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OZET

BAZI BEYAZ BAS LAHANA (Brassica oleracea var. capitata subvar. alba)
ISLAH HATLARININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

CEMREGUL TIRINK
ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTIiTUSU

BAHCE BITKILERI ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 53 SAYFA

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. ERCAN EKBI()

Bu calismada, Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden temin edilen 24
adet beyaz bas lahana (Brassica oleracea var. capitata subvar. alba) islah hatlar
arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi amaci ile SRAP markir teknigi kullanilmistir.
Calismada kullanilan 45 SRAP primer kombinasyonu toplam 257 adet bant tiretmistir.
Bunlardan 194 (%74) tanesi 24 lahana hatt1 arasinda polimorfik olarak belirlenmistir.
Primer kombinasyonu basina ortalama bant sayis1 5.7, ortalama polimorfik bant sayisi
da 4.3 olarak hesaplanmistir. Beyaz bas lahana hatlarmin genetik benzerlik
katsayilarmin  0.73 ile 0.90 arasinda degistigi belirlenmistir. Elde edilen
dendogramlarda W37 1slah hatt1 ile YBB-35 1slah hatlarinin genetik olarak en uzak
bireyler oldugu goriilmiistiir. Ote yandan birbirine en yakin hatlar ise FG ve BLMY-4
olmustur. Calisma sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde SRAP markir1 ile
islah  hatlarinin - genetik uzakliklarinin belirlenmesinde basarili olarak ortaya
konulabilecegi ve F1 gesit 1slahi ¢aligmalarinda kullanilacak lahana islah hatlariin
secimine katkilar saglayabilecegi kanisini giiclendirmistir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz bas lahana, Molekiiler, PCR, SRAP



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF BREEDING LINES OF SOME
WHITE CABBAGE (Brassica oleracea var. capitata subvar. alba)

CEMREGUL TIRINK

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

HORTICULTURE
MASTER THESIS, 53 PAGES

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ERCAN EKBI()

In this study, SRAP marker technique was used to determine the genetic
relationship between 24 white cabbage (Brassica oleracea var. capitata subvar. alba)
breeding lines obtained from the Black Sea Agricultural Research Institute. The 45
SRAP primer combinations used in the study produced a total of 257 bands. Of these,
194 (74%) were identified as polymorphic among 24 breeding lines. The mean number
of bands per primer combination was calculated as 5.7, and the mean number of
polymorphic bands was calculated as 4.3. It was determined that the genetic similarity
coefficients of the white head cabbage lines varied between 0.73 and 0.90. In the
dendograms obtained, it was seen that the W37 and the YBB-35 breeding lines were
genetically the most distant individuals. On the other hand, the closest lines to each
other were FG and BLMY-4. When the findings obtained as a result of the study are
examined, it has been strengthened that the SRAP marker can be successfully
demonstrated in determining the genetic distances of the breeding lines and can
contribute to the selection of cabbage breeding lines to be used in F1 variety breeding
studies.

Keywords: Molecular, SRAP, PCR, Cabbage
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1. GIRIS

Brassicaceae (Cruciferae) familyasi, Brassicales takimina ait en biiyiik
familyalar arasinda yer almaktadir. Hardalgiller familyas1 olarak da adlandirilan bu
familya 338-360 cins ve yaklasik 3709 tiirden olusmaktadir. En 6nemli cinsi olan
Brassica icerisinde toplam 159 tiir bulunmaktadir (Al-Shehbaz 1973; Appel ve
AlShehbaz 2003; Al-Shehbaz ve Warwick, 2006). Brassica grubu sebzeler, Brassica
oleracea ve Brassica campestris tiirlerine ait bitki gruplarindan olusmaktadir
(Monteiro ve Lunn, 1998; Li ve ark., 2020). Onemli Brassica grubu sebzeler; bas
lahana (var. capitata), yaprak lahana (var. acephala), savoy/kivircik bas lahana (var.
sabauda), karnabahar (var. botrytis), brokoli (var. italica), Briiksel lahanasi (var.
gemmifera), alabas (var. gongylodes), Kai-lan/Cin yaprak lahanasi (var. alboglabra),
Tronchuda/Portekiz lahanasi (var. costata) ve kalin govdeli yaprak lahanasi (var.
medullosa) olarak siralanabilir (Song ve ark., 1988; Song ve ark., 1990).

Brassicaceae familyas1 Antarktika harig tiim kitalarda yayilim gostermektedir.
Lahananin anavatani hakkinda ¢ok farkli goriisler bulunmaktadir. Bazi arastiricilar
tarafindan Dogu Akdeniz oldugu (Dickson ve Wallace, 1986; Balkaya ve ark., 2005)
diger bir goriise gore ise Kuzey Avrupa Ulkeleri, Baltik denizi kiyilar1 ile Akdeniz
Bolgesi oldugu kabul edilmektedir (Monteiro ve Lunn, 1998; Balkaya ve ark., 2005).
Zhukowsky, lahananin anavataninin Anadolu’nun Van yoresi oldugunu belirtirken
diinyanin en biiyliik bas lahanalarinin bu bdlgede yetistirildigini bildirmektedir
(Bayraktar, 1981; Vural ve ark., 2000).

Bas lahanalar; beyaz bas lahana (B. oleracea L. var. capitata L. f. alba), kirmizi
bas lahana (B. oleracea L. var. capitata f. rubra) ve savoy lahanasi (B. oleracea L.
var. sabauda L.) seklinde gruplandirilmaktadir (Nieuwhof, 1969). Beyaz bas lahana
(B. oleracea L. var. capitata L. f. alba) sofralik veya tursu sanayinde
degerlendirilebilen giiniimiizde en ¢ok tiiketilen bas lahana grubunu olusturmaktadir.
Tiirkiye’de toplam 597.910 ton beyaz bas lahana tiretimi yapilmaktadir. Yetistiriciligin
en fazla yapildig: iller; Samsun (143.241 ton), Nigde (135.495 ton), Bursa (34.830
ton), Antalya (25.116 ton), Mersin (22.534 ton), Afyonkarahisar (22.465 ton) olarak
stralanmaktadir (TUIK 2021).



Glinlimiizde agikta ve oOrtialtt yetistiriciliginde; hastalik ve zararlilara
dayaniklilik, verim ve kalite gibi baz1 iistiin 6zelliklere sahip olmasi nedeniyle hibrit
cesitler tercih edilmektedir. Ancak Tiirkiye’de Beyaz bag lahana iiretiminde daha ¢ok
yerel ve acikta tozlanan g¢esitler kullanilmakta hibrit ¢esitlerin ise neredeyse tamami
yurt digindan ithal edilmektedir. Tohumluk Tescil ve Sertifikasyon Merkezi
Midiirliigii Standart Tohumluk Kayit listesinde;124 adet beyaz bas lahana, 68 adet
kirmiz1 bag lahana ve 5 adet standart yaprak lahana ¢esidi bulunmaktadir (TTSM,
2021). Yurtdisina olan hibrit tohum bagimliliginin azaltilabilmesi igin kaliteli ve
verimli yerli hibrit beyaz bas lahana ¢esitlerinin gelistirilmesi ve ekonomik olarak

tohum tiretiminin yapilabilir olmasi olduk¢a 6nemlidir. (Kar ve Karaagag, 2016).

Islah yontemleri arasinda Fi hibrit ¢esit 1slahi en ¢ok uygulama alani
bulanlardan birisidir. Hibrit gesitler kendisini olusturan ebeveynlere gore bitki boyu,
verim gibi bazi 6zellikler agisindan daha istiin performans gostermektedir. Melez
giicii (heterozis) olarak adlandirilan bu durum genetik olarak birbirine uzak ebeveyn
hatlarin olusturdugu melez kombinasyonlarinda yiiksek diizeyde goriilebilmektedir
(Kaym, 2011). Bu nedenle yiiriitiilecek hibrit ¢esit 1slah programlarinda kullanilacak
olan gen havuzunun genetik ¢esitliligi ve birbirleri ile olan akrabalik iligkilerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Son yillara kadar yapilan ¢alismalarda gen havuzunun
genetik ¢esitliligini tanimlamak amaciyla morfolojik 6zelliklerden yararlanilirken
glinimiizde daha giivelinilir sonuglar vermesi, isgiicii ve zamandan tasarruf saglamasi
gibi avantajlarindan dolay1 ¢evre kosullarindan etkilenmeyen molekiiler markir

tekniklerinin kullanimi da olduk¢a yayginlagsmistir (Topgu ve ark., 2016).

Molekiiler markir teknikleri iki gruba ayrilmaktadir. Birinci grupta Polimeraz
Zincir Reaksiyonuna (PCR) dayali olan markir teknikleri yer alirken diger grupta
hibridizasyona dayali olan RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism/Sinirlt
Parca Uzunluklar1 Polimorfizmi) markir teknigi yer almaktadir. PCR tabanli markir
tekniklerinden bazilari; SSR (Simple Sequence Repeat/Basit Tekrarli Diziler veya
Mikrosatelitler), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism/Cogaltiimis
Parca Uzunlugu Polimorfizmi), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA/Rastgele Cogaltilmis DNA Polimorfizmi), ISSR (Inter Simple Sequence
Repeat/Basit Tekrarli Diziler Arasit Polimorfizm), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism), ALP



(Amplicon Length Polymorphism), STS (Sequence Tagged Site), CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic) olarak siralanabilir. Bunlara ilaveten Polimeraz Zincir
Reaksiyonuna (PCR) dayali olan diger bir markir teknigi ise DNA zincirindeki tek
niikleotit farkliigmi kullanan SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markir
teknigidir. Calisma igin segilecek markir teknigi, tekniklerin sahip oldugu avantaj ve
dezavantajlar degerlendirilerek ve elinizde bulunan altyap: olanaklarina gore yapilir
(Giilsen ve Mutlu, 2005). Arastirmacilarin DNA markirlarinda aradigi bazi ortak
Ozellikler vardir bunlar; teknigin gilivenilirligi, ko-dominant olmasi, yiiksek
polimorfizim gostermesi, bir¢ok bilgi icermesi, sonuglarin tekrarlanabilir olmasi,
analizinin kolay yapilabiliyor olmasi ve otomasyona uygun olmast seklinde
siralanabilir. Bu 6zellikler agisindan degerlendirildiginde SRAP markir teknigi genetik
cesitliligi tanimlamak ve akrabalik iligkilerini belirlemek amaciyla kullanilabilecek
tekrarlanabilen, ucuz ve uygulamasi kolay olan giivenilir bir yontemdir (Uzun, 2009).
Ferriol ve ark., (2003) tarafindan yapilan calismada SRAP markir tekniginin
AFLP’den daha fazla bilgi sundugu benzer sekilde Liu ve ark., (2008) tarafindan
yapilan bagka bir arastirmada ise SRAP markir sisteminin ISSR ve RAPD markir
sistemine gore nispeten daha bilgilendirici bantlar ortaya ¢ikardigi ve daha verimli bir
teknik oldugu bildirilmistir. SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism)
markir teknigi temelde DNA’daki agik okuma boélgelerinin (ORFs, Open Reading
Frames) ¢ogaltilmasina dayali bir markir sistemidir. Bu teknikte primerler gelistirirken
ilk olarak merkezde CCGG bazlar1 kullanarak ORF bolgelerindeki ekzonlar (gen
kodlayan bolge) hedef olarak alinir. Ileri (forward) primeri 17 niikleotit, geri (reverse)
primeri 18 niikleotit uzunlugunda olup ileri primerler DNA’nin ekzon bolgelerini, geri
primerler ise DNA’nmn intron (gen kodlamayan bolge) ve promoter (kodlama
baglangici tanima) bdlgelerini ¢ogaltir. Geri primerlerinde 5° ucundaki ilk 15
niikleotid, ileri primerlerinde ilk 14 niikleotid aynidir. 3’ ucuna yakin olan ti¢ niikleotid
tesadiifi se¢ilim sonucu olusturulmustur. Primerin basindaki 10 veya 11 niikleotidden
sonra gelen dort niikleotid dizini ileri primerinde CCGG dizinine, geri primerinde

AATT primer dizinine sahiptir (Li ve Quiros, 2001; Tamam, 2008).



