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OZET

Bitki yetitiricili ginde kasllasilan en buyik zorluklardan biri kantitatif
kalitim go6steren kuralda direncin sglanmasidir. Bu cajmada da kurakia
direncgli ve hassas genotiplerden @l arpa lordeum vulgare L.) ailesine ait k
populasyonunda kuralgm diren¢ geninin agairilmasi ve kurakfia direncli ve
hassas olan genotipler arasindaki polimorfizmlddNA dizeyinde belirlenmesi
amaciyla RAPD markirlari kullanilgtir. Calsmada, yaprak alani, nispi su iggri
paraquat klorofil yikimi ve paraquata dayali tgsadtein analizi gibi ¢gtli fizyolojik
ve biyokimyasal parametreler aragilile belirlenmi olan kuraklga hassas ve
direncli genotiplerdeki bitki materyali kullanilgtir. Amplifikasyon reaksiyonlarinda
kullanilan 28 adet oligonikleotid primerden 8 tands, uzunluklarl yaklaik
250-5000 bg. arasindagigen toplam 109 farkli amplifikasyon Grind elde edgkn
Bunlardan B-374 primeri (5-GGT CAA CCC T-3') ileapilan amplifikasyon
sonucunda elde edilen, hassas bireylerin %67’ sgiddenirken direncli bireylerde
gozlenmeyen, yakigk 1500 baz cifti uzunigundaki bir markirin kurakga direncle
ilgili oldugu disunulmektedir.

Polimorfizm oranlarinin  deerlendiriimesi  sonucunda ise ,'F lerin
ebevynlerle ve birbirleri ile olan benzerlik oranlabelirlenmitir. Buna gore
kurakliga direncli olan ebeveyn Tokak’ a en cok benzeyaeym %62,97" lik
benzerlik orani ile kurakia hassas olanE9 oldigu gozlenmgtir. Kurakliga hassas
olan ebeveyn 5819 a da %54,55' lik oranla en cekzgyen bireyin yine JH9
oldugu gorulmigtur. F, bireyleri kendi aralarinda kalastirnildiginda birbirine en ¢ok
benzeyen bireylerin kuralga hassas olan,B8 ve k19 (%71,47) bireyleri oldgu
belirlenmitir. Birbirine en az benzeyen bireylerin ise %38dan! ile K21 (hassas)
ve K76 (direncli), %39,65 orani ile;#1 (hassas) ve,F3 (direncli) ve %39,86 orani
ile F,19 (hassas) ve,66 (direncli) bireylerinin oldgu gézlenmgtir.



SUMMARY

Drought tolerance improvement, which is a quantigatrait, is probably one
of the most difficult task for the cereal breedénsthis study RAPD markers were
used to estimate drought tolerance and to idetitgypolymorphisms among drought
resistant and sensitive genotypes in a segregasipgpulation of barleyHordeum
vulgare L.). The plant material consisting of resistant aadsitive genotypes were
identified by physiological and biochemical paraenetsuch as leaf area, relative
water content, paraquat chlorophyll destruction pachquat dependent total protein
analysis. 28 oligonucleotide primers were usedmpldication reactions and 8 of
them produced 109 different amplification produ@aging between 250-5000 bp.
One of these products amplified by primer B-374@3T CAA CCC T-3') was
found in 67% of sensitive genotypes while it was foaund in any of the resistant
ones. The possible use of this RAPD marker forcsiele of drought tolerant

individuals in breeding programmes were discussed.

As a result of the evaluations of the polymorphisates, similarity rates
between the 5 and the parents and also in between theéndhividiuals were
determined. According to these results, droughtsisga individual K19 have
shown the highest similarity to the sensitive pa(énd,55%) and also to the resistant
parent (62,97%). The highest similarity rate inwestn the F individuals was
between the two drought sensitive individual® and K19 (71,47%). The lowest
similarity rates were 38,05% {Fl-F76), 39,65% (RR1-R73) and 39,86%
(F219-R:56).



