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Bu calismada, RAPD ve ISSR DNA markor teknikleri ile tiim dut genotipleri
birbirinden ayrilmistir. RAPD analizleri sonucunda toplamda 173 bant elde edilirken
bunun 157’sinin  (%90.75) polimorfik oldugu belirlenmistir. ISSR analizleri
sonucunda toplamda 128 bant elde edilmis ve bunun 124’1 (%96.55) polimorfik
olmustur. RAPD teknigi ile belirlenen genetik benzerlik katsayis1 0.42-0.98 arasinda
degismistir. 25-1s-203 ve 25-Is-112 genotipleri birbirine en yakin genotipler, 24-Ke-
10 ve 25-Is-123 ise birbirlerine en uzak genotipler olarak bulunmustur. ISSR
tekniginde genetik benzerlik katsayis1 0.32-0.96 arasinda degisim gdstermistir. 25-1s-
203 ve 25-Is-112 genotipleri birbirine en yakin genotipler, 25-Is-08 ve 01-Ka-D2 ise
birbirlerine en uzak genotipler olarak bulunmustur. RAPD ve ISSR tekniklerinin
kombinasyonu ile yapilan analizlerde ise, genetik benzerlik katsayisi 0.36-0.97

arasinda degisim gostermistir. 25-1s-203 ve 25-Is-112 genotipleri birbirine en yakin



genotipler olarak bulunurken 01-Ka-D1 ve 01-Ka-D2 ise birbirlerine en uzak
genotipler bulunmustur. RAPD ve ISSR teknigi arasindaki korelasyon yiiksek
seviyede 0.83 olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Dut, RAPD, ISSR, Genetik Cesitlilik
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In this study, all mulberry genotypes discriminated by RAPD and ISSR DNA
markers techniques. 20 RAPD primers generated 173 total bands in which 157
(90.75 %) were polymorphic. As for 11 ISSR primers, 124 bands (96.55%) were
polymorphic in total 128. Similarity index for RAPD techniques ranged between
0.42-0.98. 25-Is-203 and 25-Is-112 genotypes were found the closest genotypes,
while 24-Ke-10 and 25-Is-123 were the most distant. According to ISSR result,
genetic similarity index were changed between 0.32-0.97. 25-is-203 and 25-Is-112
genotypes were found the closest genotypes, while 25-is-08 and 01-Ka-D2 were the
most distant. According to combination of RAPD and ISSR data, genetic similarity
index values were between 0.36-0.97. 25-is-203 and 25-is-112 were found the
closest genotypes, while 01-Ka-D1 and 01-Ka-D2 were the most distant genotypes.



Correlation between RAPD and ISSR genetic similarity matrix was found to be high
(0.83).
Key Words: Mulberry, RAPD, ISSR, Genetic Diversity



ONSOZ

"Akdeniz ve Dogu Anadolu Bolgelerinden Segilen Bazi Dut (Morus spp.)
Genotiplerinin Molekiiler Karakterizasyonu" konulu bu ¢alisma Selguk Universitesi
Fen bilimleri Enstitiisii Bah¢e Bitkileri Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi
olarak hazirlanmistir.

Tez galismamda her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen Danisman hocam
Prof. Dr. Liitfi PIRLAK'a, tez ¢alismami yiirlitmemde laboratuar imkanlarindan
yararlanmami saglayan Prof. Dr. Salih KAFKAS’a, laboratuar calismalarimda
yardimlarini esirgemeyen Zir. Yiik. Miih. Y1ldiz DOGAN’a, tesekkiir ederim

Ayrica tez calismamin her asamasinda yardimlarin1 ve destegini esirgemeyen

esime tesekkiir ederim.

Muzaffer IPEK



ICINDEKILER Sayfa No

OZET ...t bbbt i
ONSOZ ..o VII
ICINDEKILER ........oooioioieeeeeeeeeeeeeeee ettt VI
CIZELGELER DIZINT ..o, XI
SEKILLER DIZINT ....ooooioiiiiiieeeeeeeeee e X111
SIMGELER ve KISALTMALAR ........cccocoiiiiiiiiniinniinsssissessese XV
| R ) 0 21 £ 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI ..ottt 4
2.1. Genetik Markorler ile 1lgili Genel Literatiir Bilgileri.........c.cccccvvveverecrerrieennn. 4
3. MATERYAL VE METOT ...ttt 10
3L MALEIYAL ... 10
3.1.1. Denemede Kullanilan Genotipler ..., 10
3.1.2. Denemede Kullanilan Genotiplerin OzelliKleri............ccccveverriiirerernnn. 11
3.1.2.1. Sofralik Genotipler.........ccoceiiiiiiiiiiiii 11
3.1.2.2. Kurutmalik Genotipler ..........ccociiiiiiiiiiiii e, 12
3.1.2.3. Pekmezlik GeNOtIPIEr........c.coveiviiiiieee e, 13
3.1.2.4. Meyve Suyuna Islemeye Uygun Genotipler .............cccecevrrrvrererernnn. 14
3.1.2.5. Siraliga Uygun Genotipler .........coccovveiiiiiiiiiiiiesicese e 14

B2 MBIOL ... 14
3.2.1. Yaprak Orneklerinin Alinmasi ve Muhafazasi............c.ccevvvevercrererennn. 15
3.2.2. DNA IZOIASYONU ..o s 15
3.2.3. DNA Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi...........cccccooviiiiiiiciiniiinennee, 17
3.2.4. RAPD ANANZIENT ..o 17

3.2 5. ISSR A NG I ZIB T s 20



3.2.6. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi.........ooooovvvveeveeenne.... 22

3.2.7. Primerlerin Polimorfizm Bilgi Igeriklerinin (PBI) Belirlenmesi.............. 22
3.2.8. Primerlerin Ayirma Giiglerinin Belirlenmesi ..........ccccovvveiiiiniieiieniennnn, 23
3.2.9. Soyagact ANANZIETT ..o, 23

4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA .........c..cooviiiiiesinierreeneneneeen, 24
4.1, RAPD ANAHZIEIT ..o 24

4.1.1. Dut Genotiplerinin, RAPD Yo&ntemi ile Karakterizasyonunda Polimorfizm

VE AYITMA GUCTL. . veetiiiie ettt 25

4.1.2. Dut Genotipleri Arasindaki Genetik iliskinin RAPD Analizi ile
BelIFIENMESI .....eeeeieeie et nres 27

4.1.3. Dut Genotiplerinin Soyagact AnalizIeri .........ccccovevvrvininiiiiiiieieseee, 27

4.1.4. Dut Tirleri ve Genotipleri Arasinda Saptanan Genetik Benzerlik

KaAtSAYIIATT ..veiiiiiii e 31
4.2, ISSR ANANZIEN ...t 31
4.2.1. ISSR Primerlerinin Polimorfizm ve Ayirma Guct.........coccvvvrvrivneeeenen, 33
4.2.2. Dut Genotipleri Aralarinda Belirlenen Genetik Benzerlik Katsayilar..... 34
4.2.3. Dut Genotiplerinin Soyagact AnalizIeri .........cccooeviiiiiiiiiiiiiiiieen, 34

4.2.4. Dut Tirleri ve Genotipleri Arasinda Saptanan Genetik Benzerlik
KaAtSAYIIATT ..o s 38

4.3. RAPD ve ISSR Verilerinin Karsilastirmalt Analizleri...........cccccoevvvvivennne 39

4.3.1. RAPD ve ISSR Yontemlerinin Polimorfizm ve Ayirma Giicli Yoniinden
Kars11astirTmasT .....cvvve i 39

4.3.2. Dut Genotipleri Arasindaki Genetik Iliskinin, RAPD ve ISSR Verilerinin

Birlikte Degerlendirilmesi ile Belirlenmesi............ccocovviiiiiiiciiiiiicie, 40

4.3.3. RAPD ve ISSR Yontemleri ile Elde Edilen Genetik Benzerlik Katsayilar
Arasindaki KorelaSyon .........cccveiiiiiioiiiiieie e 43

5.SONUC ve ONERILER............cocoooiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 44



6. KAYNAKLAR ..

OZGECMIS



CiZELGELER DiziNi Sayfa No

Cizelge 3.1 Denemede Kullanilan Dut Genotipleri ile Alindiklar1 Genetik Kaynaklar

Cizelge 3.2 NucleoMagPlant KFmL DNA izolasyon Kiti Tiiplerinin Igerigi.......... 16
Cizelge 3.3 RAPD Tekniginin Uygulanmasinda PCR, Sicaklik ve Dongii Kosullar 18
Cizelge 3.4 RAPD-PCR Reaksiyonlarinda Kullanilan Kimyasallar......................... 18

Cizelge 3.5 Calismada Kullanilan RAPD Primerlerinin Niikleik Asit Dizilimleri, Baz
Sayilar1 ve DNA’ya Baglanma Sicakliklart..........coccovviiiniiiniiniiiiiien 19

Cizelge 3.6 ISSR Tekniginin Uygulanmasinda PCR, Sicaklik ve Dongii Kosullari. 20
Cizelge 3.7 ISSR-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Kimyasallar ...............ccccceeneeee. 20

Cizelge 3.8 Calismada Kullanilan ISSR Primerlerinin Niikleik Asit Dizilimleri,
Niikleik Asit Sayilar1 ve DNA’ya Baglanma Sicakliklart ...........cccoevvnnene, 21

Cizelge 4.1 ISSR Primerlerinin PCR Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam
Bant Sayilar1 (TBS), Polimorfik Bant Sayilar1 (PBS), Polimorfizm Orani
(PO), Polimorfizm Bilgi Igerigi (PBI) ve Primerin Ayirma Giicii (AG)
DIEGEIIETT ...t 26

Cizelge 4.2 Denemede Yer Alan Dut Genotipleri Arasindaki RAPD Verilerine Ait
NEI72 Genetik Benzerlik Katsayilart Tablosu .........ccccccecviiiiiiiiiiiiiicnnne, 29

Cizelge 4.3 Dut Genotipleri ve Tiirleri Arasinda Olusan Genetik Benzerlik

Katsayilarinin Gruplandirtlmast..........ccocviiiiiiicee 31

Cizelge 4.4 ISSR Primerlerinin PCR Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam
Bant Sayilar1 (TBS), Polimorfik Bant Sayilar1 (PBS), Polimorfizm Orani
(PO), Polimorfizm Bilgi Icerigi (PBI) ve Ayirma Giicii (AG) Degerleri.... 33

Cizelge 4.5 Denemede Yer Alan Dut Genotipleri Arasindaki ISSR Verilerine Ait
NEI72 Genetik Benzerlik Katsayilart ........cc.cccoovvviiiiiiniii e 36

Cizelge 4.6 Dut Genotipleri ve Tiirleri Arasinda Olusan Genetik Benzerlik

Katsayilarinin Gruplandirtlmast...........oceviiiiiiiiiiiiieece 38



Cizelge 4.7 RAPD ve ISSR Primerlerinin PCR Amplifikasyonu Sonunda Elde Edilen
Primer Bagina Diisen Toplam Bant Sayis1 (PBDTBS), Primer Basina Diisen
Polimorfik Bant Sayis1 (PBDPBS), Toplam Bant Sayilar1 (TBS), Polimorfik
Bant Sayis1 (PBS), Polimorfizm Orani (PO), Polimorfizm Bilgi Icerigi