2. ONCEKI CALISMALAR

Ferriol ve ark., (2003) tarafindan yapilan arastirmada kullanilan Cucurbita
pepo c¢esitleri, pepo ve ovifera olmak flizere iki alt tiirde sekiz morfotipte
gruplandirilabilir. Bu tiiriin morfolojik ve molekiiler cesitliligini analiz etmek
amactyla morfotipleri ve bazi siniflandirilmamus tiirleri temsil eden 69 genotip AFLP
ve SRAP olmak iizere iki PCR tabanli sistemden yararlanilarak analiz edilmistir.
Aragtirmacilar UPGMA yontemini kullanarak temel koordinat analizi ve kiimeleme
analizi yapmis olup, her iki markir kullanim1 yoluyla genotipleri iki alt tiire agikca
ayirmiglardir. Arastirma sonucunda SRAP markirlariin morfolojik varyasyonlarla
daha iyi uyum sagladigint ve daha fazla bilgi sundugunu, morfotiplerin evrimsel

geemisi ile ilgili AFLP’den daha ¢ok bilgi sagladigini bildirmislerdir.

Ferriol ve ark., (2004a) kokenleri farkli 47 Cucurbita moschata genotipinin
morfolojik ve molekiiler karakterizasyonunu yapmistir. Arastirmacilar molekiiler
analizler icin SRAP ve AFLP markir tekniginden yararlanmistir. Calismada 11 adet
SRAP ve 6 adet AFLP primer kombinasyonu denemis olup SRAP analizleri
sonucunda elde ettikleri toplam 148 adet bandin 98’sinin polimorfik oldugunu
belirtmislerdir (%66.2). Dogal genetik ¢esitliligi analiz eden AFLP markirlar1 ve
tercihen gen bolgelerini gogaltan SRAP markirlar1 kullanilarak yaptiklari molekiiler
analizlerin sonucunda morfolojik degiskenlikle uyumlu bir genetik cesitlilik
gosterdigini ve kullanilan her iki markir teknigininde genotipleri cografi kokenlerine

gore gruplandirdig bildirilmistir.

Ferriol ve ark., (2004b) tarafindan yapilan ¢alismada Cucurbita maxima Duch.
tiiriine ait yerel populasyonun morfolojik ve molekiiler karakterizasyonu yapilmistir.
Molekiiler karakterizasyon icin SRAP ve AFLP markir teknigi kullanilmistir.
Temelde, SRAP markir teknigi ile populasyon agronomik tiirlerine gore
gruplandirilirken AFLP markir teknigi katilimlart cografi kokenlerine gore
gruplandirmistir. iki markir teknigi ile elde edilen sonuglarm esitsizligi, her bir 6zel
markir tipinin karakteristigi olan farkli genom kapsami ve/veya bir popiilasyondaki

ornekleme varyasyonundaki etkinligi ile ilgili olabilecegini belirtmislerdir.

Ruiz ve Garcia-Martinez (2005) tarafindan yapilan ¢alismada Ispanya'nin bazi

yerli domates (Lycopersicon esculentum L. Mill.) cesitlerinin genetik akrabalik



iligskilerini SSR ve SRAP markir tekniklerini kullanarak belirlemislerdir. Kullanilan
her iki markir teknigi de farkli gruplardan cesitleri ayirt edebilmis ancak SSR
tekniginin ayn1 grup icerisinde siniflandirilan ¢esitleri ayirt etmede basarisiz oldugu
bildirilmistir.

Yan ve Zang (2005) tarafindan yapilan ¢alismada 20 hibrit karpuz gesiti
arasindaki genetik varyasyonu tespit etmek amaciyla SRAP markir tekniginden
yararlanilmistir. Calismada 25 adet SRAP primer kombinasyonu kullanilmis ve
toplamda 135 adet polimorfik bant elde edilmistir. Jaccard'in benzerlik katsayis1 0.29
— 0.86 arasinda degismis ve UPGMA yontemi kullanarak yaptiklari kiimeleme analizi

sonucunda 20 hibrit ¢esidi ii¢ ana grupta toplamislardir.

Esposito ve ark., (2007) tarafindan yapilan aragtirmada 40 bezelye cesidi
(Pisum sativum L.) arasindaki genetik iligkileri tahmin etmek i¢in morfolojik ve
molekiiler karakterizasyon g¢aligmasi yapilmistir. Molekiiler analizler SRAP markir
teknigi kullanilarak yiriitilmiistiir. 7 adet SRAP primer kombinasyonu kullanilmis
olup bunun sonucunda toplam 162 adet polimorfik bant elde etmislerdir. Yapilan
calismada kiimeleme analizi, temel bilesenler analizi ve temel koordinat analizi
uygulanmistir. Kiimeleme analizleri sonucunda genotiplerin 4 farkli gruba toplandigi
bildirilmistir.

Levi ve Thomas (2007) tarafindan yapilan ¢alismada genetik varyasyonu diisiik
24 karpuz genotipi ISSR, RAPD, AFLP ve SRAP molekiiler markir tekniklerinden
yararlanilarak toplam 146 markir ile polimorfizm agisindan test edilmistir. Test edilen
53 RAPD'in besi (%9.4), 15 ISSR'in altis1 (%40.0), 37 AFLP'nin 30'u (%81.0) ve test
edilen 41 SRAP markirindan 33'i (%80.5) 24 ¢esit arasinda polimorfik bulunmustur.
Calisma sonucunda SRAP markir tekniginin polimorfizm elde etmede ve karpuz
genomunun farkli baglanti bolgelerini temsil etmede en etkili yontem oldugu
bildirilmistir.

Liu ve ark., (2008) yaptiklari ¢caligmada; RAPD, ISSR ve SRAP olmak iizere
tic farklt molekiiler markir sistemini kullanarak 35 turp g¢esidinin genetik
tanimlamasini yapmis ve gesitlilik yoniinden degerlendirmistir. Calismada 35 RAPD
primeri, 22 ISSR primeri ve 17 SRAP primer kombinasyonu kullanmislardir.

Yaptiklart analizler sonucunda tespit ettikleri polimorfik bantlarin oranlar1 sirasiyla



%85.44, %85.2 ve %85.41; genotiplerin genetik benzerlik katsayilari oranlar ise
RAPD’de 0.781, ISSR’da 0.787 ve SRAP’da 0.764 olarak bulunmustur. SRAP primer
kombinasyonu tarafindan tespit ettikleri ortalama polimorfik bant sayis1 11.76 olarak
belirlenmis, bu degerin RAPD primeri (10.06) ve ISSR primerine (9.68) gore daha
yiiksek oldugunu belirtilerek ¢alisma sonucunda SRAP markir sisteminin ISSR ve
RAPD markir sistemine gore nispeten daha bilgilendirici bantlar ortaya ¢ikardigi ve

daha verimli bir teknik oldugu bildirilmistir.

Inan (2008) tarafindan yapilan calismada bitki materyali olarak Cucurbita
pepo, Cucurbita moschata ve Cucurbita maxima’ya ait toplam 24 adet genotip
kullanilmistir. Arastirmaci molekiiler analizler i¢in ISSR ve SRAP markir tekniginden
yararlanmistir. Caligmada 8 ISSR primeri ve 8 SRAP primer kombinasyonu kullanmis
olup bunlardan sirasiyla 60 ve 71 adet hepsi polimorfik bant elde etmis. ISSR
analizlerinde elde edilen genetik benzerlik katsayisi 0.07 ile 0.96 arasinda, SRAP
analizlerinden elde edilen genetik benzerlik katsayisi ise 0.13 ile 1.0 arasinda
degisiklik gosterdigini bildirmistir. Aragtirmaci ISSR ile SRAP arasindaki korelasyon
degerini r = 0.947 olarak bulmus, ¢alisma sonucunda morfolojik ve molekiiler
calismalar arasinda bazi farkliliklar goriilebilecegini ve bu durumun karakterizasyon
calismalarini yiirtitircken morfolojik analizlere tek basina baglh kalmayip, molekiiler

teknikler ile desteklenmesi gerektigini bildirmistir.

Asciogul (2009) tarafindan yapilan arastirmada Tiirkiye'nin farkh
bolgelerinden toplanan toplam 36 yaprak ve bas lahana genotipinin morfolojik ve
molekiiler olarak tanimlanmasi amaglanmistir. Arastirmaci daha sonra yaptig
morfolojik gozlemler sonucunda gordiigii varyasyonlar nedeniyle toplam 62 6rnekte
molekiiler karakterizasyon yapmistir. Molekiiler analizler i¢in 54 SRAP primer
kombinasyonu kullanmistir. Bas ve yaprak lahanalar arasindaki ve birbirleri i¢indeki
akrabalig1 genetik olarak daha 1yi belirleyebilmek amaciyla molekiiler analizleri
degerlendirirken biitiin genotipleri birlikte ele almistir. Calisma sonucunda 62 lahana
genotipi arasindaki benzerlik katsayilarini gosteren dendograma gore genotipler 5 ana

grupta toplanmustir.