Vi

TESEKKUR

Tez calgmamin baglangicindan sonuclandiriimasina kadar hicbir fedddéan
kacinmayan ve her zaman bana destek olansmani hocam Sn. Prof .Dr. Abdulkadir
Akcin’ e tim yardimlarindan dolayi gekkirlerimi sunarim. Ayrica beni yuksek lisans
yapmaya tgvik eden, deneylerimi TUBAK-MAM-GMBAE Bitki Biyoteknolojisi
Laboratuvarlarinda yuritmemi @ayan ve cakmamin her samasinda bilgi ve
deneyimlerini esirgemeyen sevgili hocam Sn. Prof. Dlermin Gozukirmizi’ ya

tesekkirlerimi sunarim.

TUBITAK, Marmara Aratirma Merkezi Gen Miihendigii ve Biyoteknoloji
Arastirma Enstitisi’ ndeki agairmaci arkadgm Ahu Altinkut-Uncuglu’ nun yardimlari ve
destgi olmasaydi tezimi gercekigrmem c¢ok daha zor olurdu. Bu yizden deneylerihen
asamasinda kendi tezi gibi ilgilenen, yardimci olailgi ve deneyimlerini benimle payan
ve her zaman bana destek olan Ahu Altinkut-Ugitiona icten tgekkirlerimi sunarim.
Bunun yani sira, ihtiyacim olan her anda yardim desteklerini esirgemeyen Gen
Muahendislgi ve Biyoteknoloji Aragtirma Enstitist’ ndeki tim geér argtirmaci
arkadalarima da tgekkir ederim. Ayrica Ozellikle dendogramlarin ted@anyer almasini
sglayan, yorumlari ve her turli yardimlariyla banatd& olan Dr. Ali Ergll’ e tgekkir

ederim.

Tez calgmamin her gamasinda, 13 yildir en iyi arkaglia olan ve bu zaman icinde
de meslektgoldusgumuz ve argirmalarimiz boyunca da Gen Miihendislie Biyoteknoloji
Arastirma Enstitiisii’ nde birlikte ¢catigimiz canim dostum Aga Gor. Yelda Ozden’ in en
az benim kadar emge bulunmaktadir. Bana her zaman destek ve yardotam sevgili
meslektaima icten teekkir ederim. Ayrica 6zellikle bilgisayarla ilgikonularda yardima
ihtiyacim olan her anda yanimda olan Ar&o6r. FundaSentirk ve tez yazimsamasinda
her zaman destek olan Ar&o6r. Tuba Yildirim bga olmak Uzere, Gebze Yiksek Teknoloji
Enstitisl’ ndeki tim calma arkadglarima her tirli yardim ve desteklerinden dolayi

tesekkir ederim.

Hayatimin her evresinde olglu gibi tez cagmam sirasinda da her tirli maddi ve
manevi destekleriyle Barilarimda en blylk paya sahip olan canim ailemetira

arkadalarima tgekkir eder, sevgilerimi sunarim.
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1. GiRiS

Arpa tahillar arasinda, gerek i¢c gerek dizellikleri bakimindan, ¢ok genbir
cssitlilik gosterir (6rnezin vegetasyon suresi, uyum gucd, istekleri gibi). iizdenle
Norvec¢’ te 70° kuzey enlemi ile giney yarimkiredgaAtin’ de 45° giney enlemi
arasindaki iklim keullarinda arpa yetir. Dikey olarak en fazla ¢ikabilgi yikseklik
Himalaya Dglar’’ nin gtineybati yorelerinde 4480 m’ dir (Hoffnmg 1961). Ayrica
cok kurak olan Sahra’ da ve cokgydl olan Hindistan’ da da ystiriimektedir
(Demir, 1983). Butuin bu gerler arpanin yerylzinde yatay ve dikey olarak kgdu
geng bir alana yayildiini gdsterir. Bununla beraber, genegudianina bakildginda
dinyada arpa eksiinin buydk c¢g@unlugunun kuzey yarimkirede olgu
gorilmektedir. Ulkemizde ise tiim tarim bolgeleridézve, bgdayda oldgu gibi,

