilme potansiyeli gercek degerine ulagacaktir

4.5. F3 Dol Kontrolii

Kapali kapsiillilik mutant karakterine baghh AFLP markerleri belirlenmesinde bulk
segregant analizine uygun olatak F, populasyonlar: kullanlmustir. Bunlar kapal ile
normal kapsiillii ebeveynlerin melezlenmesiyle olugsan F, progenisinin kendilenmesiyle
clde edilmistir. F, bireylerinin fenotiplerine bakilarak kapali ya da normal kapsiilli
olduguna karar verilmis ve bunlardan elde edilen bireysel ve bulk DNA’lar AFLP
anahzlerinde ilgili zellik bakumndan bagli markerler elde edilmek tizere kullaninustr
Fenotipe dayali olarak bireylerin hangi dzellige sahip olduguna karar verildiginden,
genotiplerin genetik yapisi hakkmda bilgi edinlememistir. En énemlisi, markerin kapal
kapsitlliililk ozelligine bagh olup olmadigmn ikinci bir kontrolit F, déllerinin test
edilmesiyle saglanacagmdan, her bir bireyin tohumlar: F; olarak yetigtirilmistir.

Her bir F, bitkisinden abnan tohumlar tek swralara 70 cm suxa arast mesafesinde
ekilmiglerdir. Ag¢ilim oranlarinda meydana gelebilecek sapmalardan kagmmak icin
¢ikistan sonra susam yetistiriciliginde normal olarak uygulanan tekleme yapilmarmstir.
Populasyondaki bireylerin genotiplerini belirlemek i¢in bitkilerin tam ¢iceklenmesi
beklenmis ve bitkilerin ¢iceklenmesinin ardindan, her bir swadaki bitkilerin kapali ya da
acik kapsiilli olmalarma gore aglimlart belirlenmistit. Cizelge 4.1 de Mug x ¢c3
populasyonuna ait F, bireylerinin F; generasyonundaki ac¢ilmm  oranlar: g@sterilmistir.
Cizelge 4 1’de gorildiigt gibi F, generasyonunda kapah kapsiillit fenotipine sahip tiim
bitkiler F; generasyonunda da, swradaki tiim bitkiler itibariyle kapali kapsiillii olarak
belirlenmistir. Bu durum iki ayr1 beklenen sonucu vermistir. Birincisi, bu ¢alismayla
dogrudan ilgili olarak, F; agilan populasyonundan secilen ve AFLP analizlerinde
kullandan kapali kapsiilli bireyler homozigot kapah olarak belirlenmis ve 258 bp
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uzuntugundaki AFLP markerinin kapali kapstillillik &zelligi ile birlikte a¢ildigi bir kez
daha konfirme edilmistir. Ikinci sonug ise, dnceki tarla gzlemlerinden de belirlendigi
gibi kapalh kapsiillilik mutant 6zelligi tek genle idare edilen, resesif kahtim

gostermektedir.

Cizelge 4.1. Kapah kapsiillilik 0zelligi icin aghm gosteren Mug x  cc3
populasyonundaki bireylerin Fy agibm oranlar:.

Bitkino  Fy’deki Kapah Normal kap. Toplam Degerlendirme
durumu  kap. bitki bitki sayis1  bitki sayist