Yildiz ve ark., (2011) tarafindan yapilan g¢alismada, Tiirkiye'nin c¢esitli

bolgelerinden toplanan 63 kavun genotipi arasindaki genetik iligkiler, molekiiler ISSR,



SRAP ve RAPD markir teknikleri kullanilarak degerlendirilmis ve 19 yabanci kavun
genotipi ile karsilastirilarak, Tiirk kavun germplazminin taksonomik iligkileri ve
genetik varyasyonu arastirilmistir. Toplam 162 polimorfik markir (sirasiyla ISSR,
SRAP ve RAPD primerlerinden elde edilen 69, 18 ve 75) kavun genotipleri arasindaki
genetik benzerligi dendrogram veya iki ve ii¢ boyutlu diizlemde tanimlamak i¢in
kullanmilmistir. Tiirk genotipleri arasindaki genetik cesitliligin (H = 0.28 ve I = 0.42),
yabanci genotiplerden (H = 0.30 ve I = 0.45) daha diisiik degerlere sahip oldugu
belirlenmistir. Calisma sonucunda benzer bolgelerden toplanan genotiplerin benzer
kiimelere ayrildig1 ve Tiirk kavun genotipleri arasindaki polimorfik allel ylizdesinin
(%90.7) yabanci kavun genotiplerinin yiizdesinden (%87.6) daha yiiksek oldugu
bildirilmistir.

Jing ve ark., (2011) tarafindan yapilan ¢aligmada, 20 erkenci-orta brokoli
¢esidinin genetik uzakligt SRAP markirlar1 kullanilarak belirlenmistir. Calismada
arastirmacilar 28 SRAP primer kombinasyonundan toplam 312 adet bant elde etmis
olup, polimorfizm oranini %68.26 olarak bulmuslardir. UPGMA kiimeleme analizi
sonuclarina gore brokoli cesitleri iki primer kombinasyonu ile ayrimsanabilmistir. A
alt grubu; daha erkenci (50 — 70 giin), orta (85 — 90 giin) ve ayni orijin altkiimelerine
ayrilan 13 genotipi icerdigini ve 75 — 80 giinliik olan ¢esitlerin B alt grubunda
olustugunu, bu da olgun ve mensein erken-orta brokoli germplazminda genetik

cesitliligin 6nemli bir siniflandirma belirteci olabilecegini bildirmislerdir.

Kagar ve ark., (2013) yaptiklari calismada Tiirkiye'de Cukurova Universitesi
Tuzcu Narenciye Cesit Koleksiyonunda muhafaza edilen mandalina genotiplerinin
SSR ve SRAP molekiiler markir tekniklerini kullanarak karakterizasyon c¢alismalarini
yapmustir. Bunun i¢in 14 SSR primeri ve 21 SRAP primer kombinasyonu
kullanmislardir. SRAP analizinden toplam 187 adet bant elde etmis ve polimorfizm
oranini %77 olarak bulmuslardir. Yaptiklar1 bu ¢alismanin, mandalina genotiplerinin
karakterizasyonu igin SRAP markir sisteminin kullanildig1 ilk c¢alisma oldugu
bildirilmistir. Caligma sonucunda mandalina genotiplerini ayirt etmek ve aralarindaki
iligkileri anlamak, yeterli polimorfizmi saptamak icin hizli ve basit bir teknik olarak

SSR ve SRAP markirlarinin kullanilabilecegini dogrulamistir.



Solmaz ve ark., (2013) yaptiklar1 ¢aligmada 93 genotip arasindaki genetik
cesitliligi belirlemek amaciyla SRAP ve SSR markir tekniklerinden yararlanmaistir.
Calismada 14 SSR primeri ve 31 SRAP primer kombinasyonu kullanilmais, en yiiksek
polimorfizm oran1 %100 ile SSR markirlarindan elde edilmis bunu %97.3 ile SRAP
markirlarinin izledigi bildirilmistir. Yaptiklar1 SRAP analizleri sonucunda 93 adet
genotipin genetik benzerlik diizeyinin 0.22 ile 0.97 arasinda degistigi ve iki ana grupta
toplandig1 goriilmiistiir. Arastirma sonucunda, genotipler morfolojik 0Ozellikler
acisindan ¢ok farkl olsalar da kiiltiirii yapilan Citrullus lanatus var. lanatus alt tiiriinde

yer alan bu genotiplerin genetik olarak yiiksek diizeyde polimorfizme sahip

olmadiklart bildirilmistir.

Ahmad ve ark., (2014) 60 adet kanola (Brassica napus) genotipi arasindaki
genetik c¢esitliligi 20 adet SRAP primer kombinasyonu kullanarak incelemislerdir.
Caligmada kullandiklar1 primer kombinasyonlar1 toplamda 162 polimorfik bant
olusturmus ve primer basina ortalama 8 bant elde ettiklerini bildirmislerdir. Incelenen
60 kanola ¢esit ve hatlar1 arasindaki genetik benzerlik katsayilar1 izogenik hatlar hari¢
0.40 ile 0.97 arasinda degismistir. Arastiricilar, SRAP molekiiler markirlarinin
Brassica napus genotipleri arasindaki genetik ¢esitliligi belirlemede kullanilabilir

giivenilir bir yontem oldugunu rapor etmislerdir.

Jing ve ark., (2014) yaptiklar1 arastirmada brokoli ve akraba tiirler arasindaki
genetik cesitlilik ve iligkiyi belirlemek amaciyla 28 SRAP primer kombinasyonu
kullanmiglardir. Calisma sonucunda aragtirmacilar toplam 302 adet bant elde etmis
olup bunlarin 203’iiniin polimorfik oldugunu ve polimorfizm oranin1 %67.22 olarak
belirlemislerdir. Yaptiklar1 kiimeleme analizine gore 16 genotipi iki ana grupta
toplamislardir. Elde ettikleri sonuglar neticesinde ayni cografi bdlge veya orijinin,
germplazmanin nispeten benzer genetik ge¢gmise ve daha yakin genetik iligkiye sahip
olmasini saglayabilecegini, 1slah siirecini hizlandirmak i¢in ise brokoli ve akraba
tirleri i¢cin germplazm simiflandirmasina ve daha iyi gen kaynaklari kullanimina

yardimci olabilecegini bildirmislerdir.

Yuan ve ark., (2015) Cin lahanasinda (Brassica alboglabra Bailey) cicek sap1
rengiyle iligkili SRAP markirlarin1 tanimlamak amaciyla yesil ¢igek sapl bir gesit ile
leylak renkli bir ¢esidin melezlemesinden elde edilen 196 adet F2 bitkisinde bulk



segragant analizi (BSA) teknigini kullanilmiglardir. Aragtirmacilar olusturulan iki
DNA bulki arasinda test edilen toplam 153 SRAP primer kombinasyonunun 29
tanesinin polimorfizm olusturudugunu belirlemislerdir. ki DNA bulki arasinda
polimorfik olan 29 primer kombinasyonu DNA bulklarini olusturan bireyler ile
ebeveynler lizerinde test edilmis ve Me02/Eml14 primer kombinasyonunun Cin

lahanasinda ¢igek rengi ile iligkili oldugunu saptamislardir.

Channa ve ark., (2016) tarafindan yapilan arastirmada, kolza (Brassica napus
L.) ¢esit gelistirme ¢alismalarinda kullanilacak bitkisel materyaller arasindaki genetik
cesitliligin belirlenmesi amaglanmistir. Bunun icin 22 kolza ¢esidi ve 55 elit 1slah hatti
olmak iizere toplam 77 kolza genotipi arasindaki genetik ¢esitlilik 47 SRAP ve 56 SSR
primeri ile analizi edilmistir. Arastirmacilar SRAP ve SSR primerleri i¢in sirasiyla
primer basina ortalama 5.74 ve 3.46 adet olmak iizere toplam 270 SRAP ve 194 SSR
polimorfik bant elde etmislerdir. Kiimeleme analizi sonucunda 77 kolza genotip ve
cesitleri 5 ana grupta toplanmistir. Molekiiler varyans analizi, se¢ilen 1slah hatlarinin
genetik cesitliliginin kolza cesitleriyle karsilastirilabilir oldugunu ayrica cesitler ve
hatlar arasinda varyasyonun 6nemli oldugunu ortaya koymustur. Caligma sonucunda
tespit edilen 16 elit 1slah hatt1 grubunun, arzu edilen 6zelliklere sahip ticari ¢esitlerin
gelistirilmesinde kaynak olarak gelecekteki islah programlarinda kullanilabilecegi

belirtilmistir.

Solmaz ve ark., (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Tiirkiye nin ¢esitli cografi
bolgelerinde toplamis olduklar: farkli Citrullus tiirleri, yabani tiirler, yerel ¢esitler ile
acikta tozlanan cesitler ve hibrit ¢esitleri genetik akrabalik acisindan degerlendirmek
amaciyla SRAP ve SSR markir teknigi kullanilmistir. Arastirmacilar ¢calisma igin 14
SSR, 31 SRAP primer kombinasyonu kullanmislardir. Calisma sonucunda hem SSR
markirlarinda (%100) hem de SRAP markirlarinda (%97.3) yiiksek polimorfizm
oldugunu belirtmislerdir. SSR ve SRAP verilerine dayanarak, genetik benzerlik
katsayilarin1 hesaplamis ve aritmetik ortalama ile agirliksiz ¢ift grup yontemini
kullanarak dendrogramlar olusturmuslardir. Yaptiklar1 kiimeleme ve temel koordinat
analizleri, Tirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan Citrullus lanatus var. lanatus
alttiir genotiplerinin genetik olarak yakindan iliskili oldugunu gostermistir. Calisma
sonucunda arastirmacilar yiiksek morfolojik cesitliligin aksine Tirk karpuz genetik

kaynaklarmin diistik genetik ¢esitlilige sahip oldugunu bildirmislerdir.



Simsek ve ark., (2016) tarafindan yapilan ¢aligmada Tiirkiye'de Siklamen
tiirlerinin dogal olarak yetistizsi Adana, Antalya, Aydin, Mugla, Izmir, Denizli,
Kahramanmaras, Osmaniye, Eskisehir, Trabzon ve Rize illerinden toplanan bitkisel
materyallerin molekiiler karakterizasyonu RAPD ve SRAP molekiiller markir
teknikleri kullanilarak yapilmistir. Arastirmacilar 30 RAPD primeri ve 14 SRAP
primer kombinasyonu kullanmis, RAPD primerleri tarafindan olusturulan toplam 470
adet banttan 467'sinin polimorfik oldugu bildirilmistir. Yiizde polimorfizm RAPD
verilerine gore %99.3 iken SRAP analizinde, %100 polimorfizm gdsteren toplam 216
adet bant elde edilmistir. Yapilan bu c¢aligmanin Siklamende SRAP markir teknigi

kullanilan ilk ¢alisma oldugu bildirilmistir.