Rize dgindaki tum illerimizde arpa ekilmektedir (Kin, 1988

En eski kultdr bitkisi olarak, binlerce yil insaedni olarak kullanilng olan
arpa, yer yer icki yapiminda (6zellikle 1l. Dinyav&!’ ndan sonra bira tuketiminin
hizli bir sekilde artgi arpa Uretimine 6nem kazandigim; Demir, 1983) ve VI.
ylzyildan itibaren de hayvan beslenmesinde kuliaayb balanmstir. Onceleri
insan beslenmesinde biyuk pay! olan arpa, gunumbzderini kismen hiday ve
cavdara birakmgtir. Bugin arpa unu, ancak bazi Ulkelerdgday ununa %8-10
oraninda katki maddesi olarak kullaniimaktadir.a8Agmunda gluten bulunmamasi ve
esmer ekmek vermesi, ekmek yapiminda arpanin killamasinin banedenidir.
Gunumuzde arpa danesi; buytkzgolukla hayvan yemi, malt ve bira enduistrisinin
ham maddesi olarak kullaniimaktadir. Hayvan yenarail tiketilen tahil cinsleri
arasinda, yem d@eri en ustin olan arpadir. %79 gaa nsasta dgeri nedeniyle,
oteki yemlere ustunlik gosterir vegdr yemlerin kagilastirlmasinda 6l¢i olarak
kullanilir. Ayrica malt arfil olarak bazi maddelerin kanmina giren besinlerin elde
edilmesinde de kullanilir. Saplari saman ve yatatdarak, malt arfil kiispe ise ya
ya da kuru olarak hayvan beslemede kullanilir. Maltbu; ekmekgilik sekerleme,
dokuma endustrisinde; yaprici etkisi nedeniyle tipta ayrica malth sutka| sirke

ve maya yapiminda kullanilir (Kiin, 1988).



Arpa sadece dunyadaki en 6énemli dordincu tahilitinimakla kalmaz, ayni
zamanda oldukca kuguk, basit bir genoma sahip agoid bir organizma
oldugundan biyokimyacilar, fizyologlar, genetikciler weolekuler biyologlar icin de
iyi bir model organizmadir (Gurel et. al., 1993 Bebeple de tahillar icinde genetik
olarak en fazla asgarilan bitkidir. Kromozom haritalari, genlerin ganti gruplari,
bu gruplar arasi translokasyonlar ve genler ardgiossing-over” dgerleri
bulunmuytur. Kendine ddllenen ve temel kromozom sayisiah@rpanin 2n=14, 28
ve 42 olan formlarina rastlanmaktadir. Hatta baagm tirde (6rngn Hordeum
nodosun diploid-tetraploid-hekzaploid formlara rastlaniHordeum genusunda
diploid ve tetraploid olmak tzere 25-30 tur vardincak kualttrt yapilan tim arpalar
diploiddir (2n=14). Tetraploid kultir arpasi buluamaktadir. Suni olarak kasin
ile muamele edilen tetraploid arpalar zayif gelinden ve diploidlerden daha
verimsiz oldgundan ekonomik dgerleri yoktur (Demir, 1983). n=7, 14, 21 gibi
degisik kromozom sayili yabani turlerin birbirleriyle yala kultar turleriyle
melezlenmesinden elde edilebilen tim tetraploideaiel kisirdir. Poliploid yabani
arpa turlerinde bitkilerin vegetatif ve generatéligmesi, kiltir arpalarina gére ¢cok
geridedir (Kiin, 1988). Tum bu sebeplerden dolagagvoliploidi i1slahi Umit verici
degildir (Demir, 1983).

Yerytzinde ¢ adet arpa gen merkezi vardir:
1. Dogu Asya . 6-sirah kultar arpalarininibail (primer) gen merkezi.
2. Onasya : 2-sirall yabani arpala2tsirali kilttr arpalarinin ve 6-sirali

kaltar arpafan gen merkezi.
3. Etopya ve Eritre : Hemen hemen tim formlarindkisekonder) gen merkezi
(Kiin, 1988).

Arpa islah cabmalarinda bu kaynaklardan yararlanilir. Arpa isianitarincesi de,
arpanin kendisi gibi, cok eski zamanlara daydtkrdefa 1820 yilindaingiltere’ de
“chevalief arpasi i1slah edilngtir. O zamandan beri de; dane veriminin arttiriimas
enfeksiyon hastaliklara, zararllara, gaga, kuraga, diger ds sartlara direng
sgilanmasi ve kalitenin arttirilmasi amaciyla islatisgaalari devam etmektedir.
Ozellikle yerli cagitler, ari dollerinin kagimindan meydana geldiklerinden, bunlarda
hastaliklara, kurakda, s@guga direng genlerine rastlanmaktadir (Demir, 1983).