(PBI), Ayirma Giicli (AG) DEBErleri ..........coevivirerireriiireieeieresee e 39
Cizelge 4.8 Denemede Yer Alan Dut Genotipleri Arasindaki RAPD+ISSR Verilerine
Ait NEI72 Genetik Benzerlik Katsay1lart ........ccccocvvvviiiiiiniiiic e, 41

Cizelge 4.9 RAPD, ISSR ve RAPD+ISSR Verilerinden Elde Edilen Genetik
Benzerlik Katsayilar1 Arasindaki Korelasyonlar ...........cccoccoooieiiiiicnnnnn. 43



SEKILLER DiZiNi Sayfa No

Sekil 3.1 Thermo Kingfisher mL DNA izolasyon Makinesi..........c.cocecevevevevererenennne, 16
Sekil 3.2 NucleoMagPlant KFmL DNA izolasyon Kiti TUpIeri .....ccoevevevevevererevnnee, 16

Sekil 3.3 X DNA’nin EcoRI ve HindIII Kesim Enzimleri ile Hazirlanan DNA’s1.... 22
Sekil 4.1 OPA-04 Numarali RAPD Primerinin 21 Dut Genotipindeki Amplifikasyon
Goriintiisii. Sirastyla Genotipler; 1. 25-Uz-01, 2. 25-Uz-10, 3. 25-Uz-18 4. 25-
[s-110 5. 25-1s-112 6. 25-is-123 7. 25-1s-203 8. 25-1s-205 9. 25-1s-206 10. 25-
To-04 11. 24-Ke-09 12. 24-Ke-10 13. 25-is-146 14. 25-1s-147 15. 23-Mrk-09
16. 25-Uz-05 17. 25-Uz-08 18. 25-is-204 19. 01-Ka-D1 20. 01-Ka-D2 21. 25-

Sekil 4.2 Dut Genotiplerinde RAPD Yo6nteminin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen
SOYAZACT....eviiiiiiiii i 30

Sekil 4.3 UBC-810 Numarali ISSR Primerinin 21 Dut Genotipindeki Amplifikasyon
Goriintiisii. Sirastyla Genotipler; 1. 25-Uz-01, 2. 25-Uz-10, 3. 25-Uz-18 4. 25-
[s-110 5. 25-1s-112 6. 25-[s-123 7. 25-1s-203 8. 25-1s-205 9. 25-is-206 10. 25-
To-04 11. 24-Ke-09 12. 24-Ke-10 13. 25-Is-146 14. 25-is-147 15. 23-Mrk-09
16. 25-Uz-05 17. 25-Uz-08 18. 25-is-204 19. 01-Ka-D1 20. 01-Ka-D2 21. 25-

Sekil 4.4. UBC-807 Numaral1 ISSR Primerinin 21 Dut Genotipindeki Amplifikasyon
Goriintiisii. Sirastyla Genotipler; 1. 25-Uz-01, 2. 25-Uz-10, 3. 25-Uz-18 4. 25-
[s-110 5. 25-1s-112 6. 25-1s-123 7. 25-1s-203 8. 25-1s-205 9. 25-Is-206 10. 25-
To-04 11. 24-Ke-09 12. 24-Ke-10 13. 25-is-146 14. 25-1s-147 15. 23-Mrk-09
16. 25-Uz-05 17. 25-Uz-08 18. 25-is-204 19. 01-Ka-D1 20. 01-Ka-D2 21. 25-

Sekil 4.5 Dut Genotiplerinde ISSR Yonteminin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen
SOYAZACT. ...t 37

Sekil 4.6 Dut Genotiplerinde RAPD+ISSR Yontemlerinin Birlikte Uygulanmast
Sonucu Elde Edilen Soyagact.........ccoceviiiiiiiiiiiiic e 42



SIMGELER ve KISALTMALAR

AFLP
AG

CTAB
dATP
DAMD
dCTP
dGTP
dTTP
DNA
dk
EDTA

pH

PBI
PBS
PBDTBS
PBDPBS
PCR

PO

: Amplified Fragment Length Polymorphism
: Ayirma Gicii

: Baz ¢ifti

: Setil Trimetil Amonyum Bromit

: Deoksi Adenozin Trifosfat

: Directed Amplification of Minisatellite DNA
: Deoksi Sitidin Trifosfat

: Deoksi Guanozin Trifosfat

: Deoksi Timidin Trifosfat

: Deoksiriboniikleik Asit

: Dakika

: Etilendiamin tetraasetikasit

: Gram

: Hektar

. Inter Simple Sequence Repeat

: Kilogram

: Mikro Molar

: Mikrolitre

: Miligram

- Mililitre

: Milimolar

: Nanogram

: Power of Hydrogen

: Polimorfizm Bilgi Igerigi

: Polimorfik Bant Sayis1

: Primer Basina Diisen Toplam Bant Sayis1

: Primer Basina Diisen Polimorfik Bant Sayis1
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Polimorfizm Orani



RAPD
rpm
SCKM
sn

SSR

Taq
TBE
TBS
Tris-HCI
UPGMA
UBC
uv

A DNA

: Randomly Amplified Polymorphic DNA
: Revolutions Per Minute

: Suda Coziinebilir Kuru madde Miktari

: Saniye

: Simple Sequence Repeat

: Thermus Aquaticus

: Tris/ Borat/ EDTA (tampon ¢6zeltisi)

: Toplam Bant Sayis1

: Tris Hidrokloriir

: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average
: University of British Columbia

- Ultraviolet

: Lamda Deoksiribontikleik Asi



1. GIRIS

Bircok meyve tiiriiniin gen merkezi olan Anadolu, gesitli dut tiirlerinin de
anavatanidir. Ulkemizin cesitli bolgelerinde, degisik meyve ozelliklerine sahip dut
agaclarina rastlamak miimkiindiir. Fakat kerestesinin de degerli olmasi nedeniyle
onemli miktarda dut agaci kesilerek yok edilmektedir (Erdogan ve Pirlak 2005).
2007 verilerine gore iilkemizde 13 127 hektar alanda 61 665 ton dut {iretimi olup,
meyve veren yastaki aga¢ sayimiz 2 094 715 adet ve meyve vermeyen yastaki agac
say1s1 560 426 adettir. (Anonim 2007).

Ulkemizde ve diinyada son yillarda igerdigi besinler ve antosiyaninler
bakimindan 6nem kazanan dut, Urticales takiminin, Morus cinsinin Moraceae
familyasinda yer almaktadir. Bu familyada en az 24 tiir ve 1 alt tiirlin bulundugu
bildirilmistir (Tutin 1996). Meyvesi tiiketilen ve yaygin olarak yetistirilen dut tiirleri
M. alba L., M. nigra L. ve M. rubra L.’dir. M. alba’nin anavatani Cin, Japonya,
Tayland, Malezya ve Birmanya; M. nigra L. nin Tiirkiye, Iran, Arabistan, Rusya’nin
Giiney Asya’da bulunan kisimlari ve Suriye; M. rubra L.’nin ise Kuzey Amerika’dir
(Bellini ve ark. 2000, Roger 2002).

Dut, farkli iklim ve toprak sartlarina adaptasyon kabiliyetinin yliksek olmasi
nedeniyle, 1liman ve subtropik iklim bdlgeleri igerisinde ve deniz seviyesinden 4000
m yiikseklige kadar olan bolgelere yayilmistir (Tutin 1996, Machii ve ark. 1999). Dut
agaclarinin ¢ogu anavatanlarindan alinip adaptasyonu saglanarak yetistirilmeye
baslandig1 bolgelerin bitkisi halini almigtir. Bu nedenle siniflandirilmalart oldukga
glictiir (Machii ve ark. 2001).

Ulkemizin iklim ozellikleri yiiksek kalitede dut yetistiriciligi i¢in ¢ok
elveriglidir. Ulkemizde mevcut dut agaglarmin yaklasik % 95’ini Morus alba, %
3’tini Morus rubra ve % 2’sini de Morus nigra olusturmaktadir. Bununla birlikte
tilkemizde dogal olarak bulunan M. alba, M. rubra ve M. nigra tiirleri genis bir
genetik zenginlige sahiptir (Yaltirik 1982). Bu genetik zenginlik, cesitli amaclara
yonelik yiiriitiilen 1slah ¢alismalarinda 6nemli bir potansiyel niteligi tagimaktadir. Bu
calismalar sonunda, lilkemizde ¢esitli degerlendirme sekillerine uygun ¢ok sayida dut

genotipi se¢ilmistir.



Diinyada dut yetistiriciligi en fazla Asya kitasinda yapilmaktadir. Bu kitada
en Onemli lretici iilkeler Hindistan ve Cin’dir. Bu yetistiricilik yogun olarak
ipekbocekgeiligi i¢in yapilmaktadir. Bu bolgelerde dut 1slah ¢alismalart da genellikle
bu yondedir (Hou 1994, Vijayan ve ark. 1997). Bunun yaninda Tirkiye ve
Yunanistan gibi iilkelerde daha ¢ok meyve tiretimi i¢in yetistiricilik yapilmakta, bu
da 1slah g¢aligmalarin1 bu yonde tesvik etmektedir (Gerasopoulos ve Stavroulakis
1997).

Bitki 1slahi ¢alismalarinda bitkisel kaynaklarin morfolojik ve genetik olarak
tanimlanmas1 gen kaynaklarinin daha hizli ve etkin sekilde kullanilmasima imkan
saglamaktadir. Ozellikle calisilan bitki materyalinin morfolojik olarak benzerligi
kullanilan genotiplerin gergekte farkli olup olmadigi konusunda kisileri yanilgilara
disiirmektedir. Bu durum da c¢alisilan genotiplerin  degisik yOntemlerle
karakterizasyona tabi tutulmasini  gerektirmektedir. Bu durumda bitkisel
materyallerin DNA parmak izi yontemleri ile karakterizasyonu onemli faydalar
saglamigtir. Genetik ¢esitliligin belirlenmesinde yaygin olarak RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), SSR (Simple
Sequence Repeat) ve AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) gibi DNA
markor teknikleri kullanilmaktadir.

Ancak yapilan 1slah ¢aligmalart yaygin olarak morfolojik markorlere
dayanarak yapildigindan genotipler c¢evresel faktére daha ¢ok maruz kalacaktir ve
gercek oOzelliklerini gosteremeyeceklerdir. Bu nedenle dut genotiplerinin parmak
izlerinin belirlenmesi sayesinde bireylerin genetik yapilarinin kayit altina alinmasi,
bitki genetik kaynaklarmin korunmasi, degerlendirilmesi ve pratik olarak
kullan1lmas1 saglanacaktir.

Islah ¢aligmalart i¢in farkli ekolojik sartlardan getirilen materyallerin yerel
genotiplere kiyasla belirli bir bolgeye adaptasyonlar1 daha disiiktiir. Ciinkii yerel
genotipler ayni ekolojik sartlarda bir seleksiyon siirecinden ge¢mislerdir. Bu nedenle
1slah calismalarinda daha istiin 6zelliklere sahip olabilmektedirler. Ayrica yerel
genotiplerin 1slah ¢aligmalarinda genetik materyal olarak kullanilmasi sayesinde
materyalin genetik 6zelliklerinin korunmasi da saglanmis olmaktadir (Vijayan ve
ark. 2006).



DNA parmak izi yoOntemleri ile belirlenen genetik farkliliklar, 1slah
calismalarinda melezleme amaciyla kullanilacak ebeveynlerin se¢ciminde Snemli
yarar saglar. Melezlemede kullanilacak ana ve babanin genetik 6zelliklerinin
bilinmesi, elde edilecek F; bireylerinin bitkisel o6zelliklerini tahmin etmede
kullanilmaktadir. Boylece, yiiksek yapili bitkilerin seleksiyon 1slahinda en 6nemli
sorun olan uzun seleksiyon siiresi DNA markorleri yardimiyla dnemli derecede
kisalacaktir (Giilsen ve Mutlu 2005).