Nas (2016) yaptig1 arastirmada 35 adet carliston ve 44 adet dolmalik biber saf
hatlar1 arasindaki genetik benzerli§i SRAP markir teknigini kullanarak
degerlendirmistir. Caligmada Carliston biber hatlari i¢in 71, dolmalik biber hatlari igin
24 SRAP primer kombinasyonu kullanmistir. Kullandig1 primer kombinasyonlarindan
carliston biber hatlarinda 50, dolmalik biber hatlarinda ise 15’inde polimorfizme
rastlamis ve arastirmacit bu primer kombinasyonlarin1 degerlendirmeye almistir.
Carliston biber hatlarindan 123 adet, dolmalik biber hatlarindan ise 25 adet polimorfik
bant elde etmistir. Dolmalik biber hatlarinin genetik benzerlik diizeylerinin 0.54 ile
1.00 arasinda degisim gosterdigini tespit etmis, Carliston biber hatlarinin genetik
benzerlik diizeylerinin ise 0.62 ile 0.98 arasinda degisim gosterdigini ve elde ettigi tiim
bu veriler sonucunda SRAP markir tekniginin kendilenmis saf hatlarin genetik

uzakliklarinin belirlenmesinde basarili olarak kullanilabilecegini bildirmistir.

Bozokalfa ve ark., (2017) tarafindan yapilan calismada 94 yerel biber
genotipinin birbirine olan genetik uzakliklart SRAP markir sistemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Arastirmacilar calismada 33 SRAP primer kombinasyonu
kullanmis olup 23 primerde polimorfizme rastlamislardir. Caligma sonucunda 23
primerden toplam 202 polimorfik bant elde edilmistir ve polimorfizm oraninin tiirlere
gore farklilik gosterdigi, diger markir sistemlerine gore SRAP yontemi ile elde edilen
polimorfizm oranmin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. SRAP analizlerinden elde
ettikleri verilerle olusturduklar1 dendogram sonucunda genotipler %64 genetik
benzerlik katsayisi ile 4 ana grup altinda toplanmistir. Arastirma sonuglari neticesinde

aragtirmacilar ileride yiiriitillecek 1slah programlarinda genetik yapisi incelenen
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genotiplerin daha etkin kullanimui ile 1slah siiresinin biiyiik 6l¢iide kisaltilabilecegini

diisiindiiklerini bildirmislerdir.

Nacar ve ark., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada F1 hibrit kabak 1slah
programlarinda kullanilmak iizere gelistirilen Zucchini Yelow Mosaic Virusi
(ZYMV)’ne tolerant hatlarin genetik uzaklik dereceleri molekiiler olarak analiz
edilmistir. Calismada 38 hat icin 11 SRAP primer kombinasyonu kullanmiglardir.
Benzerlik indeksinden yararlanarak UPGMA metodu ile kiimeleme (Cluster)
analizleri yapmis ve dendogram elde etmislerdir. Dendogramdan elde ettikleri
bilgilere gore hatlarin birbirinden ayrildig1 ve ¢esitlilik oldugu bildirilmistir. Hatlarin
benzerlik diizeyi 0.63 ile 0.95 arasinda degisiklik gostermis olup 0.74 benzerlik

diizeyinde 5 ana grupta toplanmustir.

Pinar ve ark., (2017) tarafindan yapilan ¢alismada Hatay ilinden temin edilen
47 Trabzon hurmas1 genotipi arasindaki genetik iligkileri incelemek amaciyla SRAP
ve SSR markir tekniklerinden yararlanilmigtir. 21 SRAP primer kombinasyonu
toplam 107 adet bant olusturmus ve bunlarin %77.6'sinin polimorfik, SSR
primerlerinden elde edilen 26 adet allelin %84,6'sinin polimorfik oldugu belirtilmistir.
Calisma sonucunda her iki markir sisteminin de filogenetik arastirmalarda, cesit
tanimlamalarinda, karakterizasyon ¢alismalarinda, genetik cesitlilik ve iliski

degerlendirmelerinde basariyla kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Tian ve ark., (2017) tarafindan yapilan ¢alisma, kolzada (Brassica napus L.)
ebeveynler arasindaki genetik uzaklik, kombinasyon yetenegi ve heterosis arasindaki
iliskiyi degerlendirmek icin yapilmistir. Cin kolza ¢esit 1slah programlarinda yaygin
olarak kullanilan dokuz elit hat, 36 melez gelistirmek amaciyla diallel olarak
melezlenmis ve ebeveynleri ile birlikte dort farkli bolgede degerlendirmeye alinmustir.
Hatlar arasindaki genetik farkliliklar SRAP ve SSR markirlar1  kullanilarak
belirlenmistir. Calismada kullanilan tiim primerler degerlendirildiginde ebeveynler
arasindaki genetik farkliliklar ile incelenen 11 morfolojik 6zellige ait heterosis etkisi
arasinda bir korelasyon goriilmemistir. Arastirmacilar SRAP ve SSR primerleri
arasinda yiiksek polimorfizm gosteren primerleri secerek bunlar1 degerlendirmeye
aldiklarinda bu primerler ile slikadaki (bakla) tohum sayis1, 1000 tohum agirligi, bitki

basina tohum verimi ve parselden alinan tohum verimi 6zellikleri arasinda 6nemli ve
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pozitif korelasyonlarmn oldugunu gormiistiir. Calisma sonucunda segilen bu
primerlerin, verim ve verimle ilgili 6zellikler ig¢in heterosis tahmini tizerine yapilan

caligmalarda daha fazla kullanilabilecegi belirtilmistir.

Uysal ve ark., (2019) yaptiklar1 calismada, Yamula patlicani, Manisa patlicani
ve Kemer patlicaninin genetik farklilik/benzerligini anlamak i¢in (sirastyla 28, 1 ve 3)
toplam 32 adet genotipi SRAP markir teknigi kullanilarak karsilagtirmislardir.
Yaptiklar1 caligma sonucunda 10 SRAP primer kombinasyonu kullanilarak toplam 67
adet bant elde etmislerdir. Elde ettikleri bantlarin 51 adedi polimorfik, polimorfizm
oranini ise %73.72 olarak belirlemislerdir. UPGMA dendrogramina gére benzerligin
0,68 ile 0,99 arasinda oldugunu ve birinci grupta 8, diger grupta ise 24 olmak iizere
toplam iki ana grup ve bu iki grubun alt gruplara ayrildig1 belirtilmistir. Ayrica
arastirmacilarin  sonuglarina goére SRAP markir tekniginin, ¢esitler ve cesitler
arasindaki genetik benzerlik/gesitliligi belirlemek icin basariyla kullanilabilecegi
bildirilmistir.

Cebeci ve ark., (2020) tarafindan yapilan arastirmada hiyar (Cucumis sativus
L.) yerel cesitlerini morfolojik olarak karakterize etmek ve genotiplerin genetik
cesitliligi ile iliskilerini incelemek i¢in 20 SRAP primer kombinasyonu kullanilmastir.
Yapilan analizler sonucunda Polimorfik Bilgi Icerigi (PIC) indeksi 0.15 ila 0.99
arasinda degisiklik gostermis olup, Dice'in benzerlik katsayisinin ise 0.00-1.00
arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir. UPGMA yontemi kullanilarak yapilan
kiimeleme analizi sonucunda, tiim genotiplerin iki ana gruba ve bir¢ok alt bdliime
ayrildigr ayrica yerel cesitler arasinda orta diizeyde genetik c¢esitliligin oldugu
bildirilmistir.

Mansour ve ark., (2020) tarafindan yapilan caligmada Sudan’in farkl
bolgelerinde yaygin olarak yetistirilen 12 sogan ¢esidi arasindaki genetik gesitlilik
RAPD ve SRAP markir teknigi kullanilarak degerlendirilmistir. Arastirmada toplam
32 RAPD ve 21 SRAP primer kombinasyonu kullanmislardir. Elde ettikleri verilerle
cesitleri, Jaccard'n benzerlik katsayisin1 Kullanarak gruplandirmislardir. SRAP
analizinde test ettikleri 21 primer kombinasyonundan sekizi (%38.1) polimorfik bant
vermistir. Sekiz adet SRAP primer kombinasyonu 12 sogan ¢esidinde tamami

polimorfik toplamda 30 adet bant vermis ve her bir primer kombinasyonu 1 ile 8
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arasinda degisen polimorfik bantlar vermistir. SRAP primerlerinin polimorfizm bilgi
icerigi degerlerinin (PBI) oldukga yiiksek ¢iktig1 rapor edilmistir (0.99 ve 1.00).
Aragtiricilar soganda genetik cesitliligin ortaya konmasinda SRAP markirlarinin

RAPD markirlarina gore ¢cok daha basarili oldugunu bildirmislerdir.

Framarzpour ve ark., (2021) sera kosullarinda yetistirilen 25 kolza ¢esidinde
(kig/ilkbahar) genetik ¢esitliligi arastirmak amaciyla 12 SRAP primer kombinasyonu
kullanarak PCR yapmustir. Sonug¢ olarak toplam 116 adet bant elde etmislerdir ve
bunlarin  96’sinin  polimorfik oldugu bildirilmistir. Primer kombinasyonlarinin
polimorfizm bilgi icerigi (PBI) 0.25 ile 0,499 arasinda, Nei indeksine dayali genetik
cesitlilik ise 0.18 ile 0.33 arasinda degisiklik gosterdigi rapor edilmistir. Kiimeleme
analizinde cesitlerin 5 grupta toplandigi goriilmiis ve arastiricilar kolza gesitleri

arasindaki genetik cesitliligin yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Yilmaz ve ark., (2021) tarafindan yapilan g¢alismada Kuzey Kibris ve
Tirkiye'nin farkli bolgelerinden toplanan toplam 32 kavun (Cucumis melo L.)
genotipinin morfolojik ve molekiiler 6zelliklerini karakterize etmek amaciyla SRAP
markir tekniginden yararlanilmistir. Yapilan molekiiler analizler igin 11 SRAP primer
kombinasyonu kullanmiglardir. Analiz sonucunda toplam 81 adet bant elde etmisler,
elde ettikleri bantlarin 56 adedi polimofik bulunmus ve polimorfizm oraninin ise
%0.69+0.96 oldugunu bildirmislerdir. SRAP verilerine gore genotiplerin iki ana
kiimede toplandig1 ve Kuzey Kibris'tan secilen kavun genotipleri ile Tiirkiye'den
segilen bazi kavun genotipleri karakterize edilerek genotiplerin islah programinda

kullanilma potansiyellerinin oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Bitkisel Materyal

Bu tez calismasinda Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan
saglanan 24 adet beyaz bas lahana 1slah hatti kullanilmistir (Cizelge 3.1 ve Sekil 3.1).
Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen genotiplerin tohum ekimi
ve fide yetistirme islemleri Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesinde bulunan biiyiitme

odasinda yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.2).