Yurdumuzda da arpa verimini sinirlandiran en onegtkenlerin bainda
kuraklik gelir (Altinkut et. al., 1998). Kuraklikaktitatif bir 6zelliktir ve kantitatif
karakterler kalitatif karakterlerden, bireylerinske fenotipik siniflara ayrilamamasi
sebebiyle farklihk go6sterirler. Sarekli bir g#ilik godsterdiklerinden kantitatif
karakterlerin argtirllmasinda Mendel kurallari direkt olarak uygudamaz (Prioul et.
al., 1999). Klasik islahgilar genelde gozle gorukearfolojik parametreleri (bitki
boyu, yaprak gesligi gibi) 6n seleksiyon kriteri olarak kullanip kutaka dayanikli
cesitler gelistirmektedir. Bu morfolojik testlere daha sonrakillagnda fizyolojik
testler (Van Rensburg and Kriger, 1994) eklgtimiAncak daha sonra pek ¢ok
arin torine uygulanabilen DNA’' ya dayali metodlargelistiriimesi islah
calismalarina zaman acisindan ivme kazandirfdamaux et. al., 1997), bitkiler ve
aileici hatlar arasindaki farkliliklarin belirlennggicini arttirngtir (Smith and Chin,
1992). Orngin DNA proplarina dayanan markirlar yani restriksiyparca uzunluk
polimorfizmleri (RFLP=Restriction Fragment Lengtholimorphisms) genetik
haritalarin ve tarimsal ve fizyolojik dneme sahiprdkterlerin haritalanmasinin
gelisimine yeni boyutlar getirngtir. Bununla beraber, bu markirlar pahalidirlar,
zaman alirlar ve bluyuk ve kargna bir genoma sahip olan bazi tirlerde (@ine
bugday gibi) kullanimi teknik olarak zordur (WeiningcdaLangridge, 1991).

1985 yilinda, tahil genomunun haritalanmasinda bkigisinirlamalarin
Ustesinden gelme yetefire sahip olan ve belirli niikleotid dizilerinin @kimasinda
alternatif bir metod olan polimeraz zincir reaksiyo (PCR=Polymerase Chain
Reaction) geftirilmistir (Saiki et. al.,, 1985; Mullis and Faloona, 198PCR,;
belirlenmesi mumkiin olmayacak kadar az bir miktaddf DNA' nin 6zgln
dizilerinin in vitro amplifikasyonuna imkan taniyan, bugin biyolojiniekpcok
dalinda kullanilan ¢ok gucla bir tekniktir (Erlich989; Innis and Gelfand., 1990).
Sadece bazi bireyler arasinda psjdm PCR Urunleri, filogenetik ve genetik
haritalama metodlarinda kullanilangdr polimorfik karakterlere benzegekilde,
polimorfik markir olarak rol oynarlar. Boylece eldslilen sonuclar, ayni tirin
birbirine ¢cok yakin kalitimlari arasindaki farkkilarin bile belirlenebilmesini gar.

Bu polimorfizmler genetik olarak haritalanabilir @¢h et. al., 1991).



Genetik polimorfizmlerin belirlenmesinde son zanaadé yapilan bir
gelisme; rastgele ggaltilmis polimorfik DNA’ dir (RAPD=Random Amplified
Polymorphic DNA: Welsh and McClelland, 1990; Wilhia et. al., 1990b).
Izozimlerin tersine, RAPD; genomun daha rastgelekisimini gerektirir ve genetik
analizlerde kullanilmak Uzere sinirsiz sayida lokustebilir. RAPD’ in bir dger
ustinligl de; genetik analizlerde yaygin olarak kullaniRBLP’ ye nazaran daha
kolay laboratuvarslemlerini ve genomik DNA’ nin daha kucguk bir pargas
gerektirmesidir (Whitkus et. al., 1994).