Bu calismada, Akdeniz ve Dogu Anadolu bolgelerinde yapilan seleksiyon
calismalarinda (Tiremis ve ark. 2004) elde edilen dut genotiplerinin DNA markaor

teknikleri ile genetik karakterizasyonu amaglanmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Genetik Markarler ile Tlgili Genel Literatiir Bilgileri

Ozellikle 20. yiizyilin sonlarina dogru énemli gelismeler kaydedilen genetik
bilimi, tarimsal aragtirmalara 6nemli katkilar saglamistir. Tarimsal genetik igerisinde
ise molekiiler markor teknikleri, c¢esitler arasindaki genetik farkliliklarin
belirlenmesi, genetik haritalama ve gen kaynaklarinin karakterizasyonunda yeni
bulgular saglamistir. Molekiiler markdr teknolojisi klasik yontemlere gore biiyiik
avantajlar saglamaktadir. En 6nemli avantaji kisa zamanda sonuglara varma ve
cevresel faktorlerden etkilenmemedir. Molekiiler markor teknolojisinin Onemli
uygulama alanlarindan olan genetik karakterizasyon, tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de yogun olarak ¢alisilan konulardandir (Kagar 2001).

Genetik ¢esitliligin belirlenmesinde, morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler
markorler yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler markorler DNA diizeyinde
izlenebilen karakterlerdir. Bu karakterler markor olarak isimlendirilirler ve PCR
(Polymerase Chain Reaction) kullanilarak suni sartlarda ¢ogaltilip bireyler arasindaki
DNA polimorfizmini belirlemede yaygin olarak kullanilirlar. Molekiiler markor
teknikleri, bitkiden alinacak ¢ok az miktarda dokudan elde edilen DNA ile biitiin bir
genomun analizini miimkiin kilmasi, genellikle yetistirme sartlarinin markorin
ifadesini etkilememesi gibi bir¢ok {istiinliikleriyle, son yillarda gen kaynaklarinin
karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bodylece bitki genetik
kaynaklar1 daha dogru ve kesin bir sekilde karakterize edilmeye baslanmistir. Ancak
bu markor sistemlerinin morfolojik markérlere alternatif degil, onlarin tamamlayicisi
olarak ele alinmasi daha biitiinsel bir yaklasim olacaktir. Ortaya konan genetik
farkliliklar yapilacak 1slah c¢alismalarinda, melezlemede kullanilacak ebeveynlerin
seciminde yardimci olacaktir. Melezlemede kullanilacak ana ve babanin genetik
ozelliklerinin bilinmesi, elde edilecek olan melez bireylerin performanslarini tahmin

etmede kullanilacaktir. Boylece, seleksiyon siiresinin 6nemli derecede azalmasi



saglanacak ve yliksek 6neme sahip genetik kaynaklar koruma altina alinabilecektir
(Giilsen ve Mutlu 2005).

Ulkemizde ve dut yetistiriciligi yapilan diger iilkelerde dutta DNA markor
caligmalarina pek fazla rastlanmazken, Cin ve Hindistan’da olduk¢a fazla DNA
markor calismalart yapilmistir (Awasthi ve ark. 2004, Chatterjee ve ark. 2004,
Vijayan 2003, Vijayan ve Chatterjee 2003, Vijayan ve ark. 2005, Zhao ve ark. 2005,
Zhao ve ark. 2006, Prasanta ve ark. 2008 ).

Dutlarda daha once yiiriitiilen genetik karakterizasyon ¢aligmalarinda ISSR ve
RAPD markor tekniklerinin yogun olarak kullanildigi goriilmektedir (Aggarwal ve
ark. 2004, Bhattacharya ve Ranade 2001, Zhao ve ark. 2007a, Vijayan ve ark. 2004b,
Vijayan ve ark. 2004a, Awasthi ve ark. 2004, Vijayan ve Chatterjee 2003, Vijayan
2003).

Gen kaynaklarinin daha etkili bir sekilde kullanilabilmesini saglamak igin dut
ve benzeri tiirlerin genetik karakterizasyonu iizerine yiiriitiilen ¢aligmalar biiyiik
Oneme sahiptir.

45 dut genotipinde AFLP markor yontemi kullanilarak genetik cesitlilik test
edilmistir. Kullanilan primer kombinasyonu basina 110 markor elde edilmistir.
Markorler 35-500 baz ¢ifti arasinda biiyiikliik gostermistir. Genetik benzerlik
katsayist 0.58-0.99 arasinda deger alirken, olusturulan dendogramda 4 ana grup
olusmustur (Sharma ve ark. 2000).

Bhattacharya ve Ranade (2001), RAPD ve DAMD (Directed Amplification of
Minisatellite DNA) yontemlerini kullanarak dutlarin genetik ¢esitliligini analiz
etmislerdir. Calismada kullanilan 9 dut ¢esidinde genetik farkliliklar tespit edilmistir.
Cesitler arasindaki genetik farkliliklar tespit etmede 23 RAPD ve 3 DAMD primeri
kullanilmis, bu primerlerden toplam 200 markor elde edilmistir. Triploid dut gesitleri
RAPD markorleri ile birbirlerine ¢ok yakin bulunmustur. RAPD markairlerinin
%85’1 ile DAMD markdérlerinin % 91°1 dut ¢esitlerinde polimorfizm gostermistir.

Japonya ve Hindistan’dan temin edilmis 18 dut genotipi arasindaki akrabalik
iligkilerinin incelendigi c¢alismada, 15 ISSR ve 15 RAPD primeri kullanilmistir.
RAPD primerleri ile %71.78 polimorfizm elde edilirken, ISSR primerleri ile de
%81.13 polimorfizm elde edilmistir. Genetik benzerlik katsayist ve dendogram,

genotipler arasinda 6nemli bir benzerligin bulundugunu goéstermistir. Bunun yaninda,



kullanilan DNA markérleri bu genotipleri cografi orijinlerine ve ait olduklar tiirlere
bagli olarak iki ana gruba ayirmistir (Vijayan 2003).

Hindistan’mn 6 farkli bolgesinden temin edilen 11 dut ¢esidinin genetik
akrabaliklar1 ISSR markorleri ile arastirilmistir. Genetik akrabalik uzakligi, en diisiik
0.053’ten baglamis, en yiiksek 0.431°e kadar ulasmistir. Soy agaci analizinde ise 3
ana grup olusmustur (Vijayan ve Chatterjee 2003).

Mikrosatellit ~ markorleri  ile Morus  indica  tiriiniin ~ genetik
karakterizasyonunun yapildigi calismada, kullanilan markérler yiiksek oranda
polimorfik bulunurken, elde edilen veriler sonucunda kullanilan markérlerin dutun
molekiiler sistematiginde ve gen kaynaklarinin karakterizasyonunda etkili bir sekilde
kullanilabilir oldugu belirlenmistir (Aggarwal ve ark. 2004).

12 kiiltiir ve 3 yabani dut tiiriinlin genetik iliskilerinin incelendigi bir
calismada, 19 RAPD primerinin kullanilarak 500-3000 baz ¢ifti uzunlugunda degisen
128 farkli markor elde edilmistir. Elde edilen bu markérlerin 119’unun (%92)
polimorfik oldugu saptanirken, primer basina ortalama 6.26 markor elde edilmistir.
ISSR analizinde ise 93 polimorfik markaor elde edilirken, primer basina 23.25 markor
diismiistiir. Elde edilen sonuglar incelendiginde RAPD ve ISSR markorleri dut
genetik  kaynaklarinin analizinde ve gen havuzlarinin karakterizasyonunda
kullanilabilir bulunmusgtur (Awasthi ve ark. (2004).

Hindistanda yapilan bir caligmada 6 farkli bolgeden secilen 29 Morus
laevigata tipi 6nceden belirlenmis 13 RAPD primeri ile analiz edilmistir. Calismada
13 RAPD primerinden toplam 71 bant elde edilmis ve bu bantlardan % 94 gibi bir
polimorfizm saglanmistir (Chatterjee ve ark. 2004).

Yapilan bir ¢alismada, 17 RAPD ve 11 ISSR primeri kullanilarak dut
cesitlerinin genetik iliskileri analiz edilmistir. RAPD ve ISSR primerleri, gesitler
igerisinde %75 polimorfizm olusturmuslardir. Genetik benzerlik katsayilar1 RAPD
markorleri i¢in 0.645-0.887 arasinda elde edilirken, ISSR markoérlerinde ise 0.600-
0.873 arasinda degismistir. Elde edilen markorler ile olusturulan dendogramda 3 ana
grup (az verimliler, orta verimliler ve ¢ok verimliler) olusturulmustur (Vijayan ve

ark. 2004a).



Vijayan ve ark. (2004b), 19 dut genotipinde yapmis olduklari karakterizasyon
caligmasinda 15 ISSR ve 15 RAPD primeri kullanmislar ve 15 ISSR primerinden
%86 ve 15 RAPD primerinden %78 polimorfizm elde etmislerdir.

Hindistan’mn iki farkli bolgesinden toplanmis 16 yabani dut genotipinin (M.
serrata Roxb) genetik cesitliliginin, kiiltiirii yapilan cesitlerle karsilastirildig
calismada, genotipler morfolojik, agronomik ve genetik 6zellikleri bakimindan analiz
edilmistir. Genotipler arasindaki DNA markérleri morfolojik ozelliklere benzer
sekilde cesitlilik gostermistir. 17 ISSR primerinden toplam 95 DNA markorii elde
edilmis, populasyon igerisinde bu markérlerin 51°i (%67’s1) polimorfik bulunmustur.
Elde edilen dendogramda 16 populasyon 3 grupta toplanmistir. Olusan 3 grup,
cografik uzakliklartyla iliskili bulunmustur (Vijayan ve ark. 2004c).

Bhattacharya ve ark. (2005), 27 dut ¢esidinin ISSR, DAMD ve RAPD markor
yontemlerini kullanilarak karakterizasyonunu yapmislardir. Calisma sonucunda
toplam 58 DAMD, 39 ISSR ve 235 RAPD markarii elde edilmistir.

3 farkli dut tiirtine ait 48 tipte yapilan bir ¢alismada, AFLP markor teknigi
kullanilmisg, analiz edilen dut tiplerinde yiiksek polimorfizm belirlenmistir. Genetik
benzerlik katsayisi tiirlerde 0.845 (Morus bombycis), 0.884 (Morus alba) ve 0.849
(Morus latifolia) olarak bulunmustur (Botton ve ark. 2005).

Hindistan’in farkli bolgelerinden toplanan 34 dut genotipi, ISSR teknigini
kullanilarak genetik iligkileri incelenmistir. Kullanilan 12 ISSR primerinin
olusturdugu 72 markor ile yiliksek oranda polimorfizm (%94.4) elde edilmistir.
Genotipler arasindaki soyagaci analizleri farkliliklar1t UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean) analiz metoduyla hesaplanmistir. Genetik
farklilk katsayisi 0.111 ile 0.692 arasinda degismis ve 6 gruptan olusan bir
dendogram meydana gelmistir (Vijayan ve ark. 2005).