Cizelge 3. 1 Calismada kullanilan 1slah hatlar

No Genotip Kodu

1 40

2 501

3 518

4 22-1

5 Al119

6 A126

7 Al145

8 A168

9 A322
10 A387
11 A62
12 BLYM-4
13 BY27-2
14 EXS
15 FG
16 P43-1
17 P59-1
18 P91
19 P95
20 TAR
21 W37
22 WEI
23 YBB-35
24 ZL-3
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Czis T A387 TA322

Sekil 3. 1 Beyaz bas lahana genotiplerinin arazideki goriintiisii
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22-1 | P95 o WEI

Sekil 3.1 Beyaz bas lahana genotiplerinin arazideki goriintiisii (devami)

16



YBB35 40 T WaT

Sekil 3.1 Beyaz bas lahana genotiplerinin arazideki goriintiisii (devami)
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(a) (b)

Sekil 3. 2 Tohum ekimi (a) ve fide yetistirme ortami (b)

3.2 Genotiplerin Molekiiler Karakterizasyonu
Genotiplerin molekiiler analizleri Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge

Bitkileri Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda ytiriitilmustiir.

3.2.1 DNA izolasyonu
Bu tez ¢alismasinda kullanilan DNA izolasyon yontemi Haymes (1996)’in

gelistirmis oldugu miniprep DNA izolasyon yontemine gore kiiciik degisiklikler
yapilarak gerceklestirilmistir. Bu yontemin uygulanmasinda dort farkli ¢ozelti

kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3. 2 DNA izolasyonunda kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler

Cozelti A Cozelti B Cozelti C Cozelti D
100 mM tris-HCI (pH8.0) 240 ml kloroform 96 ml ETOH 10 mM tris
1.4 M NacCl 10 ml izoamil 4ml3MNaAC (pH 1mMEDTA
20 mM EDTA alkol 5.2) (pH 8)

%2 CTAB (hexadecyl-
trimethyl-ammonium
bromide) %0.4 -
mercaptoethanol

Calismada DNA izolasyon protokoliiniin uygulama asamalar1 sirayla maddeler

halinde asagida 6zetlenmistir (Sekil 3.3).
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. Taze bitki yapraklar1 (geng¢ yapraklardan 3-4 tane olacak sekilde) yaklasik 100 mg
aliarak 1.5 ml eppendorf tiiplere konulmustur (Sekil 3.3 (a)).

. Eppendorf tiiplere konulan 6rnekler mikro havaneli yardimi ile iyice ezilmistir
(Sekil 3.3 (b)).

. Ezilen Orneklerin igerisine Cizelge 3.2°deki belirtilen Cozelti A’dan 500 pl
eklenerek yavasca iyi bir sekilde karistirtlmistir (Sekil 3.3 (c)).

. Cizelge 3.1°deki tiim 1slah hatlarina belirtilen uygulamalar (Madde 1-2 ve 3)
yapildiktan sonra hazirlanan tiim 6rnekler su banyosunda 30 dakika siireyle 65°C’de
inkiibasyona tabi tutulmustur.

. Su banyosu uygulamasindan sonra tiim 6rnek tiiplere Cizelge 3.2°deki belirtilen
Cozelti B’den 150 pul eklenerek karistirilmastir.

. Tiim ornekler santrifiij cihazinda 3 dk siireyle 14000 rpm hizla santrifiij edilmistir
(Sekil 3.3 (d)).

. Santrifiij isleminden sonra tiim orneklerde olusan silipernatant sivi kismi (Sekil 3.3
(e)) temiz 1,5 ml’lik eppendorf tiip icerisine ayr1 ayr1 tekrar numaralandirilarak
aktarilmistir (Sekil 3.3 (f)).

. Yeni tiiplerin igerisine Cizelge 3.2°deki belirtilen Cozelti C’den 600 pl eklenerek
siv1 igerisindeki DNA ¢oktiiriilmistiir. Bu asamada 6rneklerden daha fazla DNA
elde edilmesi amaciyla -20°C’de 2 saat siire ile bekletilmesi saglanmistir (Sekil 3.3
(9)).

. Tiim Ornekler bir santrifiij cihazinda 10000 rpm devirde 3 dk siire ile santrifiij
edildikten sonra iistteki sivi dokiilerek DNA’nin eppendorf tiiplerin tabaninda
toplanmasi saglanmistir (Sekil 3.3 (h)).

10. Eppendorf tiiplerin tabanina toplanan DNA’larin tizerine %70 ETOH’dan 300 pl
eklenerek santrifiij cihazinda 10000 rpm devirde 3 dk siireyle santrifiij edilmistir
(yikama).

11. Santrifiij islemi sonrasinda olusan tist sivi dokiilerek eppendorf tiipler bas asagi

olacak sekilde yaklasik olarak 1 saat siireyle oda sicakliginda bekletilmis (Sekil 3.3
(1)) ve luzerine Cizelge 3.2°deki belirtilen Cozelti D’den 200 pl eklenip DNA

¢Oziindiirilmistiir.
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(9) (h) (i)
Sekil 3. 3 DNA izolasyon asamalar1

3.2.2 SRAP Analizi

Calismada yer alan genotiplerin genetik olarak tanimlanmasi i¢in molekiiler
yontemlerden biri olan SRAP (Sequence Related Amplified Polymorphism) yontemi
kullanilmis ve 11 adet ileri (Forward) ve 10 adet geri (Reverse) SRAP primeri (Cizelge
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3.3) farkl: sekillerde kombine edilerek toplam 45 primer kombinasyonu (Cizelge 3.4)

kullanilmistir.

Cizelge 3. 3 Calismada kullanilan SRAP primerlerine ait sekans bilgileri

Primer Sekans Bilgisi Primer Sekans Bilgisi
(F) (F) (R) (R)

MEO1 TGAGTCCAAACCGGATA EMO02 GACTGCGTACGAATTTGC
MEO02 TGAGTCCAAACCGGAGC EMO03 GACTGCGTACGAATTGAC
MEQ3 TGAGTCCAAACCGGAAT EMO04 GACTGCGTACGAATTTGA
MEO4 TGAGTCCAAACCGGACC EMO05 GACTGCGTACGAATTAAC
MEQ5 TGAGTCCAAACCGGAAG EMO08 GACTGCGTACGAATTCTG
MEO6 TGAGTCCAAACCGGTAA EMO09 GACTGCGTACGAATTCAG
ME14 TGAGTCCAAACCGGTCT EM10 GACTGCGTACGAATTTAG
ME16 TGAGTCCAAACCGGGCC EM11 GACTGCGTACGAATTCCA
ME18 TGAGTCCAAACCGGGCT EM12 GACTGCGTACGAATTCTT
ME19 TGAGTCCAAACCGGGTA EM13 GACTGCGTACGAATTCTC
ME21 TGAGTCCAAACCGGTCA

Cizelge 3. 4 Calismada Kullanilan SRAP Primer Kombinasyonlari

Primer Kombinasyonu

Primer Kombinasyonu

No (FXR) No (FxR)

1 Me01 x EmO02 24 Me06 x Em10
2 Me01 x EmO03 25 Me06 x Em11
3 Me01 x EmO04 26 Me06 x Em12
4 Me01 x EmO05 27 Mel4 x Em02
5 Me01 x EmO08 28 Mel4 x EmO03
6 Me02 x EmO09 29 Mel4 x EmO04
7 Me02 x Em10 30 Mel4 x EmO05
8 Me02 x Em11 31 Mel4 x EmO08
9 Me02 x Em12 32 Mel6 x Em10
10 Me02 x Em13 33 Mel7 x EmO05
11 Me03 x EmO02 34 Mel8 x Em09
12 Me03 x EmO03 35 Mel8 x Em10
13 Me03 x EmO04 36 Mel8 x Em11
14 Me03 x EmO05 37 Mel19 x EmO02
15 Me03 x EM10 38 Mel9 x EmO03
16 Me03 x Em13 39 Mel9 x EmO04
17 Me04 x Em10 40 Mel9 x EmO05
18 Me05 x EmO02 41 Me21 x EmO09
19 Me05 x EmO03 42 Me21 x Em10
20 Me05 x EmO04 43 Me21 x Em11
21 Me05 x EmO05 44 Me21 x Em12
22 Me05 x EmO08 45 Me21 x Em13
23 Me06 x EmO09
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3.2.3 PCR Analizi

Calismada yiiriitiilen SRAP PCR analizi Yildiz ve ark., (2011)’nin kavunda
kullandiklar1 protokole gore yiiriitiilmistiir. SRAP primerlerinin test edilmesinde
kullanilan PCR protokolii Cizelge 3.5’te ve PCR kosullar1 ise Cizelge 3.6’da
sunuldugu sekilde LongGene A300 Thermal cycler cihazinda gergeklestirilmistir
(Sekil 3.4).

Cizelge 3. 5 SRAP primerlerinin test edilmesinde kullanilan PCR protokolii

Bilesen Miktar
PCR Master Mix (Dreamtaq Green Master Mix) 7.5 ul
SRAP Primeri Ileri (Forward) 1 pl (10 pmol)
SRAP Primeri Geri (Reverse) 1 pl (10 pmol)
Genomik DNA 3ul (10 ng/ul)
Deiyonize su 2.5ul
Toplam 15 ul
Cizelge 3. 6 SRAP analizlerinde kullanilan PCR Kosullari
Sicakhik  Siire : Dongii
(°C) (dk) Yapilan Islem Sayil
94 2 On denatiirasyon 1
94 1 DNA’nin ¢ift ipliklerinin ayrilmasi (denatiirasyon) 5)
35 1 Primer baglanmasi (anneling) - yapisma 5
72 1 Yeni iplik¢igin yazilimi (extension) - uzama 5)
94 1 DNA nin ¢ift iplik¢iginin ayrilmasi (denatiirasyon) 35
50 1 Primer baglanmasi (anneling) - yapisma 35
72 1 Yeni iplik¢igin yazilimi (extension) - uzama 35
72 5) Son yazilim - uzama 1

(b)
Sekil 3. 4 SRAP primerlerinin PCR dizilimi (a) ve dongiisii (b)
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3.2.4 Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintiilemesi

Beyaz bas lahana genotiplerinin SRAP markirlar karakterizasyonu i¢in PCR
caligmalarindan elde edilen iirlinler, i¢erisinde 1x TAE tampon ¢ozeltisi (Tris + Asetik
asit + EDTA) bulunan elektroforez tankinda %2’lik (Sekil 3.5 (a)) agaroz
(FisherScientific) jelde 100 V ve 300 mA akimda kosturulmustur. Agaroz jel izerinde
ayrilan bantlarin agirliklarinin tahmini amaciyla jele en az 1 sira 100 bp (New England
Biolabs Inc.; Sekil 3.6) marker DNA Ladder yiliklenmistir. Elektroforez islemi 4 saat
stire ile devam ettirilmistir. Elektroforez isleminden sonra jel 20 dakika siire ile
ethidium bromide ¢o6zeltisinde bekletilmis ve saf su ile yikanarak UV

transilluminatorde (INGENIUS, Syngene) goriintiilenmistir (Sekil 3.5 (b)).