RAPD heniiz yeni bir teknik olmasinagnaen, genetik haritalarin kurulmasi,
O0zgun fenotipik kalitimlarla kantih genetik markirlarin dretimi, ebeveyn tayini
klonlarin ve yetitirilen yeni bitkilerin belirlenmesi ve populasyatinamigi dahil
olmak Uzere pek cok konudaki kullanighliispatlanmgtir (Hadrys et al., 1993;
Williams et. al., 1993; Whitkus et. al., 1994).

Yaptigimiz bu camada da kurakia hassas ebeveyn (5819), kurgkh
direncli ebeveyn (Tokak), 1;e kuraklga hassas ve direncli genotiplerdeki 14 F
bireyinden olgan arpaliordeum vulgare [).ailesinin, RAPD markirlari kullanilarak
dol analizlerinin ¢ikariimasi ve kuragl hassas ve direncli genotipler arasindaki
genetik polimorfizmlerin belirlenmesi amaclarstm. Bu amagla ilk olarak DNA
izolasyonlari yapilan érneklerin DNA bankalari kimmus ve daha sonra bu genetik
materyal kullanilarak, RAPD tekgii ile DNA parmakizleri cikarilmgtir. Ortaya
ctkan bu parmakizleri geerlendirilerek polimorfizm oranlari % olarak
hesaplannstir. Elde edilen bu sonuglaridordeum vulgardizerinde, bundan sonra
yapilacak olan ¢aimalara g1k tutmasi umulmaktadir.



2. KONU 1ILE ILGILI YAYIN VE
CALI SMALAR

Arpa; diploid, kendi kendine tozlan, ciftlik hayvanlarinin ve insanlarin
dietinde bulunan, yaygin olarak adapte anbir tahildir. Arpanin iyi gedtirilmis
klasik ve genomik haritasi (Sogaard and von Wettdf@owles, 1987) ve bir markir
seti vardir (Shin et. al., 1990). Kltire alinapaawaryeteleri ve yabani hatlarglgk
cevre kagullarina uyum gdosterecek bicimde insan veaddarafindan seleksiyona

ugratiimislardir (Moore et. al., 1993).

Son yillara kadar arpa ystricili gindeki gelsmeler fenotipe dayali olarak
yapilan genetik analizlere dayaniyordu (Gozukirratzal., 1995). Genelde fenotipik
belirleme morfolojik karakterlere dayanir (Hu andii@s, 1991). Tek bir gen
tarafindan kontrol edilen bu morfolojik karakterlegger ekspresyonlari geni
cevreselkartlarda tekrarlanabilirse, genetik markir olaraltlanilabilirler (Staubet.
al., 1996). Bu durumda fenotipe dayal seleksiypenre, multigenik ve kantitatif
kalitim, tam olmayan dominantlik vb. gibi olaylandetkilenmektedir (Tingewgt. al.,
1993). Bununla beraber, morfolojik markirlar nadiarak kesin bir tanimlama
sunarlar ve bitkilerin belirlenmesindeki kullanimlaginirhdir (Stagemann, 1984).
Daha da otesi, bu metodlar pahaldir, zordur veeg®lsartlara duyarl olan bitki
blylmesinin uzun bir stre incelenmesini gerekffHiu and Quiros, 1991 Bu
yontemlerde karlasilan guclikler (fenotipin cevresel ve gainsel etkenlerden
etkilenmesi), 6zgun enzimlerin allelik g#ili gine dayanan markirlarin ggini
(izozimler; Tanksley and Orton, 1983) ve genotigirekt olarak DNA dizeyinde

tanimlanmasi sonucu giderilgtir (Albayraket. al., 1995).

Izozimler; farkh yuklenmy, elektroforetik yontemlerle (genelliklegaista jeli)
ayrilabilecek protein molekulleridir (Markert andoler, 1959). Enzimler belirli
kimyasal reaksiyonlari katalizlegihden, uygun substrat ve kofaktoringlsamasi
ve enzimatik reaksiyonun Grandndn renk-treten eatksiyona sokulmasi ile belirli
enzimin yerlgimi belirlenebilir. Renkli Grdn, belirli enzimin ektroforetik olarak
yerlestigi bolgede gortndr bir bant alwrularak jelde tutulur. Belirli enzimlerden

gorundr hale gelen bantlar protein drtnlerini téradierler, genetik temellidirler ve



kodominant markirlar olarak genetik bilgigsayabilirler. Bununla beraber, izozim
lokuslarinin azlii ve bunlarin post-translasyonel modifikasyonlaadi tolmalari

onlarin yararlarini sinirlamaktadir (Staetbal., 1982).