say1s
301 Kapah 4 - 4 Homozigot
302 Normal - 10 10 Homozigot
304 Kapah 7 - 7 Homozigot
305 Normal - 24 24 Homozigot
308 Normal - 20 20 Homozigot
321 Normal - 14 14 Homozigot
326 Kapah 2 - 2 Homozigot
327 Normal 3 9 12 Heterozigot
328 Normal 5 15 20 Heterozigot
329 Kapah 11 - 11 Homozigot
342 Normal - 3 3 Homozigot
343 Kapal 24 - 24 Homozigot
349 Kapah 5 - 5 Homozigot
352 Normal - 7 7 Homozigot
355 Normal - 10 10 Homozigot
356 Normal - 9 9 Homozigot
357 Normal 4 16 20 Heterozigot
359 Normal 1 i 2 Heterozigot
360 Normal 2 4 6 Heterozigot
362 Kapah 3 - 3 Homozigot
363 Normal - 6 6 Homozigot
365 Kapal 3 - 3 Homozigot
367 Normal - 3 3 Homozigot
369 Normal - 14 14 Homozigot
370 Normal - 1 1 Homozigot
371 Normal 2 14 16 Heterozigot
374 Normal 2 4 6 Heterozigot
380 Normal 5 13 18 Heterozigot
381 Normal 4 9 13 Heterozigot
385 Normal - 5 5 Homozigot
386 Normal - 3 3 Homozigot
389 Normal 2 6 8 Heterozigot
393 Normal 4 10 14 Heterozigot
399 Kapal 8 - 8 Homozigot
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Fy generasyonunda normal fenotipe sahip bitkiler ise yine beklenildigi gibi degisik
‘agilma oranlan sergilemislerdir. Bazi sualar sadece normal kapsiillii fenotipe sahipken_
-':I_kimﬂezi F» generasyonunda normal fenotipte olmalarma ragmen, kapali ve normat
-kapsiilli olarak agilmuglardir, Bu durum, F, generasyonunda normal kapsiil fenotipinde
_..olan ve AFLP analizlerinde kullanian bireylerin bir b§liimiiniin homozigot yapida,

diger bir bdlimiiniin ise heterozigot yapida oldupuny gostermektedir Heterozigot
bireylerin acilma oranlarmna bakddiginda, yaklasik 3:1 oraninda aciima gosterdipi fark
dilmektedir. Bu durum yine gostermektedir ki, iizerinde durdugumuz kapaly
- kapstillillik 6zelligi Mendel Kurallarma uygun olarak basit kalitim géstermektedir.

F2 bireylerinin bir kismumm heterozigot yapida olmasi ashnda AFLP profillerine de
‘yansms gibi gériinmektedir. Nitekim, Sekil 4.4 incelendiginde 6 ile numaralandirilan
normal kapsiillii bireylerin dokuzuncu ve omuncu genotiplerinin band koyulugu diger
: genotiplere gére az olmustur. Kapalilk allelinin heterozigot bireylerde ver almas:
| muhtemelen band koyulngunun azalmasma neden olmustur,

ks bireylerinin konfirmasyonda kullaniimasmm ardindan, molekiiler haritalama gibi
ileri caligmalarda faydah olabilecek populasyonlarm  gelistirilmesinin uygun olacagi
diigtiniilmiistiir. F, populasyonlar1 diger populasyonlara gore daha kolay ve ¢abuk elde
‘edilebilmesine karsmn, haritalama ¢ahsmalarmm bir tek o F, populasyonu igin gecerhi
Vo]ma51, haritalama ¢ahsmalarinda pek tercih edilmemesine yol acmaktadir. Tercih
edildigi duwrumlarda ise, by populasyonlar ancak rekombinant inbred hatlarm
olusturdugu populasyonlarla kargilagtumah olarak kullamlmaktadsr. Double haploid
bitkilerin  elde edilemedigi genuslarda rekombinant inbred hatlarm  haritalama
.gahsmalan igin en uygun populasyonlar oldugu bilinmektedir. Kapal kapsiifliilitk
mutant karakterinin haritalanmasmda mevcut populasyonlar rekombinant inbred hatlas
. geligtirmede  uygun  birer kaynak olarak gozikkmektedir Bu amagla, F;
- Populasyonundaki bireyler tek tohum aktarmu  yéntemine uygun olarak hasat
edilmiglerdir. Tek tohum aktarumm ySntemi devam ettirilerek, birkag yi sonra bu
: ¢alismann {izerine ek olarak kapah kapsiilliiliik karakterinin haritalanmasma uygun bir
~ populasyonun elde edilmesi amaglanmaktadrr. lgili bblgenin hangi kromozomda yer

aldiyr ve  yakmimndaki genlerin  neler oldugu hakkinda bilgi edinmek miimkiin
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olabilecektir. Boylece, kapah kapsiilliiliik mutant karakterine bagh bir AFLP markeri
belirlenitken, bu caligma kapsaminda karakterin haritalanmast i¢in de uygun bir
populasyon geligtiritmistir.