(b)
Sekil 3. 5 Agaroz jele PCR fiirlinlerinin yiiklenmesi ve yiiriitilmesi (a); UV
goriintiileme (b)

Base Pairs  Mass (ng)

- 1,517 45
— 1,200 a5
- 1,000 a5
- 800 T
— 800 24
= 700 2
- KO0 18
- 500/517 97
=400 38
- 300 29
- 200 25
- 100 48

Sekil 3. 6 100 bp DNA Ladder Baz Cifti Agirliklar
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3.2.5 SRAP Markirlarinin Degerlendirilmesi

Calismada yapilan elektroforez islemi sonucunda olusan her bir primer gifti
i¢cin her genotipe ait bant profilleri binominal veri olarak (1/0) skorlanmistir. Her bir
SRAP primer kombinasyonunun olusturdugu toplam bant sayist ve olusan polimorfik
bant sayilar1 ve efektif allel frekanslar1 hesaplanmistir. Primer kombinasyonlarinin
calismada kullanilan beyaz bas lahana hatlarin1 ayrimlamadaki basarisinin gostergesi

olan polimorfizm bilgi icerigi (PIC) asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmuistir.
PIG; =1-XiL,p} 3.1)

i=j’inci primerin 1’inci alleli
n=j’inci primerin allel say1s1

p = allel frekansi

3.2.6 SRAP Markirlarinn Istatistik Analizi

Beyaz bas lahana gen havuzundaki hat ve cesitlerin genetik olarak
benzerliklerinin ortaya konmasi amaciyla Jackard benzerlik indeksine gére NTSYS-
pc (Numerical Taksonomy and Multivare Analysis System) paket programinda
degerlendirilmistir (Rholf, 1993). Bu amaca yonelik olarak saf hatlar arasindaki
uzaklik Jackard benzerlik indeksine gore DICE (Dice, 1943) modiilinde UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Algorithm) metodu kullanilarak kiimeleme analizi

yapilmis ve dendrogramlari olusturulmustur.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 Beyaz Bas Lahana Islah Hatlarinin Molekiiler Karakterizasyonu
4.1.1 SRAP Primerlerinin Etkinligi

Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii tarafindan temin edilen 24 adet beyaz
bas lahana 1slah hatlar1 arasindaki genetik farkliliklar1 belirlemek amaciyla toplam 45
SRAP primer kombinasyonu kullanilarak molekiiler analizleri yapilmistir. Polimorfik

SRAP primer kombinasyonlarina ait degerlendirmeler Cizelge 4.1°de verilmistir.

Beyaz bas lahana hatlarinin ayrimlamasinda kullanilan 45 primer
kombinasyonunun  tamami  polimorfik  olarak  goézlemlenmistir.  Primer
kombinasyonlart 1slah hatlarinda toplam 257 adet bant iiretmistir. Goriintiilenen
allellerin 194 (%74) adedi polimorfik olurken 67’si 1slah hatlar1 arasinda polimorfizm
gostermemistir. Calismada kullanilan primer kombinasyonu basina ortalama 5.7 allel
elde edilirken primer kombinasyonu basina ortalama polimorfik allel sayist da 4.3
olarak hesaplanmistir. Me05_EmO04 primer kombinasyonu test edilen kombinasyonlar
icerisinde en fazla toplam allel (12 allel) iireten primer kombinasyonu olmustur.
Mel9 Em02 ve Mel9 EmO3 primer kombinasyonlarida primer kombinasyonu basina
toplam 11 allel ile bunu takip etmistir. Me02_Em10, Me03_EmO03 ve Mel8 Em1l
primer kombinasyonlar1 da ¢aligmada primer kombinasyonu basina en en az allel (2
allel) lireten primer kombinasyonlar1 olmustur. En fazla sayida polimorfik allel iireten
(10 adet) primer kombinasyonlart Me03 EM10, Mel4 EmO08 ve Me19 EmO3 olurken
Mel4 EmO3 ve Mel8 Eml1 kombinasyonlari da 1’er adet polimorfik allel {iretmistir.
Sekil 4.1°de beyaz bas lahana 1slah hatlarindan elde edilen primerlerin bant profilleri

verilmistir.

Calismada kullanilan toplam 45 SRAP primer kombinasyonunun polimorfizm
orant degerleri %33 ile %100 arasinda degismistir (ortalama %74.45). Primer
kombinasyonlarinin biiyiik ¢ogunlugu %70’in iizerinde bir polimorfizm orani degeri
verirken Mel4 Em03 ve Me2l Emll primer kombinayonlar1 %33 ile en diisiik

polimorfizm orani1 degerlerini vermistir.
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Cizelge 4. 1 SRAP Primerlerinin Beyaz Bas Lahanada Olusturduklar1 Allel Sayilar
ve Polimorfizm Bilgi Igerikleri (PBI)

Primer Polimorfik ~ Monomorfik T/c&;?llealm Polimorfizm P(?Iir.nprfi%[r.l E;ﬁ:gl'f
Allel Sayisi Allel Sayisi Sayist Orani (%) Bilgi Icerigi Frekansi
Me01_Em02 5 2 7 71 0.59 1.58
Me01_EmO03 2 2 4 50 0.29 1.12
Me01_EmO04 2 1 3 67 0.43 1.22
Me01_EmO05 2 1 3 67 0.25 1.36
Me01_EmO08 5 0 5 100 0.44 1.57
Me02_Em09 3 0 3 100 0.55 1.74
Me02_Em10 2 0 2 100 0.50 1.49
Me02_Em11l 2 2 4 50 0.35 1.46
Me02_Em12 3 1 4 75 0.76 1.31
Me02_Em13 3 3 6 50 0.39 1.35
Me03_Em02 4 0 4 100 0.59 1.37
Me03_Em03 2 0 2 100 0.70 2.15
Me03_Em04 2 1 3 67 0.38 1.12
Me03_EmO05 3 1 4 75 0.52 1.42
Me03_EM10 10 0 10 100 0.73 1.50
Me03_Em13 4 0 4 100 0.53 1.41
Me04_Em10 4 1 5 80 0.37 1.28
Me05_EmO02 5 0 5 100 0.49 1.54
Me05_Em03 5 4 9 56 0.39 1.25
Me05_EmO04 8 4 12 67 0.37 1.28
Me05_EmO05 6 1 7 86 0.46 1.53
Me05_Em08 3 2 5 60 0.51 1.71
Me06_EmO09 4 1 5 80 0.43 1.07
Me06_Em10 3 3 6 50 0.17 1.23
Me06_Em11 4 3 7 57 0.31 131
Me06_Em12 7 1 8 88 0.54 1.58
Meld _EmO02 7 1 8 88 0.55 1.36
Mel4 _EmO03 1 2 3 33 0.33 1.03
Meld _EmO04 6 0 6 100 0.44 1.48
Mel4_EmO05 2 2 4 50 0.41 1.34
Mel4_EmO08 10 0 10 100 0.75 1.87
Mel6_Em10 8 1 9 89 0.63 1.64
Mel7_EmO05 5 0 5 100 0.77 1.45
Mel18_EmO09 5 2 7 71 0.55 1.28
Mel8 Em10 4 1 5 80 0.65 1.73
Mel8 Emill 1 1 2 50 0.39 1.49
Mel9_Em02 8 3 11 73 0.67 1.47
Mel9_EmO03 10 1 11 91 0.75 1.70
Mel9_EmO04 4 1 5 80 0.46 1.37
Mel9_EmO05 5 2 7 71 0.60 1.48
Me21_EmQ9 4 1 5 80 0.53 1.46
Me21_Em10 4 2 6 67 0.34 1.46
Me21_Em11l 2 4 6 33 0.31 1.15
Me21_Em12 3 3 6 50 0.27 1.36
Me21 Em13 2 2 4 50 0.16 1.22
Toplam 194 63 257 - -
Ortalama 4.3 1.4 5.7 74.45 0.48 1.43
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Sekil 4. 1 Me01_EmOS8 primerlerinden elde edilen beyaz bas lahana 1slah hatlarina ait
bant profilleri

Beyaz bas lahana 1slah hatlarinin molekiiler olarak ayrimlanmasinda kullanilan
SRAP primerlerinin polimorfizm bilgi icerigi (PBI) degerleri de 0.16 ile 0.77
(ortalama 0.48) arasinda degismistir. Mel7_EmO05, Me02_Em12 ve Mel9 EmO03
yiiksek PBI degerine (sirastyla 0.77, 0.76 ve 0.75) sahip primer kombinasyonlari
olarak belirlenirken Me21_Em13 (0.16) ve Me06_Em10 (0.17) diisiik PBI degerlerine
sahip olmustur. Kullanilan markir sistemleri arasinda SRAP’in ¢ok sayida polimorfik
allel iiretebilen bir molekiiler markir sistemi oldugu Guo ve Luo (2006) tarafindan
bildirilmistir. Calismamizda kullanilan 45 SRAP primer kombinasyonundan elde
edilen toplam 257 adet bant ve 194 adet polimorfik bant sayisi arastiricilarin tespitiyle
uyumlu oldugunu gostermektedir. Beyaz bas lahana ile ayn1 familyadan olan brokoli
genotiplerinin SRAP primerleri ile molekiiler olarak ayrimlanmasinda 28 SRAP
primer kombinasyonunun toplam 312 adet allel iirettigi ve polimorfizm oraninin
%68.26 oldugu bildirilmistir (Jing ve ark., 2011). Arastiricilar primer kombinasyonu
basina ortalama polimorfik bant sayisinin 7.6 oldugunu rapor etmislerdir. Yapilan
basgka bir ¢alismada Jing ve ark., (2014) brokoli ve akraba tiirler arasindaki genetik
cesitlilik ve iliskiyi belirlemek amaciyla 28 SRAP primer kombinasyonu kullanmis
calisma sonucunda toplam 302 adet bant (203’{ polimorfik) iirettigi ve polimorfizm
oraninin %67.22 oldugu bildirilmistir. Yan ve Zang (2005) yaptiklar1 ¢alismada 20
hibrit karpuz cesiti arasindaki genetik varyasyonun SRAP markir teknigi kullanilarak