[zozim analizleri gibi biyolojik kanlastirmalarda kullanilan pek cok telgm
aksine DNA’ ya dayanan metodlar 6rnek materyaliaginini ve ilgkisini direkt
olarak aksettirir. Daha da Otesi, DNA kimyasi hudngleri arasinda farkhlik
gosterdginden ve baz cifti mutasyonlari her hicre bélunndmgilisinde durgun
olarak kalitim gdsterdinden, tek hicreyi bireyden ayirabilirler. Karag)
yumuwakhgl, her yerde bulunmasi sebebiyle DNA analizler igeal ortamdir.
Ornesin; sadece birkag hiicreden alinan DNA materyaliaveyumyalannyi ya da
fosillesmis materyallerden alinan eski DNA materyali DNA arfipéisyonlariyla
analiz edilebilir (Paabo, 1989; Gollenberg al., 1990; Hagelberg et. al., 1998
amagcgla gunumuzde, temel olarak DNA’ yi ele alan egggnmarkir teknikleri
gelistirilmi stir (Williams et. al., 1990b: Shin et. al., 1990).

Bu tekniklerden biri olan RFLP’ ler genomik DNA neddillerini belirli
nikleotid dizilerinde (restriksiyon bélgeleri) keserestriksiyon enzimlerinin
kullanimiyla belirlenirler (Staub et. al., 1996)edtriksiyon enzimleriyle DNA’ nin
kesilmesinin ardindan parca uzunluklarindasitifkler meydana gelir. Bu
polimorfizmleri belirlemek icin DNA kesilir, elektforezle ayrilir, membrana
aktanllir ve izotoplarla saretlenmg DNA problariyla hibritlenir.  X-inlar
filmlerinde caitli bant modelleriseklinde agga cikan parmakizleri, secilen probla
belirlenen polimorfik parcalarin sonucudur. Prob ANoklu ikili-tekrarlara veya
cok caitli minisatellitlere hibritlenerek (Jeffreys etl.,.a1985a,b; Vassart et. al.,
1987) karmak parmakizi modelleri Uretebilir (Caetano-Anollég. al.,1991b).
Alternatif olarak; problar bireysel ve coksgé gene 6zgin olabilir (Wong et. al.,
1986, Nakamurat. al., 1987; Wongt. al., 1987; Armouet. al., 1989) ve tek hatta
coklu lokustan allellerin belirlenmesi yoluyla dahzasit modeller dretilebilir
(Caetano-Anollés et. al.,1991b).

Bitki yetistiricili ginde RFLP markirlarin kullaniminin, ¢ok guveniliir b

metod oldgu kanitlanmy ve oldukca iyi kurulmgtur (Tanksley et. al., 1989).



RFLP markirlari, orjinal olarak genomlarin parmakiz cikartilmasini (Botstein
et. al.,1980; Wyman and White, 1980), farkli tlineggenom haritalanmasinin (arpa
icin: Graner et. al., 1991; Kleinhofts et. al., BY9markir aracifii ile yapilan
seleksiyonun (Ma et. al., 1994; Schachermayr et.1894) ve nicel 6zellik gen
analizlerinin (Patersoat. al., 1990; Paat. al., 1994) temelini ofturan farkl bitki
turlerinin genom bgantili haritalarin kurulmasini mumkdan kilgtr (Linc et. al.,
1996). Orngin arpada Blake (1990) ve Nilan (1990) tarafinddfLR ye dayal
genomik bglanti haritalari kurulmgtur. RFLP haritalari ilgili bitki tdrleri
arasindaki kaflastirmali haritalarda yeni bir ara¢ meydana gettm{Van Deynze
et. al., 1994) ve bu markirlarin genetiksigéik calismalarinda kullaniminda bir
artis gorulmektedir (Melchinger et. al., 1994; Sagai-btdret. al., 1994). Bununla
beraber, RFLP analizlerini uygulamadaki teknik akidr ve belirleme metodunda
kisa 6murli radyoizotoplarin yaygin olarak kullanimatin RFLP uygulamalarinin
geng Olcekli Grin 1slahi programlarinda uygun olup othganin tartgilmasina
sebep olmgtur (Waugh and Powell, 1992).