4.6. RAPD Analizinin Susam Bitkisine Uygulanmasi

En c¢ok kullamlan DNA markerlerinden olan RAPD; kullammundaki kolayhgi,
PCR’a dayal olmasi, bir giinde viizlerce Ornegin analizlenebilmesi, nispeten diisitk
maliyetli olusu, radyoaktif madde gibi zararh uygulamalar icermemesi gibi Gzellikleri
nedeniyle bugiine kadar hemen hemen biitiin kiiltiir bitkilerinde degisik amaglara hizmet
etmede kullamimugtr. Genomik DNA’nin rasgele oligonilkleotid primerierle
amplifikasyonuna dayanan teknik, etidium bromid ile boyanmus agaroz jel {izerinde

gorintiilemeyi Sngdrmektedir, Giimiisle boyama veya radyoaktiflerle isaretlenmis (*°P,
2p) RAPD analizi de yapmak miimkiindiir (Rafalski vd 1994). RAPD analizleri
sonucunda olusan polimorfizm, primerlerin baglanma bolgelerindeki farkh sekanslardan
ileri gelmektedir ve ilgili bandin var veya yok olmasma gére ayut edilmektedir (Sekil
4.5).

Sekil 4.5. Susamda yapilan RAPD analizlerinde meydana gelen polimorfizm d1negi.




MgCl; miktari, RAPD analizlerinin tekrarlanabilitlifini artumak icin 4 mM olarak
kullamlmugtir. Bilindigi {izere MgCly, taq polimeraz ve primerin biraz fazla miktarda
kullanimi RAPD’in tekrarlanabilirligini ve amplifiye olan DNA fragment sayismm
artwmaktadir. Taq polimeraz, BSA, dNTP konsantrasyonlan ise, toplam reaksiyon
hacminin 1 / 100 oramnda, yani 2.5 pl olarak kullamitrmgtir. RAPD reaksiyonlan icin
oncelikle 24 pl'lik master miks hazirlanmus ve 1 pl’lik DNA 8meklerine eklenmistir.

Bulk DNA’lar yukandaki sekilde hazrlanan reaksiyona eklenerek degisik
primerlerle kapal kapsiilliilitk mutant karakterine bagh markerler belirlemek tizere PCR
yapumugti. PCR trtinleri % 1.5°luk agaroz jelde yiiriitiilmiis ve etidium bromid ile
boyanmisti: UV  transiliiminatérde okunan jellerde ilgili 6zellik bakmundan bir
polimorfizm olup olmadif: g6zlenmistir.

12 farklh RAPD primerinin denenmesi sonucunda 5'-AGTCGTCCCC sralamals
“H5” adh primerin susamda kapali kapsitlliiliik mutant karakteri ile iligkili olabilecegi
gortilmistiir (Sekil 4.7). Sekil 4.7°de gorildiigii gibi, okla gosterilen 1400 bp’lik
bolgede kapal kapsiilliililk mutant karakteri ile iligkili olabilecek bir polimorfizm elde
edilmigtir. Kapall ebeveyn (1), yapraklarm havuzlanmasiyla olusturulan kapah ilk iki
bulk (2 ve 3) ve biteysel DNA’larm havuzlanmastyla olusturulan bulkin (9), ilgili
bolgelerinde (1400 bp) band olugumu yok iken, vyapraklarm havuzlanmasryla
olusturulan normal kapsiillii bulklar (6 ve 7), normal ebeveyn (8) ve bireysel DNA’larin
havuzlanmasiyla olusturulan bulk DNA’nmn (10) ilgili bolgelerinde band olusmustur.
lgingtir ki, diger bir kapah kapsiillii bulk (4) ve diger bir normal kapsillii bulk DNA’da
(5) &tekd bulk DNA’lardan ayn olarak bir polimorfizm olugsmustur. Yani sekil 4.7’de 4
ile gosterilen bulk DNA’da, band olusumu beklenmemesine ragmen olusmus, 5 ile