belirlenmesini amaglamis yaptiklar1 molekiiler analizler i¢in 25 adet SRAP primer
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kombinasyonu kullanmigtir. Arastirmacilar analizler sonucunda toplam 331 adet allel
tiretildigini bunlarin 135 adedinin polimorfik oldugunu belirtmistir. Me6_Em2 primer
kombinasyonu en fazla toplam allel (23 allel) tireten primer kombinasyonu oldugu en
az allel iireten primer kombinasyonunun toplam 11 allel ile Mel Em5 primer
kombinasyonuna ait oldugu ayrica en yiiksek polimorfizm oranina (%68) sahip primer
kombinasyonunun Mel Em3 oldugu bu primer kombinasyonunun iirettigi 22 allelden
15’inin polimorfik oldugu bildirilmistir. Ferriol ve ark., (2003) 69 kabak genotipi i¢in
AFLP ve SRAP olmak tizere iki markir tekniginden yararlanarak analiz etmistir. 11
primer kombinasyonu kullanarak yaptiklart SRAP analizleri sonucunda toplam 88 adet
allel elde etmis bunlarin da 64'"iniin polimorfik oldugunu ve polimorfizm oranini
%72,7 olarak belirlemislerdir. Me7_Em5 primer kombinasyonunun en fazla allel
tireten primer kombinasyonu (15 adet) oldugunu en az allel {ireten primer
kombinasyonlarinin ise Me2_Em1 ve Me8 Eml (4 adet) oldugu aymi zamanda
Me2_Em1 primer kombinasyonunun %2100 polimorfizm gosterdigini ve tiim bu
analizler sonucunda SRAP markirlarinin morfolojik varyasyonlarla daha iyi uyum
sagladigini, daha fazla bilgi sundugunu, morfotiplerin evrimsel ge¢misi ile ilgili
AFLP’den daha ¢ok bilgi sagladigini bildirmislerdir. Okumus ve Balkaya (2007) 20
adet yaprak lahana genotipini RAPD markir teknigini kullarak degerlendirmis
yaptiklart molekiiler analizler sonucunda 60'1 (%54,5) polimorfik olan 110 adet allel
elde etmiglerdir. Giilsen ve ark., (2007) tarafindan yapilan ¢alismada 23 bamya
genotipi arasindaki cesitlilik ve iliskiler SRAP markir teknigi ve fenotipik belirtegler
kullanilarak incelenmistir. 39 SRAP primer kombinasyonu kullanarak yaptiklari
molekiiler analizler sonucunda %50’si polimorfik olan toplam 97 adet allel
tiretilmistir. Channa ve ark., (2016) yaptiklari ¢alismada 77 adet Brassica napus 1slah
hattinin genetik cesitliligini analiz etmek i¢in SRAP ve SSR markir tekniginden
yararlanmigtir. Arastirmacilar SRAP analizleri i¢in 47 SRAP primer kombinasyonu
kullanmistir.  Yapilan SRAP molekiiler analizleri sonucunda toplam 270 adet
polimorfik allel {iretildigini primer basina ortalama polimorfik allel sayisinin SRAP
markir tekniginde 5.74 oldugunu, SSR primerlerinin ise toplam 194 adet polimorfik
allel drettigini ve primer basina ortalama polimorfik allel sayisinin da 3.46 olarak
belirlendigini bildirmislerdir. ~ Polimorfik allel yiizdesi olarak SRAP primer

kombinasyonlart %37.50 ile %85.71 arasindaki oranlarda degisirken SSR primerleri
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icin bu oran %25 ile %100 arasinda degisiklik gosterdigi belirtilmistir. Yapilan bagka
bir calismada 60 adet Brassica napus genotipi arasindaki genetik ¢esitlilik 20 adet
SRAP primer kombinasyonu kullanarak incelenmistir. Arastirmada elde edilen toplam
425 allelin 162’sinin polimorfik oldugu belirlenmistir. En fazla allel olusturan primer
kombinasyonu Me2_Em17 (37 adet) olurken en fazla polimorfik allel iireten primer
kombinasyonu Me2 Em18 oldugu belirtilmistir (Ahmad ve ark., 2014). Li ve ark.,
(2013) yine Brassica napus tiiriine ait 34 genotip arasindaki genetik varyasyonun
ortaya konmasinda 24 SRAP primer ¢ifti ve 17 SSR primer kombinasyonu
kullanmiglardir. Aragtiricilar SRAP primerlerinin toplam 145 allel (primer ¢ifti basina
ortalama 6 allel) ve SSR primerlerinin de toplam 99 allel (primer ¢ifti bagina ortalama
5.82 allel) iirettigini ayrica primerlerin PBI degerleri SRAP i¢in 0.19 ile 0.74 (ortalama
0.48) SSR i¢in 0.12 ile 74 (ortalama 0.40) arasinda degistigini bildirmislerdir. Wu ve
ark., (2009) 95 adet hardal (Brassica juncea) genotipinden olusan bir koleksiyonun
molekiiler diizeyde cesitliligini belirlemek amaciyla kullandiklar1 SRAP primer
kombinasyonlarin toplam 326 adet allel iirettigini bunlarmn 161’inin polimorfik
oldugunu belirlemis, polimorfizm oranmnin %52.70 (Em04_Me0l1) ile %21.88
(Em01_Me03) arasinda degistigini bildirmislerdir. Turp genotipleri arasindaki genetic
cesitliligin tanimlanmasi amaciyla RAPD, ISSR ve SRAP markir sistemlerinin
karsilastirildigi baska bir calismada 35 RAPD primerinin primer bagina ortalama 11.77
allel olmak tizere toplam 412 allel (352’si polimorfik), 22 ISSR primerinin primer
basina ortalama 7.14 olmak iizere toplam 250 allel (213’1 polimorfik) ve 17 SRAP
primer kombinasyonunun da primer ¢ifti basina ortalama 13.71 olmak tiizere toplam
233 allel (199’u polimorfik) iirettigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2008). Arastirmacilar
SRAP primer kombinasyonlarinin iirettigi allel sayisinin 6 ile 17 arasinda degistigini
bildirmislerdir. Primerlerin polimorfizm oranlarina bakildiginda SRAP primerlerinin
daha polimorfik oldugu goriilmektedir. Ayrica sogan genotiplerinin ayrimlanmasi
amacityla RAPD ve SRAP markir tekniklerinin kullanildigi bagka bir calismada
(Mansour ve ark., 2020) 20 RAPD primerinin toplam 320 allel irettigi ve 8 SRAP
primerinin de toplam 66 allel iirettigi bildirilmistir. Her iki marker sisteminde de
primerlerin yiiksek PBI degerlere sahip oldugu bildirilmis olmakla birlikte SRAP
primerlerinin  sogan genotiplerinin ayrimlanmasinda daha basarili oldugu

bildirilmistir.
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4.2 Beyaz Bas Lahana Islah Hatlar1 Arasindaki Genetik Iliskiler
4.2.1 Temel Bilesen Analizi (TBA)

Beyaz bas lahana 1slah hatlar1 arasindaki varyasyonun belirlenmesinde SRAP
markirlari ile elde edilen verilere Temel Bilesen Analizi (TBA) uygulanmistir. Elde
edilen bulgular temel bilesenlerinin ilkinde hatlar arasindaki varyasyonun %82.41

oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2; Sekil).

Cizelge 4.2. SRAP primer kombinasyonlarina ait temel bilesen analizi

Bilesen Eksenleri Oz Deger Varyasyon (%) Toplam Varyasyon (%)
1 19.779 82.41 82.41
2 0.468 1.95 84.36
3 0.382 1.59 85.96
4 0.316 1.32 87.27
5 0.289 1.20 88.48
6 0.265 1.11 89.58
7 0.247 1.03 90.61
8 0.233 0.97 91.58
9 0.201 0.84 92.42
10 0.196 0.82 93.24
11 0.184 0.77 94.01
12 0.181 0.76 94.76
13 0.163 0.68 95.44
14 0.149 0.62 96.06
15 0.137 0.57 96.63
16 0.131 0.55 97.18
17 0.118 0.49 97.67
18 0.111 0.46 98.13
19 0.098 0.41 98.53
20 0.086 0.36 98.89
21 0.081 0.34 99.23
22 0.075 0.31 99.54
23 0.060 0.25 99.79
24 0.050 0.21 100.00

Cizelgede de goriildiigli gibi temel bilesenlerin ilk 7 ekseninin agikladigi
toplam varyasyon %90’1n iizerinde ¢ikmistir. Elde edilen bulgular SRAP markirlar ile
olusturulan dendrogramda genotiplerin iyi dogru bir sekilde dagildiginin gostergesi

niteligindedir. Nitekim Melchinger (1993) temel bilesen eksenlerinin ilk 2 ya da
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3’linde agiklanan toplam varyasyon degerinin %25°ten daha az olmasi durumunda
kiimeleme analizlerinde genotiplerin grafikler iizerinde dagilimmin hatal
olabilecegini bildirmistir. Yirtttiigiimiiz bu calismada SRAP primer kombinasyonlari
ile ayrimlanan 24 beyaz bas lahana hattinin olusturulan geometrik diizlemlerde ve
kiimelemelerde dagilimlarimin dogruya en yakin sekilde temsil edildigi kanisina
vartlmistir. Channa ve ark., (2016) 77 adet kolza (Brassica napus L.) genotipinin
genetik cesitliliginin belirlemesi ic¢in kullandiklar1 SSR ve SRAP primerlerine ait
verilere uygulanan temel bilesen analizinde bilesenlerin ilk 2 ekseninin sirasiyla
toplam varyasyonun %5.19 ve %4.19'unu agiklandigini bildirmislerdir. Zhang ve ark.,
(2017) ise Brassica rapa spp. genotiplerinin ayrimlanmasinda yine SRAP ve SSR
markirlarin1 kombine etmislerdir. Arastiricilar elde ettikleri verilere uyguladiklar
temel bilesen analizinde bilesenlerin ilk 2 ekseninde toplam varyasyonun sirastyla
%15.80 ve %6.79’unun agiklandigini bildirmislerdir. Nacar ve ark., (2017) tarafindan
yapilan baska bir ¢alisgmada ise 38 yazlik kabak genotipi 11 SRAP markir
kombinasyonu kullanilarak molekiiler karakterizasyonu yapilmistir. Yapilan temel
bilesenler analizi sonuglar1 genetik gesitlilik agikca ortaya koymus ve genotiplerin

genetik benzerlik diizeylerinin 0.63 ile 0.95 arasinda degistigi bildirilmistir.