Mikrosatellit markor gelistirmek amaciyla yapilan ¢aligmada, 20 SSR primeri
tasarlanirken bu primerler 27 dut genotipinde test edilmis ve 20 primerin 10 tanesi
polimorfik bulunmustur. Primerler ile yapilan karakterizasyonda primer basina 4.9
allel tespit edilmistir (Zhao ve ark. 2005).

Venkateswarlu ve ark. (2006), RAPD, ISSR ve SSR markor tekniklerini
kullanarak dutta ilk genetik baglant1 haritasini1 ¢ikarmaya ¢alismiglar ve 100 RAPD,
42 ISSR ve 9 SSR primeri ile toplamda 517 markor elde etmislerdir.



4 farkli Morus tiiriine ait 20 dut genotipinde, 17 ISSR primeri kullanilarak
toplam 114 markor elde edilmistir. Bu markorlerin 98’1 (%85.96) polimorfik
bulunurken, Morus serrata Roxb. i¢in 7, Morus serrata Roxb. ve Morus macroura
Mig. i¢in 1 bant monomorfik bulunmustur. Genetik farklilik katsayis1 genotiplerde
0.078-0.530 degerleri arasinda degisirken, tiirler arasinda ise 0.168-0.465 degerleri
arasinda yer almistir. Elde edilen markarlerle olusturulan dendogram da 3 ana grup
olmustur (Vijayan ve ark. 2006).

Zhao ve ark. (2007a) tarafindan Cin’in farkli ekolojilerinden se¢ilmis 8 dut
populasyonunun genetik iligkileri ve populasyonun yapisi arastirilmistir. ISSR
markor tekniginin kullanildigr ¢alismada 20 primer tarafindan 83 markor elde
edilmis, bunun 50’si (%60.24) polimorfik bulunmustur. Polimorfizm bilgi igerigi
(PBI) 0.146 olarak hesaplanmistir. 8 dut populasyonu arasinda genetik farklilik
katsayis1 0.844- 0.964 arasinda degismistir.

ISSR ve SSR markdérleri kullanilarak dutlarda genetik gesitliligin arastirildigi
calismada, genetik ¢esitlilik ve dutlar arasindaki iliskinin yaninda, kullanilan SSR ve
ISSR tekniklerinin etkinlikleri de karsilastirilmistir. SSR markérleri daha yiiksek
oranda polimorfizm ve daha genis bir bilgi saglanmistir. Ayn1 markorler ile elde
edilen genetik farklilik degerleri analiz edildiginde yabani tiirlerin kiiltiire alinmis
olanlardan daha yiiksek oranda genetik farkliliga sahip oldugu bulunmustur. Kiiltiirel
islemlerin SSR ve ISSR markoérleri tarafindan analiz edilen yabani dut tiirlerinde
genetik cesitliligin kaybina neden oldugu disiiniilmiistiir. Tiim genotipler icin SSR
ile elde edilen genetik benzerlik katsayist 0.613 iken ISSR’da bu katsay1 0.767
olmustur. Birka¢ farklilik disinda, tiim markorler igin dendogramda yiiksek bir
benzerlik goriilmistiir. Bu calisma ile yabani ve kiiltiire alinmis dut tiirlerinin,
UPGMA metodu kullanilarak elde edilen ISSR ve SSR soy agaci analizi ile genetik
yakinliklar1 tespit edilmistir (Zhao ve ark. 2007b).

Kafkas ve ark. (2008), 43 dut tipinin 8 AFLP primer kombinasyonunu
kullanarak karakterizasyonunu yapmislardir. Toplamda 416 markor elde edilmis,
bunun 337 tanesi polimorfik bulunmustur. AFLP primerlerinin ayirma giicii 0.410-
0.942 arasinda degismistir. Polimorfizm bilgi igerigi ise 0.662-0.898 arasinda

bulunmustur.



Yapilan bir ¢alismada, 18 dut genotipinde genetik c¢esitlilik ve genetik
benzerlikler aragtirilmistir. 14 ISSR primerinin kullanildigi ¢alismada, tiim primerler
% 100 polimorfik bulunmus olup toplamda 85 bant olusmustur. Elde edilen bantlarin

biiyiikliigii 450-6200 baz cifti arasinda degismistir (Prasanta ve ark. 2008).



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Denemede kullanilan genotipler

Denemede materyal olarak, Tiiremis ve ark. (2004) tarafindan Dogu Anadolu
ve Akdeniz bélgelerinden segilmis olan, Selguk Universitesi, Atatiirk Universitesi
Ispir Meslek Yiiksek Okulu ve Cukurova Universitesi koleksiyon bahgelerinde
muhafaza edilen dut genotipleri kullanmilmistir. Denemede kullanilan 21 dut
genotipinin tiirli, genotip isimleri, degerlendirilme sekilleri, segildikleri yerler ve

temin edildikleri genetik kaynaklari Cizelge 3.1’de sunulmustur.



Cizelge 3.1 Denemede Kullanilan Dut Genotipleri ile Alindiklart Genetik Kaynaklar

Degerlendirme Genotiplerin Genotiplerin
Kod No Genotiplerin Bulundugu Kaynaklar
Sekli Secildigi Yerler Tiiri

23- Mrk-09 Sofralik Konya, Selcuk Universitesi Elaz1g, Merkez Morus alba L.
25- Uz-05 Sofralik Konya, Selguk Universitesi Erzurum, Uzundere Morus alba L.
25- Uz-08 Sofralik Konya, Selguk Universitesi Erzurum, Uzundere Morus alba L.
25- 1s-204 Sofralik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
24- Ke-09 Kurutmalik Konya, Selcuk Universitesi Erzincan, Kemaliye Morus alba L.
24- Ke-10 Kurutmalik Konya, Selguk Universitesi Erzincan, Kemaliye Morus alba L.
25- Is-146 Kurutmalik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- 1s-147 Kurutmalik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- Uz-01 Pekmezlik Konya, Selcuk Universitesi Erzurum, Uzundere Morus alba L.
25- Uz-10 Pekmezlik Konya, Selguk Universitesi Erzurum, Uzundere Morus alba L.
25- Uz-18 Pekmezlik Konya, Selcuk Universitesi Erzurum, Uzundere Morus alba L.
25- 1s-110 Pekmezlik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- Is-112 Pekmezlik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- 1s-123 Pekmezlik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- 1s-203 Pekmezlik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- 1s-205 Pekmezlik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25- Is-206 Pekmezlik Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus alba L.
25-To -04 Pekmezlik Konya, Selcuk Universitesi Erzurum, Tortum Morus alba L.
25- Is- 08 Meyve Suyu Ispir, Atatiirk Universitesi Ispir MYO Erzurum, Ispir Morus nigra L.
01- Ka- D1 Siralik Adana, Cukurova Universitesi Adana, Balcali Morus nigra L.
01- Ka- D2 Siralik Adana, Cukurova Universitesi Adana, Balcali Morus nigra L.

3.1.2.Denemede kullamlan genotiplerin ozellikleri

Denemede kullanilan 21 genotip degerlendirileme ve tiiketim sekillerine gore

5 grupta toplanmistir. Buna gore genotiplerin meyve 6zellikleri agagida sunulmustur.

3.1.2.1. Sofralik genotipler

23-Mrk-09: Ortalama meyve agirhigi 3.95 g, SCKM’si %22.4 olan ve
sofralik olarak degerlendirilen genotip, Elazig ili merkezinden selekte edilmis olup,
Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait koleksiyon

parselinde bulunmaktadir.



25-Uz-05: Ortalama meyve agirligi 4.18 g, SCKM’si %19.1 olan ve sofralik
olarak degerlendirilen genotip, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-Uz-08: Ortalama meyve agirligi 3.70 g, SCKM’si %20.2 olan ve sofralik
olarak degerlendirilen genotip, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge Bitkileri
Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-204: Ortalama meyve agirligi 3.90 g, SCKM’si %21.6 olan ve sofralik
olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek Okulu’na

ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

3.1.2.2. Kurutmalik genotipler

24-Ke-09: Ortalama meyve agirhgr 2.25 g, SCKM’si %25.73 olan ve
kurutmalik olarak degerlendirilen genotip, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

24-Ke-10: Ortalama meyve agirhigi 2.42 g, SCKM’si %24.9 olan ve
kurutmalik olarak degerlendirilen genotip, Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Bahge Bitkileri Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-146: Ortalama meyve agirlign 2.28 g, SCKM’si %25.2 olan ve
kurutmalik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek
Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-147: Ortalama meyve agirlign 3.19 g, SCKM’si %23.9 olan ve
kurutmalik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek

Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.



3.1.2.3. Pekmezlik genotipler

25-Uz-01: Ortalama meyve agirhgr 3.69 g, SCKM’si %24.3 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Selcuk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii'ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-Uz-10: Ortalama meyve agirhgr 3.69 g, SCKM’si %20.4 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii'ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-Uz-18: Ortalama meyve agirhgr 4.14 g, SCKM’si %22.6 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Bolimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-110: Ortalama meyve agirhg 3.88 g, SCKM’si %21.8 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek
Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-is-112: Ortalama meyve agirlign 2.95 g, SCKM’si %21.4 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek
Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-123: Ortalama meyve agirhg 3.57 g, SCKM’si %23.7 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek
Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-203: Ortalama meyve agirligi 3.68 g, SCKM’si % 19.5 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek
Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-205: Ortalama meyve agirlign 3.79 g, SCKM’si %21.5 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek
Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

25-1s-206: Ortalama meyve agirlign 4.28 g, SCKM’si %21.9 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek

Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.



24-T0-04: Ortalama meyve agirhgr 3.68 g, SCKM’si %23.8 olan ve
pekmezlik olarak degerlendirilen genotip, Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce

Bitkileri Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

3.1.2.4. Meyve suyuna islemeye uygun genotipler

25-1s-08: Ortalama meyve agirligi 3.02 g, SCKM’si %15.5 olan ve meyve
suyuna islemeye elverisli genotip Atatiirk Universitesi Ispir Meslek Yiiksek

Okulu’na ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

3.1.2.5. Sirahiga uygun genotipler

01-Ka-D1: Ortalama meyve agirligr 3.80 g, SCKM’si 9%19.3 olan ve siralik
olarak degerlendirilen genotip, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkiler: Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

01-Ka-D2: Ortalama meyve agirligr 4.14 g, SCKM’si %15.3 olan ve siralik
olarak degerlendirilen genotip, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge

Bitkiler: Boliimii’ne ait koleksiyon parselinde bulunmaktadir.

3.2. Metot

Bu arastirma 2008 yilinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce

Bitkileri Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuarinda yiiriitiilmiistir.



3.2.1. Yaprak érneklerinin alinmasi ve muhafazasi

Arastirmada, DNA izolasyonu i¢in dut genotiplerinin yar1 a¢ilmis geng
yapraklar1 kullanilmistir. Geng yapraklarin kullanilma nedeni, yashi yapraklarda
DNA ile birlikte izole edilen bilesiklerden 6zellikle fenoller ve bunlarin oksidasyon
iriinleri ile orta lamel ve hiicre duvarindan sentezlenen polimerik karbonhidratlarin
DNA’ya baglanarak birlikte izole edilmesi suretiyle ve DNA’nin safligin1 bozmasidir
(Do ve Adams 1991, Doyle ve Doyle 1988, Fang ve ark 1992). Bu nedenle fenollerin
ve polimerik karbonhidratlarin daha az bulundugu siirgiin uclarindaki 2-3 geng
yaprak alinmistir. Alinan yaprak ornekleri saf su ile yikandiktan sonra kese kagitlari
icerisine konulmus ve buz kaliplarinin destegiyle kopiik kutu icerisinde ¢alismanin
yapilacagi Cukurova Universitesi’ne gotiiriilmiistiir. Alinan yaprak ornekleri -85°C

sicaklikta derin dondurucuda muhafaza edilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Bu arastirmada Doyle ve Doyle ’nin (1987) gelistirdigi ve Kafkas ve ark.’nin
(2005) modifiye ettigi CTAB yontemi denenmis, ancak fenollerin DNA’dan
uzaklagtirilmasi saglanamamistir. Bu nedenle DNA izolasyonu i¢in Thermo firmasi
tarafindan gelistirilen Kingfisher mL adli DNA izolasyon makinesi (Sekil 3.2) ve bu
makineye ait NucleoMagPlant_KFmL DNA izolasyon kiti kullanilmustir.