gosterilen bulk DNA’da ise band olusumu beklenitken, olusmanustr. Bu durumun

agiklanmast gii¢ olsa da, kapah kapsilliilitk mutant karakteri ile 1400 bp uzunlugundaki
RAPD markeri arasinda olusan iliskinn % 100 olmadigindan ileri geldigi
dusiintilmtistir. Gergekte, 1400 bp uzunlugundaki RAPD markerinin kapal kapsiilliiliik
karakteri ile iliskili oldugu goziikse de, marker ile ilgili 6zellik arasinda tam bir linkage
olmadig: iki farkl bulk DNA’nm (4 ve 5) diger bulk DNA’lardan aykin RAPD profili
vermesinden anlagiimaktadir.




Sekil 4.7. Susamda kapal kapsiillilliik mutant karakteri ile iligkili olabilecek RAPD

markeri

1. Kapal: kapsiillii ebeveyn 5. Normal kapsiillii birinci bulk
2. Kapah kapsiillii birinci bulk 6. Normal kapsiillii ikinci bulk
3. Kapah kapsiilli ikinci bulk 7. Normal kapsiitlii {igiincii bulk
4., Kapal: kapstillii tigiincii bulk 8. Normatl kapsiillii ebeveyn

9. Bireysel DNA’larn birlegtirilmesiyle elde edilen kapali kapsiitli bulk
10, Bireysel DNA’larm bitlestirilmesiyle elde edilen normal kapsitilii butk

1400 bp uvzunlugundaki RAPD markeri ile kapal kapsiillilik mutant karakteri
arasmda olusan iligkinin ne derecede oldugunu tespit etmek amaciyla ilgili RAPD
primeri, bulklan olusturan bireysel DNA’lar tizerinde test edilmistir (Sekil 4.8).
Bireysel DNA’larm ilgili marker ile RAPD analizi sonucunda linkage orammin ¢ok
disiik oldugu goriilmustitr. Sekil 4.8%in ilk dort, sekizinci ve onuncu sirasinda ver alan
kapah kapsiilli bireylerin 1400 bp’lik bolgede band vermemesi beklenirken, band
olugturmugtur. Diger taraftan sekil 4.8°de 2 ile gosterilen normal kapsiillii bireylerin




hepsi ilgili bolgede beklenildigi gibi band olusturmustur. Ancak kapah kapsiilli
bireylerin hepsinin ilgili bdlgede band vermemesi beklenirken bir kismunin vermest,

marketle dzellik arasinda olusan linkagin siki olmadigim g6stermistir.

Sekil 4 8. Kapal kapsiilliilik mutant karakteri ile iligkili olan RAPD markerinin bulkiari

meydana getiren bireysel DNA’larda kullamimast
1. Kapali kapsiitlii bireyler
2. Normal kapsiillii bireyler

Normal kapsiilli bireylerin tamaminn normal bulk DNA’larda oldugu gibi band
vermesi, kapal kapsillii bireylerin ise dordiiniin kapah bulklarda oldugu gibi band
vermemesi, Ozellik ile marker arasmda toplamda % 70°lik bir iliskinin oldugunu

gostermektedir.