5.2.2 Kiimeleme Analizi

Beyaz bas lahana 1slah hatlar1 arasindaki genetik iliskilerin ortaya konmasi
amaci ile kullanilan SRAP markir verilerinden UPGAMA ydntemine gore olusturulan
gruplandirma ve korelasyon matrisi degerleri sirasiyla Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2°de
verilmistir. Markir verilerine dayali genetik iliskilerin gosterildigi korelasyon matrisi
ile bu iliskinin gorsel ifadesi olan dendrogramin uyumlulugunu gosteren ortalama
korelasyon katsayist degeri r=0.81647 olarak hesaplanmistir. Ortalama korelasyon
katsayis1 degeri ile genotipler arasindaki benzerliklerin pozitif yonlii ve son derece
yiiksek oldugunu gostermektedir. Molekiiler veriler kapsaminda kullanilan
genotiplerin benzerlikleri kiimeleme analizi sonucunda elde edilen dendrogram grafigi
ile ortaya konulmustur. Bu kapsamda, beyaz bas lahana 1slah hatlar1 5 ana kiimede
toplanmustir. Sekil 4.2°te de gorildigi gibi genotiplerin biiyiikk ¢ogunlugu 5 nolu
kiimede yer alirken 1 numarali kiimede sadece YBB-35 nolu islah hatt1 yer almistir.
Iki nolu kiimede BY72-2, P43-1 ve 501 nolu 1slah hatlari, ii¢ nolu kiimede W37 ve
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P59-1 nolu 1slah hatlari, dort nolu kiimede A 145 nolu 1slah hatti bulunurken diger 1slah

hatlar1 5 nolu kiimede toplanmustir.

Genetik  karakterizasyon  ¢alismalarinda gen  havuzunun  niteligi
cesit/genotip/hatlar arasindaki benzerligin yonii ve derecesine bagli olarak degisen en
onemli faktordiir. SRAP markirlari ile olusturulan dendrogram grafiginde beyaz bas
lahana 1slah hatlarinin benzerlik degerleri korelasyon katsayilari ile ifade edilmis olup;
bu degerlerin 0.73 ile 0.90 arasinda degistigi belirlenmistir. Beyaz bas lahana 1slah
hatlarina ait korelasyon katsayilarini igeren ¢izelge incelendiginde genetik olarak en
uzak hatlarin W37 ile YBB-35 oldugu goriilmektedir (r=0.73). Ote yanda birbirine en
yakin beyaz bas lahana islah hatlarinin da FG ile BLMY-4 oldugu belirlenmistir

(r=0.90).
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Cizelge 4. 3 Beyaz Bas Lahana Islah Hatlar1 Arasindaki Korelasyon Matrisi

40 501 518 22-1 Al19 A126 Al45 A168 A322 A387 A62 BLMY-4 BY27-2 EXT FG P43-1 P59-1 P91 P95 TAR W37 WEI YBB-35

40 1.00

501 0.80 1.00

518 0.85 0.82 1.00

22-1 0.88 0.78 0.86 1.00

Al19 0.85 0.79 0.84 0.87 1.00

A126 0.85 0.80 0.87 0.86 0.82 1.00

Al45 0.82 0.76 0.83 0.84 0.82 0.85 1.00

Al68 0.83 0.76 0.85 0.83 0.82 0.87 0.81 1.00

A322 0.84 0.75 0.82 085 0.84 082 0.84 082 1.00
A387 0.85 0.76 0.86 0.86 0.83 0.88 0.82 0.87 0.84 1.00
AB2 0.83 0.76 0.83 084 0.81 0.88 0.80 085 0.82 0.85 1.00

BLMY-4 0.84 0.78 0.83 086 082 086 082 086 083 086 083 1.00
BY27-2 0.80 0.81 0.83 080 0.78 0.77 0.75 080 0.79 0.77 078 0.77 1.00

EXT 0.83 0.76 0.86 0.88 0.83 083 0.79 084 080 081 081 0.8 0.79 1.00

FG 0.85 0.75 0.83 085 080 086 081 084 081 087 083 0.90 0.78 0.82 1.00

P43-1 0.84 082 0.85 083 081 084 079 081 080 083 081 0.79 082 081 0.82 1.00

P59-1 0.81 0.75 0.83 081 0.78 082 0.78 082 0.80 083 080 0.84 075 0.78 0.79 0.77 1.00

P91 0.81 0.74 0.83 082 081 085 081 083 086 083 080 0.83 074 079 082 082 0.78 1.00

P95 0.84 0.75 0.89 084 082 087 081 083 086 085 084 084 078 082 085 081 082 0.86 1.00

TAR 0.83 0.74 0.85 085 086 086 082 087 081 086 083 0.86 078 087 086 080 080 0.82 0.84 1.00

w37 0.83 0.79 0.80 0.83 083 081 081 078 080 0.79 080 081 076 080 074 0.77 082 0.76 0.82 0.77 1.00

WEI 0.82 0.75 0.81 083 081 084 0.79 087 084 089 082 0.85 077 084 086 081 079 081 082 087 0.76 1.00
YBB-35 0.79 0.78 0.82 0.78 0.77 081 0.75 080 075 0.78 082 0.75 077 077 079 080 0.75 0.77 082 0.77 073 0.79 1.00
ZL-3 0.83 0.76 0.83 0.85 0.81 0.82 081 0.85 083 0.86 083 0.1 080 0.83 082 080 0.76 0.81 082 0.83 0.77 0.87 0.80
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Li ve ark., (2013) Brassica napus tiiriine ait 34 genotip arasindaki genetik
varyasyonun ortaya konmasinda 24 SRAP ve 17 SSR primer kombinasyonu kullanmig
ve yapilan SRAP analizleri sonucunda 34 genotip arasindaki genetik benzerlik
katsayisinin 0.56 ile 0.94 arasinda ¢iktigin1 ve genetik uzaklik degerinin de 0.62 ile
0.91 arasinda ciktigin1 bildirmislerdir. Arastiricilar Brassica napus genotiplerinin
ayrimsanmasinda SRAP markirlarinin SSR markirlarina gore kiimeleme analizinde
daha basarili oldugunu bildirmislerdir. Zhang ve ark., (2017) farkli Brassica tiirlerine
ait toplam 65 genotipin genetik iliskilerinin incelenmesi amaciyla SRAP ve SSR
markirlarin1 kullanmis yapilan molekiiler analizlerde 43 SRAP ve 36 SSR primer
kombinasyonu kullanilmistir. Kiimeleme analizinde genotipler arasindaki benzerlik
indeksi degerleri 0.65 ile 0.97 arasinda degismis olup arastirmacilar Brassica tiirlerine
ait genotipler arasindaki genetik uzaklik degerlerini SRAP markir verileri ile 0.03-

0.51, SSR markir verileri ile de 0.05-0.56 olarak hesaplamislardir.

Genetik karakterizasyon c¢alismalarinda elde edilen korelasyon matrisi ¢ok
boyutlu (2 ya da daha fazla) grafikler halinde gorsellestirilerek daha kolay
yorumlamalar yapilabilmektedir (Thompson ve ark., 1998; Skroch ve ark., 1998).
Beyaz bas lahana 1slah hatlarinin SRAP markirlarindan elde edilen verilere uygulanan
faktor analizinden elde edilen benzerlikler iki boyutlu ve {i¢ boyutlu diizlemde
gosterilmigtir (Sekil 4.3, Sekil 4.4). Bu diizlemler incelendiginde korelasyon
katsayisinda oldugu gibi W37 ve YBB-35 1slah hatlarinin birbirlerine uzak oldugu
belirlenmistir. Ayrica bu 1slah hatlarinin genetik yonden uzak diizlemde yer almasi

sonucunda genetik olarak varyasyonun yiiksek oldugunu gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Tirkiye bitki genetik kaynaklar1 ve ¢esitliligi acisindan diinyanin en énemli
tilkeleri arasinda yer almakla birlikte bir¢ok tiirin orijini veya gen merkezi
konumundadir. Sahip oldugumuz bu zengin genetik ¢esitlilik, 1slah ¢alismalarinda
degerlendirilerek yeni yerli ve milli hibrit cesitlerin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Gegmiste 1slah ¢alismalan {ireticiler tarafindan yapilan seleksiyonlar
sonucu yeni populasyonlarin olusturulmasi seklinde yapilirken giiniimiizde gelistirilen
biyoteknolojik yontemler ile genetik tanimlamalar ve akrabalik iliskileri belirlenerek
seleksiyon calismalar1 daha sistematik sekilde yapilmakta zaman, isgiicii ve maliyet

yoniinden tasarruf saglanmaktadir.

Beyaz bas lahanalar; fenotipik varyasyonun en fazla goriildiigii, bas lahanalar
arasinda en ¢ok tercih edilen kislik sebze tiiriidiir buna karsin bu tiirde hibrit gesit
tohumluk iiretimi yapilmamakta ve ¢esitlerin neredeyse tamami ithal edilmektedir.
Ulkemizde beyaz bas lahana yetistiriciligi yapan iireticiler daha ¢ok yerel ve agikta
tozlanan cesitleri kullanmakta ancak sahip oldugu {stiin 6zelliklerden dolay1
yetistiricilikte hibrit ¢esit kullanan {iretici sayist giin gegtikge artmaktadir. Hibrit
lahana ¢esit tohumluk tiretimindeki bu agigimizi kapatmak igin iretici ve tiiketici
talebi dogrultusunda hastalik ve zararli dayanimi yiiksek, verimli, Kaliteli hibrit ¢esit
1slah programlar yiiriitiilmeli bu ¢aligmalar yapilirken kisa siirede basarili sonuglar

alabilmek i¢in molekiiler yontemlere bagvurulmalidir.

Islah ¢alismalarinda genotipleri sadece morfolojik o6zelliklerine gore
tanmimlayarak karakterize etmek giivenilir bir yontem degildir. Yapilan bu ¢alisma
sonucunda beyaz bas lahana 1slah hatlari arasindaki varyasyon molekiiler diizeyde test
edilmis olup yapilan analizler sonucunda olusan dendograma bakildiginda 1slah hatlar

arasinda genetik olarak varyasyonun yliksek oldugu kanisina varilmistir.

Sonug olarak hibrit ¢esit 1slahinda kullanilacak olan 1slah hatlarmin birbirine
olan genetik uzakliklarimin/yakinliklarmin  belirlenmesi  yliriitiillecek  1slah
programlarinda kisa siirede basariya ulagabilmek ve melez giicilinii ortaya ¢ikarabilmek

acgisindan énemlidir.
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