Sekil 3.1 Thermo Kingfisher mL DNA Izolasyon Makinesi

DNA izolasyonu yapilacak yaprak ornekleri seramik havan igerisinde sivi
azot ile ezildikten sonra 10 mg yaprak tozu tartilarak 2 ml’lik tiiplere konulmus ve
tizerlerine 900 pl lysis tampon ¢ozeltisi eklenerek bir saat 65°C’de su banyosunda
bekletilmistir. Su banyosunda ¢ikarilan tiiplere 600 pl 1:24 oraninda hazirlanmig
kloroform: izoamil alkol ¢ozeltisi eklenerek oda sicakliginda 15 dk bekletildikten
sonra 15 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi temiz kisimlar
tiiplerden alinarak NucleoMagPlant KFmL DNA izolasyon kiti geregince A tiipiine
aktarilmis ve bundan sonra makine sirayla B, C, D ve E tiiplerinde (Sekil 3.2)

calkalama islemleri gergeklestirerek DNA izolasyonunu tamamlamistir.

Tiip | Tiiplerin Icerigi Miktar (ul)
Lysis Cozeltisi 400

A Manyetik Pargaciklar | 30
Baglayic1 Cozelti 400

B Yikama Cdzeltisi 600

C Yikama Cozeltisi 600

D % 80 Etil Alkol 600

E Yikama Cozeltisi 100

Sekil 3.2 NucleoMagPlant_ KFmL DNA  Cizelge 3.2 NucleoMagPlant_ KFmL
[zolasyon Kiti Tiipleri DNA izolasyon Kiti Tiiplerinin Icerigi



3.2.3. DNA Konsantrasyonlarmin Belirlenmesi

PCR esasli DNA molekiiler markor teknikleri ile calisirken kullanilan DNA
konsantrasyonlart biiyiik Oneme sahiptir. Bu nedenle her bir genotipin PCR
reaksiyonunda kullanilacak DNA miktarinin iyi ayarlanmas: gerekmektedir. Bu
arastirmada dut genotiplerinin  DNA konsantrasyonu, %0.8’lik agaroz jelde
konsantrasyonu belli A DNA ile Kkarsilastirilmasi suretiyle belirlenmistir. DNA
konsantrasyonunun belirlenmesi igin her bir 6rnek i¢in toplam hacmi 20 pl olacak
sekilde 2 pl stok DNA, 4 ul jel yiikleme boyasi ve 14 ul saf su konularak 6rnekler
hazirlanmigtir. Hazirlanan 6rneklerden 10 pl’si, %0.8 konsantrasyondaki agaroz jel
tizerinde hazirlanmis yuvalara yerlestirilmis ve elektroforezde 90 voltta 45 dakika
stireyle ayristirilmistir. UV jel goriintiileme cihazi yardimiyla elde edilen DNA
yogunluklar: konsantrasyonu belli A DNA’lar (25ng-50ng-100ng) ile karsilastirilarak
belirlenmistir. Boylece her bir genotipten elde edilen stok DNA miktar1 tahmin
edilmistir.

Stok DNA konsantrasyonlar: esas alinarak, PCR analizleri igin her bir DNA
orneginin konsantrasyonu 5ng/ul olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.4. RAPD Analizleri

RAPD analizleri Williams ve ark.’nin (1990) gelistirdigi ve Kafkas ve ark’nin
(2006) modifiye ettigi yonteme gore yapilmigtir. RAPD tekniginde PCR, sicaklik ve
dongli kosullart Cizelge 3.3’de verilmistir. RAPD reaksiyonunda kullanilan
kimyasallar Cizelge 3.4’de verilmistir. PCR reaksiyonlar1 25 upl hacimde

hazirlanmistir.



Cizelge 3.3 RAPD Tekniginin Uygulanmasinda PCR, Sicaklik ve Dongii Kosullar:

islem Sicakhk (°C) | Siire (sn) | Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 120 1
Denatiirasyon 94 45

Primerin DNA’ya baglanma sicakligi | 36 60 35

Uzama safhast 72 120

Son uzama safhasi 72 300 1

Cizelge 3.4 RAPD- PCR Reaksiyonunda Kullanilan Kimyasallar

PCR Bilesenleri Konsantrasyonlar
Tris- HCI pH=8.8 75 mM
(NH,4),SO, 20 mM
Tween 20 %0.1
MgCI2 2mM
dATP 100 uM
dcTP 100 uM
dGTP 100 uM
dTTP 100 pM
ISSR Primer 0.2 uM
Tag DNA Polimeraz 1.0 tnite
DNA 10 ng

Dut genotiplerinin  karakterizasyonunda

kullanilmak {zere

‘Operon

Technologies’ firmasi tarafindan iiretilen ve daha 6nce dut calismalarinda yiiksek

polimorfizm gosteren 20 RAPD primeri (Cizelge 3.5) secilerek bu calismada

kullanilmastir.



Cizelge 3.5 Calismada Kullanilan RAPD Primerlerinin Niikleik Asit Dizilimleri, Baz
Sayilar1 ve DNA’ya Baglanma Sicakliklart

DNA’ya Baglanma

Primer Kodu Niikleik Asit Dizilimi (5°-3) Baz sayisi
Sicakliklar1 (°C)

OP-B01 GTTTCGCTCC 10 36
OP-B02 TGATCCCTGG 10 36
OP-B03 CATCCCCCTG 10 36
OP-B08 GTCCACACGG 10 36
OP-G02 GGCACTGAGG 10 36
OP-G03 GAGCCCTCCA 10 36
OP-G04 AGCGTGTCTG 10 36
OP-G05 CTGAGACGGA 10 36
OP-G08 TCACGTCCAC 10 36
OP-G10 AGGGCCGTCT 10 36
OP-G11 TGCCCGTCGT 10 36
OP-G12 CAGCTCACGA 10 36
OP-G13 CTCTCCGCCA 10 36
OP-G14 GGATGAGACC 10 36
OPA-01 CAGGCCCTTC 10 36
OPA-02 TGCCGAGCTG 10 36
OPA-04 AATCGGGCTG 10 36
OPA-06 GGTCCCTGAG 10 36
OPA-12 TCGGCGATAG 10 36
OPA-13 CAGCACCCAC 10 36

21 dut genotipinin karakterizasyonu asamalarinda elde edilen PCR fiiriinleri
1x TBE tampon ¢ozeltisi icerisinde (89 mM Tris-HCI, 89 mM borik asit, 20 mM
EDTA) %1.8’lik agaroz jelde yatay elektroforezde kosturulduktan sonra etidyum
bromit ile boyanmis ve UV altinda fotograflari ¢ekilmistir. Elde edilen DNA
bantlarinin biiytikliikleri A DNA’nin EcoRI ve Hindlll kesim enzimleri ile hazirlanan
ve ticari olarak satilan DNA’s1 (Sekil 3.4) kullanilarak hesaplanmuistir.



3.2.5. ISSR Analizleri

ISSR analizleri Zietkiewicz ve ark.’nin (1994) gelistirdigi ve Kafkas ve
ark’nin  (2006) modifiye ettigi yonteme gore yapilmistir. ISSR analizlerinde
kullanilan PCR dongii kosullari ise Cizelge 3.6’de verilmistir. Bu yonteme gore ISSR
reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari Cizelge 3.7’de

verilmistir. PCR reaksiyonlari toplam 25 ml hacimde yapilmustir.

Cizelge 3.6 ISSR Tekniginin Uygulanmasinda PCR, Sicaklik ve Dongii Kosullar:

islem Sicakhk (°C) | Siire (dk) | Dongii sayisi
On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 1

Primerin DNA’ya baglanma sicakligir | 40-60 1 40

Uzama safhasi 72 2

Son uzama safhasi 72 7 1

Cizelge 3.7 ISSR-PCR Reaksiyonunda Kullanilan Kimyasallar

PCR Bilesenleri Konsantrasyonlar
Tris- HCI pH=8.8 75 mM
(NH,4)2SO, 20 mM
Tween 20 %0.1
MgCI2 2mM
dATP 100 uM
dCcTP 100 uM
dGTP 100 uM
dTTP 100 uM
ISSR Primer 0.2 uM
Taq DNA Polimeraz 1.0 tinite

DNA 10 ng



Dut genotiplerinin karakterizasyonunda kullanilmak iizere icin UBC
(University of British Columbia) tarafindan iiretilen ve daha 6nce dut ¢alismalarinda
yiiksek polimorfizm gosteren 11 ISSR primeri segilerek bu ¢alismada kullanilmistir
(Cizelge 3.8). Bu primerlerin niikleik asit dizilimleri farkli oldugu i¢in kalip DNA’ya
yapisma sicakliklari da (annealing) farkhdir. Bu sicakliklar Kafkas ve ark. (2006)
tarafindan yapilan bir calismada belirlenmistir.

DNA’ya Baglanma

Primer Kodu Niikleik Asit Dizilimi (5°- 3°) Baz sayisi
Sicakliklar (°C)

UBC-807 AGA GAG AGA GAG AGAGT 17 50
UBC-808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 17 52
UBC-809 AGA GAG AGA GAG AGA GG 17 52
UBC-810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 50
UBC-811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 17 52
UBC-812 GAG AGA GAG AGA GAG AC 17 50
UBC-826 ACA CAC ACACACACACC 17 52
UBC-827 ACA CAC ACACAC ACACG 17 52
UBC-835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 54
UBC-861 ACC ACC ACC ACC ACC ACC 18 54
UBC-881 GGG TGG GGT GGG GTG 18 60

Cizelge 3.8 Calismada Kullanilan ISSR Primerlerinin Niikleik Asit Dizilimleri,
Niikleik Asit Sayilar1 ve DNA’ya Baglanma Sicakliklari

21 dut genotipinin karakterizasyonu asamalarinda elde edilen PCR iiriinleri
1x TBE tampon ¢ozeltisi icerisinde (89 mM Tris-HCI, 89 mM borik asit, 20 mM
EDTA) %1.8’lik agaroz jelde yatay elektroforez edildikten sonra, etidyum bromit ile
boyanmis ve UV altinda fotograflari gekilmistir. Elde edilen DNA bantlarinin
biiytiklikkleri A DNA’nin EcoRI ve Hindlll kesim enzimleri ile hazirlanan ve ticari
olarak satilan DNA’s1 kullanilarak hesaplanmistir. Bu DNA’nin bant biiytiklikleri
sirast ile 564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3520, 4268, 4973, 5148 ve 21226
baz ¢ifti seklindedir (Sekil 3.3).



b ng/0.5ng

— 21226* 218.8

L3 5%
— 4268 440
— 3530 364

3 195

%

438

10.6
103

73

39
3.3
28

Sekil 3.3 L DNA’nin EcoRI ve Hindlll
Kesim Enzimleri ile Hazirlanan
DNA’s1

3.2.6. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan ISSR ve RAPD primerlerinin polimorfizm oranlar,

primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarinin, toplam bant sayisina boliiniip

100 ile ¢arpilmast ile bulunmustur.