RAPD markeri ile kapali kapsiilliilik mutant karakteri arasinda % 70°lik iligkinin
actk olmasma ragmen, marker yardimiyla seleksiyon yaklasim igerisinde yiiriitillecek




olan kapall kapsiillilerin 1slahinda iliskinin gok siki1 olmamasmdan (% 100)
kaynaklanabilecek hatali sonuglarm muhtemel olmasi, bu markerin kapah kapsillilik
mutant karakteri i¢in yiiriitifecek olan slah programlarmda kullamlmasi pek safhkh
goriimmemektedir. Ne var ki, RAPD markerin jelden izole edilip, klonlanmas1 ve
sekanslanmas: sonucunda, bu sekansa uygun bazi SCAR primerleri dizayn edilebilir. Bu
primerlerle kapali ve normal kapsiillii bireyler test edilebilir ve % 100°lik bir linkage
olustuysa, % 70 iliskili bir RAPD markeri %100 iligkili bir SCAR markerine
donistiriiimiis olur.

Bu c¢alismada RAPD markerleri susam bitkisine kolayhkla uygulanabilmistir.
Teknigin susam bitkisinde optimizasyonunda fazlaca bir siire harcanmarmg, sadece
kullamlacak DNA konsantrasyonunda ufak diizenlemeler yapimstr. Diger RAPD
parametreleri ise genellikle biraz yitksek tutulmugtur ki, teknign tekrarlanabilirliginde
bir problem olugmasm. Nitekim, % 70 diizeyinde kapali kapstillillik mutant karakteri ile
fliskide oldugu belirlenen 5'-AGTCGICCCC swalamah “HS” oligoniikleotidi, bulk
DNA’lar iizerinde birden fazla olarak denenmis ve hep aym RAPD profili alinmugtir.
Burada MgCl,, taq polimeraz ve primerin biraz fazla kullammnm tekrarlanabilirlikte
Snemli rolii oldugu goriilse de, her analizde aym PCR ve aym sartlarm kullamimasy,
reaksiyonlarm haznlanmasmda kullanilan master miksin ilk kullansldig1 anda oldugu
gibi 12 reaksiyonluk hazirlanmasi, aym RAPD profilinin almmasmda biiyiik katks
sagladigma inaniimaktadar.

Yapraklarm bavuzlanmasiyla elde edilen bulk DNA Ornefi ile, her bir bireyin
DNA’smun  havuzlanmas: ile elde edilen bulk DNA arasmda RAPD  analizleri
sonucunda da hicbir fark olmadign goriilmigtiir. Dolayisiyla bu tiir ¢ahymalarda DNA
izolasyonlarma ayracak zamam kisaltmak ve bu ugurda kullamfacak kimyasal
gidetlerini azaltmada yapraklarm havuzlanmasi rahatlikla kullandlabilir. Ancak dikkat
edilecek hususlardan bir tanesi, her bireyden alman yaprak Orneginin esit agwhkta

olmasi gerekliligidir.

Bulk segregant metodu, RAPD analizlerinde de bilyik kolaylk saglamustir.
Bireysel DNA’lar verine onlarm olugturdugu bulk DNA’lar, analiz edilen ormek sayismi
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azaltiken, olusacak polimorfizmin kolaylikla goriilebilmesini saglamistir. Ozellikle
bagh markerler belirlemede bulk segregant analizi, RAPD ile iyi bir uyum
gostermektedir. Nitekim literatiirde iki analizin ortak kullamidifi ve arzu edilen
pzelliklere baglh molekiiler markerlerin  belirlendigi  yiizlerce makale mevcuttur.
Metodun giivenilirligi bulklar1 olusturan birey sayisi arttikca yitkselmektedir. Ornegin
10 bireyden meydan gelen bir bulk &meginde, ilgih lokusa bagh olmadigi halde
baghyms gibi gozikebilecek polimorfik band sayist 2 x 10®dir. Ayrica birden fazia
bulk drneginin kullamlmasi bu kadar kii¢tik oranda da olsa olusabilecek gergek olmayan
polimotfizmierin gdriilme olasthfmi olduk¢a diistirmektedir
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5. SONUC

Susamda kapali kapsiilliilik mutant karakterine bagli molekiiler markerler
belirlemede AFLP ve RAPD teknikleri, bulk segregant analizi ile ortak olarak
kullandmustrr, Bulk segregant analizinin susamda bagh markerler belirlemede
kullamifmasy, her iki molekiiler teknigin etkinligini ve hizini artwmugtiz. AFLP ve bulk
segregant analizi bu ¢ahgmayla birlikte susamda ik defa uygulanmugtir. Buna ilaveten
susamda bagh bir markerin belirlenmesi ilk kez yine bu ¢ahgmayla basarihmugtir.

Susamin 90-120 giin gibi kisa sirede vejetasyonunu tamamlamasi, iilkemizde
bugdaydan somra ikinci iiriin olarak yetistirilebilmesini miimkiin kilmaktadwr. Ne var ki
yapilmasim engellemektedir. Susamm yogun tarzma elverisli ve makinall hasati
yapilabilecek duruma getirilmesinde, kapah kapsiilli mutantlar biiylik Snem arz
etmektedir. Kapali kapsiillii mutantlarn az olan vermmlermin artmilmasmda klasik islah
programlarma molekiiler yaklagimlar: dahil etmeyi amaglayan bu ¢alismada, marker
yardimyla seleksiyon yaklasinmm ik ve en Onemli basamagl olan bagh markerin
belirlenmesi basanlmmgtu. 72 farkh AFLP primer kombinasyonunun denendigi ve
susam genomunun 6840 lokusunun bu primerlerle tarandigi ¢ahgmada, EcoRI+AAG-
Msel+CAT markeri 258 bp uzunlugundaki bolgede polimorfizm vermistir. Bu
polimorfizmin bulk DNA &meklerini meydana getiren bireylerle test ediimesi
sonucunda, 258 bp uzunlugundaki markerin susamda kapall kapstilliliik mutant

karakterine stkica bagh oldugu teyit edilmigtir.

AFLP markerinin kapah kapstllilik mutant karakterine “trans” seklinde bagh
olmas: ve mutasyonlarm genellikle delesyon seklinde ortaya ¢ikmasi, yapay olarak elde
edilen kapali kapsiilli mutantlarm bir delesyon iiriind oldugu kamsm dogurmustur
Delesyon sonucunda bir genin fonksiyonunu kaybetmesi stz konusudur ki muhtemelen
bu, kapsiillerin gatlamasim saglayan gendir. Dolaymsiyla, kapal kapsiilliilik mutant
karakteri bir genin iiriinii olarak degil de, kapsiillerin catlamasmi saglayan genin

fonksiyonunu kaybetmesi sonucu olusan bir dzelliktir. Bu yiizden, AFLP molekiler
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markeri gene degil karaktere baghdw Buradan elde edilen sonug bir kez daha

gostermistir ki, kiiltiir bitkilerinin olusumunda mutasyonlarin biiyiik rolil vardur.

258 bp uzunlugundaki AFLP markeri, kapal kapsﬁlliilﬁk mutant karakteri igin
yiiriitillen 1slah programlarinda, genotiplerin daha fide donemindeyken Onceden
teshisinde rahatlikla kullantlabilecektir. Ancak, genin klonlanip, ticari olarak kabul
goren gesitlere aktarilmasi miimkiin degildir. Ciinkii kapal kapsiilliiligt kodlayan bir
genin varhigl s6z konusu degildir. Diger taraftan, po]jmorﬁk olan bandm klonlamp
sekanslanmasiyla dizayn edilebilecek SCAR marketleri, susam genotiplerinin

analizlenmesini daha kolay ve ucuza mal edebileceklerinden, faydah gézikkmektedirler,

Bu ¢alismada kapah kapsiilliilik mutant karakteri i¢cin agilan dort farkh populasyon
kullamlmuster. Tarla sartlarinda yapilan allelism testleri sonucunda bu populasyonlar:
meydana getiren kapah kapsiillii ebeveynlerin birbirine allelik oldugu ciksa da, her bir
populasyon 258 bp’lik bolgedeki AFLP bandlarinda farkh goriintiiler sergilemislerdir.
Hatta dogal mutant populasyonda ilgili bolgede bir farklillk olusmazken, onun hernen
altmdaki 257 bp’lik bélgede polimorfizm olusmustur. Bu sonug, bazi kapah kapsiillii

mutantiarin birbirine allelik olmadig: stiphesint uyandmrmustu.