Polimorfizm Orani (%) = Polimorfik Bant Sayis1 / Toplam Bant Sayis1 x 100

3.2.7. Primerlerin Polimorfizm Bilgi I¢eriklerinin (PBI) Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin polimorfizm bilgi igerikleri (PBI) Smith ve

ark.’na (1997) gore asagidaki formiil yardimiyla belirlenmistir. Buna gore, oncelikle

polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok (0) olan bantlarin sayilar: belirlenmistir.

Daha sonra bu bantlarin ayr1 ayri frekanslari hesaplanmistir. Formiile gére Pi, i

bandinin frekansidir.

PBi=1-3XPi?




3.2.8. Primerlerin Ayirma Giiglerinin Belirlenmesi

Calismada primerlerin ayirma giigleri Prevost ve Wilkinson (1999) tarafindan
gelistirilen asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir. Formiildeki p, | bandinin 21
genotipteki oranidir.

Ayirma giicii = X Ib burada
Ib=1-(2x]05-p]|)

3.2.9. Soyagaci Analizleri

RAPD ve ISSR amplifikasyon iiriinleri var (1) ya da yok (0) seklinde
degerlendirilmis ve elde edilen veriler NTSYSpc 2.1 (Rohlf 2004) adli bilgisayar
paket programinda analiz edilmistir. Her bir markor tekniginden elde edilen veriler
ayrt ayr1 degerlendirildigi gibi birlikte de degerlendirilmistir. Genetik benzerlik
indeksi NEI72’e gore hesaplanmistir. Soyagacinin elde edilmesinde UPGMA

yontemi kullanilmastir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1. RAPD Analizleri

Calismada kullanllan 20 RAPD primeri, daha &nce dutta yapilan
karakterizasyon c¢alismalarinda yiliksek polimorfizm gostermis olan RAPD
primerlerinden seg¢ilmistir. Calisma sonucunda 20 RAPD primerinden toplamda 173
bant elde edilirken, bunun 157’sinin (%90.75) polimorfik, 16 bandin ise monomorfik
oldugu ve bu bantlarin biylkliiklerinin 400-2200 bg biiyiikliigiinde degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir. Kullanilan 20 RAPD primerinin 7’si tamamen
monomorfik bant tiretmistir. Kullanilan 20 RAPD primerinin en fazla bant lireteni 14

bant ve %100 polimorfizm ile OPA-04 olmustur.

OPA- 04
-

-1~2 SR RRERRGE R BRI O8] O SHME 1251 301 4R 52161817 81 8R1O0R20821

Sekil 4.1 OPA-04 Numarali RAPD Primerinin 21 Dut Genotipindeki Amplifikasyon
Goriintiisii. Strastyla Genotipler; 1. 25-Uz-01, 2. 25-Uz-10, 3. 25-Uz-18 4. 25-Is-110
5. 25-Is-112 6. 25-1s-123 7. 25-1s-203 8. 25-1s-205 9. 25-1s-206 10. 25-T0-04 11. 24-
Ke-09 12. 24-Ke-10 13. 25-1s-146 14. 25-1s-147 15. 23-Mrk-09 16. 25-Uz-05 17. 25-
Uz-08 18. 25-1s-204 19. 01-Ka-D1 20. 01-Ka-D2 21. 25-is-08

Sekil 4.1’de goriildiigii gibi, OPA-04 RAPD primerinin 21 dut genotipinde
yapilan PCR amplifikasyonu sonucu 14 bant olusmustur ve bu bantlarin tamami
polimorfik ¢ikmistir. Elde edilen bantlarin biiyiikliiklerinin 500-1550 bg¢ arasinda

oldugu bulunmustur.



4.1.1. Dut Genaotiplerinin, RAPD Yontemi ile Karakterizasyonunda Polimorfizm

ve Ayirma Giicii

Elde edilen PCR amplifikasyon f{iriinlerinden ¢ok giiclii ve belirgin olan
bantlar dikkate alinarak var (1) ve yok (0) seklinde degerlendirme yapilmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant
sayilar1 (PBS), polimorfizm oran1 (PO) ve polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve
ayirma giicii (AG) degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Calismada kullanilan 20 RAPD primeri degerlendirildiginde 173 bant elde
edilirken, bunun 157’si polimorfik bulunmus, primer basina diisen toplam bant sayis1
4-13 (ortalama 8.65) arasinda degismistir. Elde ettigimiz primer basina ortalama bant
degeri (8.65 adet) Vijayan (2003), Vijayan ve ark. (2004), Chatterjee ve ark. (2004),
Bhattacharya ve Ranade (2001) ile Awasthi ve ark. (2004)’nin elde ettikleri
sonuclardan yiiksek bulunmustur.

Primer basina diisen polimorfik bant sayis1 4-13 arasinda (ortalama 7.85)
degiskenlik gostermistir. Toplam bant sayilar1 bakimindan OPA-04 primeri en
yiiksek sayida (13 adet), OPB-02 primeri ise en diisiik sayida (4 adet) bant {iretmistir.
Polimorfik bant sayilar1 bakimindan OPA-04 primeri en yiiksek sayida (13 adet),
OPB-02 primeri ise en diisiik sayida (4 adet) bant iiretmistir. Bu ¢alismada OPA-01
ve OPA-02 primerlerinden 9 bant elde edilirken, OPA-01 primerinin 8 bandi ve
OPA-02 primerinin de tiim bantlari monomorfik bulunmustur.

Primerlerin polimorfizm orant %91.63 olarak hesaplanirken, dutta yapilan
diger calismalara baktigimizda, elde etmis oldugumuz sonug, Vijayan (2003),
Bhattacharya ve Ranade (2001)’nin elde ettikleri sonuglardan yiiksek; Chatterjee ve
ark. (2004) elde ettigi sonugtan (%94) ise diisiik c¢cikmistir. Kullandigimiz
primerlerden OP-B02, OP-B03, OP-G03, OP-G11, OP-G12, OP-G14, OPA-02,
OPA-04, OPA-06 ve OPA-12 primerleri en yiiksek polimorfizm degerine (%100),
OPA-13 ve OP-G10 primerleri de en diisiik polimorfizm degerine (%75) sahip

olmustur.



Cizelge 4.1 RAPD Primerlerinin PCR Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam
Bant Sayilar1 (TBS), Polimorfik Bant Sayilar1 (PBS), Polimorfizm Orani (PO),
Polimorfizm Bilgi Igerigi (PBI) ve Ayirma Giicii (AG) Degerleri

Primer TBS PBS PO PBi AG
OP-BO1 12 10 83.33 0.566  1.580

OoP-B02 4 4 100.00 0.914  0.523
OP-B0O3 8 8 100.00 0.611  1.023
OP-B08 12 10 83.33 0450 1.761
OP-G02 8 7 87.50 0.871  1.482
OP-G03 9 9 100.00 0.952 1.661

OP-G04 8 7 87.50 0.576  1.537
OP-G05 11 10 90.90 0.525  1.447
OP-G08 6 5 83.33 0.479  1.790
OP-G10 8 6 75.00 0.670  1.571
OP-G11 8 8 100.00 0.804 0.714
OP-G12 6 6 100.00 0539 1.190
OP-G13 9 7 77.77 0.459  1.863
OP-G14 8 8 100.00 0.381 1404
OPA-01 9 8 88.88 0.495 1571
OPA-02 9 9 100.00 0549 1.132
OPA-04 13 13 100.00 0.574  1.113
OPA-06 5 5 100.00 0.883  0.666
OPA-12 8 8 100.00 0.644  0.964
OPA-13 12 9 75.00 0.419  2.052

Toplam 173 157 - - 27.044
Ortalama 8.65 7.85 91.63 0.618 -

Polimorfizm bilgi igerigi (PBI) degeri 0.381-0.952 arasinda degisirken, en
yiiksek deger OP-GO3 primerinden, en disiik ise OP-G14 primerinden elde
edilmistir. Ortalama PBI degeri (0.618), Vijayan (2003)’nin yapmis oldugu
calismanin PBI degerinden yiiksek bulunmustur.

Kullanilan 20 RAPD primerinin ayirma giicii (AG) degerleri incelendiginde
ise toplam ayirma giicli 27.044 olarak hesaplanmis olup, en yiiksek deger 2.052 ile
OPA-13 primerinden en diisik deger de 0.523 ile OP-B02 primerinden elde

edilmistir.



4.1.2. Dut Genotipleri Arasindaki Genetik Iliskinin RAPD Analizi ile

Belirlenmesi

Yapilan soy agaci analiz sonuglarina gore dut genotipleri arasindaki genetik
benzerlik indeksinin 0.45-0.98 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir.
Aragtirmada yer alan tiim dut genotipler arasindaki NEI72 genetik benzerlik
katsayilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

20 adet dut genotipi genetik benzerlik yoniinden incelendiginde, genotipler
arasinda en yakin benzerlik 25-1s-112 ile 25-Is-203 (0.98), 25-is-112 ile 25-1s-205
(0.96), 25-1s-203 ile 25-1s-205 (0.96), 01-Ka-D1 ile 25-Is-08 (0.95), 25-1s-112 ile 25-
[s-123 (0.95), 25-Is-123 ile 25-1s-204 (0.94), 24-Ke-09 ile 25-Uz-05 (0.93), 25-is-
206 ile 25-1s-147 (0.91), 25-Is-205 ile 24-Ke-09 (0.91), 25-is-112 ile 24-Ke-09
(0.90), 24-Ke-09 ile 25-is-203 (0.90), 25-is-206 ile 25-is-146 (0.90), 25-Uz-05 ile
25-1s-205 (0.90) arasinda olmustur. Genetik olarak birbirine uzak genotipler ise 25-
[s-123 ile 24-Ke-10 (0.42), 01-Ka-D1 ile 01-Ka-D2 (0.45), 25-1s-203 ile 24-Ke-10
(0.45), 25-1s-205 ile 24-Ke-10 (0.45), 25-is-112 ile24-Ke-10 (0.46), 24-Ke-09 ile 24-
Ke-10 (0.46), 01-Ka-D2 ile 25-Is-08 (0.46), 25-is-112 ile 01-Ka-D1 (0.47), 25-Is-
204 ile 01-Ka-D1 (0.48), 25-is-123 ile 01-Ka-D1 (0.49), 25-is-203 ile 01-Ka-D1
(0.49) ve 25-1s-205 ile 01-Ka-D1 (0.49) olarak belirlenmistir.

4.1.3. Dut Genotiplerinin Soyagaci1 Analizleri

Yapilan analizler sonucunda tiim dut genotipleri birbirinden ayrilmistir.
Olusturulan soyagacinda 2 ana grup ve bu gruplara bagh alt gruplar olusmustur
(Sekil 4.2). Birinci ana grup 01-Ka-D1 ve 25-Is-08 genotipleri tarafindan
olusturulurken, ikinci ana grup 2 alt gruba ayrilmistir. Alt gruplarin birincisini 24-
Ke-10 genotipi olustururken, geriye kalan 18 genotip ikinci alt grubu olusturmustur.
Ikinci alt grupta genetik benzerlik katsayisi yaklasik 0.73 degerinde 2 alt gruba

ayrimstir.