Bulk segregant analizine uygun olarak hazirlanan F» populasyonlarindan bulk
DNAar, esit agmhktaki taze yapraklarm ve esit yogunluktaki bireysel DNA’larm
havuzlanmasi olmak tizere iki sekilde elde edilmistir Iki farkh yoldan elde edilen bulk
DNA’larm, AFLP ve RAPD profilleri tamamen aym olmustur. Yapraklarm
havuzlanmasiyla olusturulan bulk DNA’larda tek bir DNA izolasyonu yapimakta ve
bunun bir sonucu olarak zaman ile kullamlan kimyasaldan tasarruf salanmaktad.
Dolayisiyla, bireysel DNA’lara ihtiyag duyulmayan ya da Dbireylerden DNA
izolasyonunun sonraki donemlerde yapilabilme imkam bulunan ¢aligmalarda, esit
agulbktaki yapraklarnn havuzlanmasiyla elde edilen bulk DNA’lann kullammi vyararli
olacaktir.

Susam vapraklarmm musilajh olmasi, taze yapraklarda yapian DNA izolasyonunu

zorlastummsty Dellaporta vd (1985) metodu kullannarak DNA izolasyonu susamda
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basarilabilse de, DNA’larda bulunan yogun polisakkarit ve fenolik bilesikler,
:restriksiyon enzimleri ile kesimi engellemigtir Hatta, DNA’lar PCR’da amplifiye
“olmalara ragmen, AFLP analizinin ilk basamag: olan kesime cevap vermemiglerdir.
Ekstra olarak bitkag kloroform-oktanol (24:1) ve fenol ekstraksiyonun
gergeklestirilmesi, DNA’larn  yeter diizeyde temizlenmesine olanak  vermistir.
Dolayisiyla susamda DNA izolasyonu planlandifinda, ¢ok genc yapraklarm ku]laruﬁu
ile ilave kloroform-oktanol ve fenol ekstraksiyonu yapilmasi yararh olacaktur.

Analizlerde kullamlan F, bireylerinin dolfleri, belitlenen AFLP markerinin kapal
kapsiillitlik mutant karakterine sikica bagh oldugunu ikinci kez teyit etmistir, Susamda
haritalama calgmalarma temel olmasi bakimndan, F; délleri olarak vetistirilen F;
bireyleri yarath olacaktir. Fs; populasyonunun bireyleri tek tohum aktarim y&ntemine
uygun olarak ayr1 ayn hasat edilmisti Bu sekilde birkag yil ilerletilecek olan bu
dollerden haritalama galigmalarma uygun “rekombinant inbred hatlarm” elde edilmesi
planlanmaktadir Dolayisiyla bu ¢aligmanm indirekt bir sonucu olarak, susamda
haritalama ¢ahsmalarina uygun bir populasyonun temelleri atinstir.

RAPD maikerleri de, susamda kapah Xkapsiillillik mutant karakterine baZh
markerler belirlemede basariyla kullamlmustir. 12 farkli oligoniikleotidin test edilmesi
sonucunda 5'-AGTICGICCCC swalamah “H5” primerinin kapal kapsiillilliik mutant
karakteri bakimmdan polimorfik oldugu bulunmustur. Bulklari meydana getiren
bireysel DNA’larin bu RAPD primeri ile test edilmesi sonucunda, marker ile kapali
kapsiilliilik mutant karakteri arasmda % 70’lik linkage olustufu belirlenmigtir. Ancak,
markerin bu haliyle marker yardmuyla seleksiyon islahinda kullamlmasi miimkin
gdziikmemektedit. RAPD markerinin klonlanip sekansianarak SCAR  primetlerine
doniistiirillmesi, kiigitk bir ihtimal dahilinde de olsa ilgili karaktere sikica bagh markerin
elde edilmesini saglayabilir.
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