Soyagacina gore Erzincan ili Kemaliye ilgesinden segilen 24-Ke-10 genotipi
ile Erzurum ili Ispir ilgesinden secilen 25-is-123 genotiplerinin genetik olarak (0.46)
birbirlerine ¢ok uzak olduklar1 bulunmustur. Ayrica genetik olarak birbirine en yakin
(0.98) genotiplerin de Erzurum ili Ispir ilgesinden segilmis 25-1s-112 ile 25-1s-203

genotipleri oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.2 Dut Genotiplerinde RAPD Yo6nteminin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen

Soyagaci



4.1.4. Dut Tiirleri ve Genotipleri Arasinda Saptanan Genetik Benzerlik

Katsayilar:

Calismada elde etmis oldugumuz genetik benzerlik katsayilar1 tablosundan
yararlanilarak hazirlanan gruplandirma tablosu Cizelge 4.3’de verilmistir. Dut
genotipleri arasinda saptanan genetik benzerlik katsayilarinin yaklasik %781 0.699-
0.999 arasinda yer alirken dut tiirleri arasinda ise bu dagilimin yaklasik %32’nin

0.699-0.999 arasinda oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.3 Dut Genotipleri ve Tiirleri Arasinda Olusan Genetik Benzerlik
Katsayilariin Gruplandirilmasi

Genetik Benzerlik Genotipler Arasi Tiirler Arasi
Katsayisi Adet % Adet %
0.999- 1.000 15 7.14 0 0
0.899- 0.900 72 34.28 4 7.40
0.799- 0.800 58 27.61 12 22.22
0.699- 0.700 15 7.14 1 1.85
0.599- 0.600 37 17.61 31 57.40
0.499- 0.000 13 6.19 6 11.11
Toplam 210 100 54 100

4.2. ISSR Analizleri

Calismada kullanmilan 11 ISSR primeri, daha oOnce dutta yapilan
karakterizasyon ¢alismalarinda yiiksek polimorfizm gdsteren primerlerden
secilmigtir. Calisma sonucunda 11 ISSR primerinden toplamda 128 bant elde
edilirken, bunun 124’1 (%96.55) polimorfik, 4 bandin ise monomorfik oldugu ve bu
bantlarin biiytikliiklerinin 520-2200 bg¢ arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir.
Kullanilan 11 ISSR primerinin tamami polimorfik bant iiretirken, UBC-881 no’lu

ISSR primeri %100 polimorfizm ile 21 bant iireterek 6ne ¢ikmustir.



UBC- 810
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Sekil 4.3 UBC-810 Numarali ISSR Primerinin 21 Dut Genotipindeki Amplifikasyon
Goriintiisii. Sirastyla Genotipler; 1. 25-Uz-01, 2. 25-Uz-10, 3. 25-Uz-18 4. 25-1s-110
5. 25-1s-112 6. 25-1s-123 7. 25-1s-203 8. 25-1s-205 9. 25-1s-206 10. 25-T0-04 11. 24-
Ke-09 12. 24-Ke-10 13. 25-1s-146 14. 25-1s-147 15. 23-Mrk-09 16. 25-Uz-05 17. 25-
Uz-08 18. 25-1s-204 19. 01-Ka-D1 20. 01-Ka-D2 21. 25-1s-08

Sekil 4.3’de gorildigi gibi, UBC-810 ISSR primeri 21 dut genotipinde
yapilan PCR amplifikasyonu sonucu 12 bant olugmustur ve bu bantlarmm 11’1
polimorfik ¢ikmistir. Elde edilen markdorlerin biiyiikliikleri 520-1500 bg arasinda
degismistir.

UBC- 807

1 23 4 56 7 89 101112 1314 1516 17 18 19 20 21

Sekil 4.4 UBC-807 Numarali ISSR Primerinin 21 Dut Genotipindeki Amplifikasyon
Goriintiisii. Sirastyla Genotipler; 1. 25-Uz-01, 2. 25-Uz-10, 3. 25-Uz-18 4. 25-1s-110
5. 25-1s-112 6. 25-1s-123 7. 25-1s-203 8. 25-1s-205 9. 25-1s-206 10. 25-T0-04 11. 24-
Ke-09 12. 24-Ke-10 13. 25-1s-146 14. 25-Is-147 15. 23-Mrk-09 16. 25-Uz-05 17. 25-
Uz-08 18. 25-1s-204 19. 01-Ka-D1 20. 01-Ka-D2 21. 25-is-08



Sekil 4.4’de goriildigi gibi, UBC-807 ISSR primerinin 21 dut genotipinde
yapilan PCR amplifikasyonu sonucu 16 bant olugsmustur ve bu bantlarin 15°i
polimorfik ¢ikmustir. Elde edilen markorlerin biiyiiklikleri 520-2100 bg¢ arasinda
degismistir.

4.2.1. ISSR Primerlerinin Polimorfizm ve Ayirma Giicii

Elde edilen PCR amplifikasyon iirlinlerinden ¢ok giiclii ve belirgin olanlar
dikkate alinarak bantlarda var (1) ve yok (0) degerlendirmesi yapilmistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda elde edilen toplam bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant
sayilar1 (PBS), polimorfizm orani (PO) ve polimorfizm bilgi igerikleri (PBI) ve
ayirma giicii (AG) degerleri Cizelge 4.4’de sunulmustur.

Caligmada kullanilan 11 ISSR primeri degerlendirildiginde toplam 128 bant
elde edilirken, bunun 124°i polimorfik bulunmus, primer basina diisen toplam bant

sayis1 7-21 (ortalama 11.64) arasinda degismistir.

Cizelge 4.4 ISSR Primerlerinin PCR Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam
Bant Sayilar1 (TBS), Polimorfik Bant Sayilar1 (PBS), Polimorfizm Orani (PO),
Polimorfizm Bilgi I¢erigi (PBI) ve Ayirma Giicii (AG) Degerleri

Primer TBS PBS PO PBI AG
UBC-807 16 15 93.75 0.79 0.83
UBC-808 10 10 100.00 0.56 1.16
UBC-809 11 10 90.91 0.68 1.21
UBC-810 12 11 91.67 0.46 1.56
UBC-811 7 7 100.00 0.58 1.03
UBC-812 7 7 100.00 0.68 0.97
UBC-826 15 15 100.00 0.39 1.82
UBC-827 11 11 100.00 0.55 1.16
UBC-835 11 11 100.00 0.68 1.00
UBC-861 7 6 85.71 0.66 1.35
UBC-881 21 21 100.00 0.83 0.73
Toplam 128 124 - - 12.83

Ortalama 11.64 11.27 96.55 0.62



Polimorfizm bilgi igerigi (PBI) degeri 0.39-0.83 arasinda degisirken en
yiiksek deger UBC-881 primerinden, en diisiik deger ise UBC-826 primerinden elde
edilmistir. Awasthi ve ark. (2004) tarafindan yapilan c¢alismada PBI degeri 0.220-
0.728 arasinda degisirken, calismamizda elde etmis oldugumuz PBI degerlerinin bu
calismadan yiiksek ¢cikmigtir.

Kullanilan 11 ISSR primerinin ayirma giicii (AG) degerleri incelendiginde ise
toplam ayirma giicii 12.83 olarak saptanmis olup, en yiiksek deger 1.82 ile UBC-826
primerinden en diisiik deger 0.73 ile UBC-81 primerinden elde edilmistir,

4.2.2. Dut Genotipleri Arasinda Belirlenen Genetik Benzerlik Katsayilar

Aragtirmada yer alan tiim dut genotipler arasindaki NEI72 genetik benzerlik
katsayilar1 Cizelge 4.3 de verilmistir. Yapilan analiz sonuglarina gore dut genotipleri
arasindaki genetik benzerlik indeksinin 0.32-0.96 arasinda degisim gdsterdigi tespit
edilmistir.

20 adet dut genotipi genetik benzerlik yoniinden incelendiginde, birbirine en
yakin genotipler 25-1s-112 ile 25-1s-203 (0.96), 25-1s-112 ile 25-Is-123 (0.94), 25-Is-
203 ile 25-Is-123 (0.94), 25-Is-205 ile 25-is-203 (0.93), 25-is-08 ile 01-Ka-D1
(0.92), 25-is-206 ile 25-Is-112 (0.91), 25-is-205 ile 25-Is-112 (0.90) arasinda
olmustur. Genetik olarak en uzak genotipler ise 25-Is-08 ile 01-Ka-D2 (0.32), 01-Ka-
D2 ile 01-Ka-D1 (0.33), 01-Ka-D1 ile 25-Uz-05 (0.38), 25-is-08 ile 25-1s-205 (0.39),
01-Ka-D1 ile 25-1s-123 (0.29) ve 01-Ka-D1 ile 25-Is-146 (0.39) arasinda olmustur.

4.2.3. Dut Genotiplerinin Soyagaci Analizleri

Calismada tiim dut genotipleri birbirinden ayrilmistir. Olusturulan
soyagacinda 2 ana grup ve bu gruplara bagh alt gruplar olusmustur (Sekil 4.5).

Birinci ana grup 01-Ka-D1 ve 25-1s-08 genotipleri tarafindan olusturulurken, ikinci



ana grup 2 alt gruba ayrilmistir. Alt gruplarin birincisini 24-Ke-10, 25-T0-04, 23-
Mrk-09 ve 25-Uz-18 genotiplerinden olustururken, geriye kalan 15 genotip ikinci alt
grubu olusturmustur. ikinci alt grupta genetik benzerlik katsayis1 yaklasik 0.66
degerinde 2 alt gruba ayrilmis bunlardan birincisini 01-Ka-D1 (Morus nigra L.)
genotipi  olustururken, geriye kalan 14 genotip ikinci alt grubu meydana
getirmislerdir.

RAPD yontemi ile olusturulan dendogramda elde edilen bazi benzerlikler

ISSR yontemi ile de elde edilmistir.
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Sekil 4.2 Dut Genotiplerinde ISSR Yonteminin Uygulanmasi Sonucu Elde Edilen

Soyagaci
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4.2.4. Dut Tiirleri ve Genotipleri Arasinda Saptanan Genetik Benzerlik
Katsayilar:

Calismada elde etmis oldugumuz genetik benzerlik katsayilar1 tablosuna gore
elde edilen gruplandirma Cizelge 4.6’da verilmistir. Dut genotipleri arasinda
olusturulan genetik benzerlik katsayilarinin dagiliminin yaklasik %76’sinin 0.699-
0.999 arasinda yer aldigi, dut tiirleri arasinda ise bu dagilimin yaklasik %30’nun
0.699-0.999 arasinda oldugu bulunmustur. Bu sonuglara gore genotipler arasindaki

polimorfizm orani tiirler arasindakine gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.6 Dut Genotipleri ve Tiirleri Arasinda Olusan Genetik Benzerlik
Katsayilarinin Gruplandirilmasi

Genetik Benzerlik Genotipler Arasi Tiirler Arasi
Katsayilari Adet % Adet %
0.999- 0.999 7 333 0 0
0.899- 0.900 19 9.04 0 0
0.799- 0.800 65 30.95 5 9.25
0.699- 0.700 72 34.28 11 20.37
0.599- 0.600 20 952 13 24.07
0.499- 0.000 21 10.00 21 38.88
0.399-0.000 6 285 4 7.40

Toplam 210 100 54 100
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4.3. RAPD ve ISSR Verilerinin Karsilastirnlmali Analizleri

4.3.1. RAPD ve ISSR Yontemlerinin Polimorfizm ve Ayirma Giicii Yoniinden

Karsilastirilmasi

RAPD ve ISSR yontemlerinin polimorfizm ve ayirma giicii bakimindan

karsilastirmalar1 Cizelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7 RAPD ve ISSR Primerlerinin PCR Amplifikasyonu Sonunda Elde Edilen
Primer Basina Diisen Toplam Bant Sayist (PBDTBS), Primer Basina Diisen
Polimorfik Bant Sayis1 (PBDPBS), Toplam Bant Sayilar1 (TBS), Polimorfik Bant
Sayisi (PBS), Polimorfizm Orani (PO), Polimorfizm Bilgi Igerigi (PBI), Ayirma
Gicii (AG) Degerleri

PBDTBS PBDPBS PBS TBS PO PBI AG
RAPD 8.65 7.85 157 173 91.63 0.61 27.04
ISSR 11.64 11.27 124 128 96.55 0.62 12.83

RAPD ve ISSR yontemleri polimorfizm ve ayirma giicli yoniinden
karsilastirildiginda, RAPD primerleri ile 173 bant elde edilmis, bunun %91.63°# (157
adet) polimorfik, ISSR primerlerinden ise 128 bant elde edilirken, bunun %96.55’i
(124 adet) polimorfik olarak tespit edilmistir. Bu sonuclara gére polimorfik bant
sayilart bakimindan RAPD primerleri ¢alisilan dut genotiplerinde daha basarili sonug
vermigstir. Polimorfizm yiizdelerine baktigimizda, polimorfik bant sayilarinda {istiin
olan RAPD primerleri ISSR primerlerinde diisiik bir ylizdeye sahip olmuslardir.
Yontemlerin polimorfizm bilgi igerikleri karsilastirildiginda ISSR primerlerinden
elde edilen PBI degeri (0.62) RAPD primerlerinden (0.61) elde edilen degerden
yiikksek bulunmustur. Bu degerler ISSR yonteminin RAPD yonteminden daha
polimorfik bir yontem oldugunu ortaya koymustur. Primerlerin ayirma giiglerinin
karsilastirildiginda RAPD primerlerinin ISSR primerlerinden yiiksek degerlere sahip

oldugu bulunmustur.
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4.3.2. Dut Genotipleri Arasindaki Genetik Iliskinin, RAPD ve ISSR Verilerinin

Birlikte Degerlendirilmesi ile Belirlenmesi

RAPD ve ISSR verilerinin istatistiksel olarak birlikte degerlendirilmesi
sonucu elde edilen genetik benzerlik katsayisi 0.36-0.97 arasinda degisim
gostermistir. Tiim dut genotipleri arasindaki benzerlik katsayilar1 Cizelge 4.8’de
verilmistir.

21 dut genotipi igerisinde genetik olarak birbirine en yakin olanlar 25-is-203
ile 25-Is-112 (0.97), 25-Is-205 ile 25-1s-203 (0.95), 25-1s-203 ile 25-is-123 (0.94),
25-1s-123 ile 25-Is-112 (0.94), 25-is-205 ile 25-Is-112 (0.93) olarak bulunurken, en
uzak genotipler 01-Ka-D1 ile 25-Is-204 (0.36) ve 25-Is-208 ile 01-Ka-D1 (0.37)
bulunmustur.

RAPD ve ISSR verilerinin beraber degerlendirilmesi sonucu elde edilen
soyagaci, RAPD ve ISSR sonuglarina gore elde edilen soyagaclar1 gibi genotipleri iki
ana grup altinda toplanmustir. Birinci grup Morus nigra L. tiirii icerisine giren 01-Ka-
D1 ile 25-1s-08 genotipleri tarafindan olusturulmustur. fkinci ana grup igerisinde alt
gruplar olusmustur. Ikinci ana grup 01-Ka-D2 genotipi (Morus nigra L.) hari¢ Morus
alba L. tirti igerisine giren genotipler tarafindan olusturulmustur. Elde edilen
dendogram grafiginde birbirine en yakin genotiplerin 25-Is-112 ile 25-1s-203 no’lu
genotipler oldugu bu sonucun RAPD ve ISSR yontemleri ile elde edilen dendogram
grafiklerinde de benzer oldugu bulunmustur. Bu genetik yakinligin cografi orijinden
kaynaklandig diistiniilmektedir. RAPD, ISSR ve RAPD+ISSR yontemleri ile elde
edilen genetik benzerlik katsayilar1 incelendiginde bu iki genotip arasindaki

benzerlik katsayilar1 sirasiyla 0.98, 0.96 ve 0.97 olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.6 Dut Genotiplerinde RAPD+ISSR Yontemlerinin Birlikte Uygulanmast

Sonucu Elde Edilen Soyagaci
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4.3.3. RAPD ve ISSR Yontemleri ile Elde Edilen Genetik Benzerlik Katsayilar1 Arasindaki

Korelasyon

RAPD, ISSR ve RAPD+ISSR yontemleri sonucunda elde edilen genetik
benzerlik katsayilar1 arasindaki korelasyonlarin belirlenmesinde Mantel kofenetik
korelasyon testi (Mantel 1967) kullanilmigtir. Her iki yonteme gore korelasyon

katsayilar1 hesaplanarak Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 RAPD, ISSR ve RAPD+ISSR Verilerinden Elde Edilen Genetik

Benzerlik Katsayilar1 Arasindaki Korelasyonlar

Yontemler RAPD ISSR RAPD+ISSR
RAPD ikl
ISSR 0.83 il
RAPD+ISSR 0.97 0.93 il

Elde edilen sonuclara gore, korelasyon katsayilart ISSR ile RAPD arasinda
0.83, RAPD+ISSR ile RAPD arasinda 0.97 ve RAPD+ISSR ile ISSR arasinda 0.93
olarak hesaplanmistir. Boylece RAPD ve ISSR arasinda yiiksek seviyede korelasyon

oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu arastirmada RAPD ve ISSR molekiiler markor tekniklerini kullanarak 21
dut genotipinin DNA parmak izleri ¢ikarilmistir. Calismada kullanmak iizere secgilen
polimorfik RAPD ve ISSR primerleri analizi yapilan dut genotiplerinde de yiiksek
polimorfizm gostermislerdir. Ayrica g¢aligmada analizi yapilan dut genotipleri
arasinda genetik iligkiler analiz edilmistir. Kullanilan her iki yontemden elde edilen
veriler degerlendirilerek yontemler kiyaslanmistir.

Elde edilen sonuglar agsagida kisaca dzetlenmistir:

1. RAPD analizleri ile elde edilen bulgulara gore, OPA-04 no’lu primer
toplam bant tiretimi bakimindan (13 bant) en yiiksek degere sahip primer
olurken, primerin polimorfizm orant %100 olmustur. En diisiik toplam
bant sayisin1 OP-B02 primeri vermis ve bu primerin de polimorfizm oran
% 100 olmustur. OP-G03 primeri en yiiksek PBI degerine sahip olurken,
OP-G14 primeri en diisiik PBI degerine sahip olmustur. Primerlerin
ayirma giiclerine baktigimizda ise OPA-13 primeri en yiiksek degere, OP-
B02 primeri de en diisiik degere sahip olmugtur.

2. RAPD verileri ile elde edilen soyagaci ve benzerlik indeksi katsayilarina
gore 25-1s-112 ile 25-1s-203 no’lu Morus alba L. genotipleri birbirine en
yakin genotipler olurken, bunlar1 25-1s-205 ile 25-Is-112, 25-Is-205 ile
25-1s-203 ve 01-Ka-D1 ile 25-1s-08 no’lu Morus nigra L. genotipleri
takip etmistir. Birbirine en uzak genotipler ise 25-is-123 ile 24-Ke-10
genotipleri olmustur. Elde edilen soyagacina gore degerlendirme sekilleri
ayni olan du genotipleri ayni kollar {izerinde yer almustir.

3. ISSR analizleri ile elde edilen bulgulara gore, UBC-881 no’lu primer
toplam bant tiretimi bakimindan (21 bant) en yiiksek degere sahip primer
olurken, primerin polimorfizm orant %100 olmustur. En diisiik toplam
bant sayisin1 (7 adet) UBC-811, UBC-812 ve UBC-861 no’lu primerler
vermis ve bu primerinde polimorfizm orani sirasiyla %100, %100 ve
%85.71 olmustur. UBC-881 primeri en yiiksek PBI degerine sahip
olurken, UBC-826 primeri en diisik PBI degerine sahip olmustur.
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Primerlerin ayirma gii¢lerine bakildiginda ise UBC-826 primerinin en
yiiksek degere, UBC-881 primerinin de en diisiik degere sahip oldugu
gorilmiistiir.

4. ISSR verileri ile elde edilen soyagaci ve benzerlik indeksi katsayilarina
gbre 25-1s-112 ile 25-Is-203 no’lu Morus alba L. genotipleri RAPD
yontemi ile elde edilen sonugla ayni bulunmustur. Bunun yaninda 25-is-
205 ile 25-1s-112, 25-1s-123 ile 25-is-203 genotipleride birbirine yakin
olan genotipler olarak belirlenmistir. Birbirine en uzak genotipler ise 25-
Is-08 ile 01-Ka-D2 olmustur.

5. Arastirma kapsaminda kullanilan yOntemler karsilastirildiginda,
incelenen ozellikler bakimindan RAPD y6nteminin ISSR yontemine genel
olarak benzer, ISSR yonteminin tekrarlanabilirliginin RAPD’den daha
yiiksek oldugu bulunmustur.

Islahgilarin  seleksiyonlarla  elde  ettikleri  bitkisel — materyallerin
karakterizasyonunu yapmasi biiyilk Oneme sahiptir. Fakat islahgilarin gesitleri,
genotipleri, hatlar1 karakterize ederken kullandiklar1 morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal yontemler olduk¢a uzun zaman almakta ve bu gesit markorler ¢evresel
faktorlerden etkilendikleri i¢in dogru sonuglar1 verememektedirler. Bu nedenlerden
dolayr DNA markor teknikleri bu olumsuz faktorleri ortadan kaldirmis ve 1slahgilarin
isini  kolaylagtirmigtir.  DNA markor teknikleri  farkli  ekolojilerdeki  genetik
materyallerin ~ saglikli  bir  sekilde  karakterizasyonun  yapilmasin1  da
saglayabilmektedir. Bu baglamda iilkemizde ¢ok az tescilli ¢esidi bulunan dut
genotiplerinin morfolojik karakterizasyonu yaninda molekiiler karakterizasyonunda
yapilmasi 1slah c¢alismalarinda onemli rol oynayacaktir. Yapilan bu ¢alisma ile
RAPD ve ISSR yontemlerinin, se¢ilmis olan dut genotiplerinin genetik olarak
birbirinden ayirimi saglanmistir. Elde edilen sonuglar gercevesinde birbirine ¢ok
yakin olan genotiplerin (25-is-112 ile 25-1s-203) yapilacak 1slah g¢alismalarinda
sadece birinin kullanilmasi yeterli olabilecektir. Yine birbirine genetik olarak uzak
akraba olan genotiplerin 1slah ¢alismalarinda genetik cesitliligi artirmak amaciyla

kullanilabilir.
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Bu calismanm dut genotiplerinin yayilim alanlarinin belirlenmesinde, gen
kaynaklarmin karsilastirilmasinda, 1slah programlarinda ve dutun molekiiler

karakterizasyonunda yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.
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