Daha yakin zamanda, pek cok sarana, radyoaktif olmayan belirlemeye
olanak tantyan DNA’ nin amplifikasyonu avantaji@ip olmutur (Smith and Chin,
1992). Bunlardan biri olan polimeraz zincir reaksiy (PCR) belirli DNA
parcalarininin vitro ¢ogaltiimasinda uygulanan ve molekiler biyolojinin pgbk

alaninda kullanilan enzimatik bir metodtur (Erlid®939).

PCR amplifikasyonu; amplifiye olacak DNA parcasiyaninda bulunan iki
oligonukleotid primeri, tekrarlanan donguler haBn®NA’' nin denatlrasyonunu,
primerlerin tamamlayici bdlgelere g@anmasini ve k#anan primerlerin DNA
polimerazla uzamasini icerir. Primerler hedef dizikarsi zincirine hibritlenirler ve
bu primerlerin arasindaki bdlgelerde polimeraz diacile DNA sentezinin olaga
sekilde yonlenirler, boylece DNA parca miktari etMilir sekilde iki katina c¢ikar.
Daha da otesi, uzayan urunler de primerlere tamaml@ldusundan ve bunlara
baglanma yetenginde old@gundan, her bir barli déngl sonucunda, bir dnceki
dongide sentezlenen DNA miktari iki katina c¢ikar; Bedef parcanin"2niktarinda

artmasi sonucunu verir. Burada “n” déngu sayigfaiki et. al., 1988).



PCR tekngi; her biri genel olarak 20 nukleotid uzuglindaki, bir hayli
0zgun oligonukleotid primer ciftleriyle kiatilir (Caetano-Anollés, 1991b). Bu
primerlerin dikkatli bir sekilde secilmesi pek ¢cok polimorfizmin standart egn
markirlar olarak belirlenmesini ve haritalanmasieglayacaktir. Genellikle
0,1-0,5 puM arasindaki primer konsantrasyonlarimptndur. Daha yuksek primer
konsantrasyonlari yaglbaslanmalara ve 6zguin olmayan urtnleringphasina sebep
olabilir ve primer-dimer olgumu sansini arttirabilir. Ozgin olmayan urunler ve
primer-dimer olgumlari da PCR icin birer substrattir ve arzu edileiinle enzim,
dNTP ve primer icin rekabete girerler ve boyleceuaedilen Griin veriminin diik
olmasina sebep olurlar (Innis and Gelfand, 19909r Hrimerin 3’ uclarindaki
bazlarin hedef boélgeye cok iyi bir anma sglamasi gereklidir, bu durumda
primerin hedef bélge giinda b&lanmayan yaygin bdolgeleri gdzardi edilebilir
(Sommer and Tautz, 1989). Bu da PCR’ glémak icin hedef boélgeye kismi
homoloji gosteren dizileri kullanabilme sec¢gneverir. Bu ilke polimorfik PCR
bantlari Gretmek icin rastgele primerler kullanaiilms ve ark. (1990b) tarafindan

gelistirilmi stir (Weining and Langridge, 1991).

Secilen bu primerlerin anma 1sisi, diiik isilar “artefakt” bantlarin
amplifikasyonuna ve etidyum bromid ile boyagmagoroz jelde analiz sonucu
“smear” yapilarin olgmasina sebep oldundan, en dnemli geskendir (Hamill et.
al., 1991). Bu yuzden primer glanmasi icin gerekli olan i1s1 ve zaman uzgunlbaz
kompozisyonuna, uzunguna ve amplifikasyon primerlerinin kompozisyonuraglb
olarak optimize edilir (Innis et. al., 1988). 55°C2 arasindaki Rganma isilari
genellikle en iyi sonuglari verir. Tipik primer ksantrasyonlarinda (0,2 pM)
baglanma sadece birkac saniye surerglBama isisinin arttirlimasi yaglbaslanan
primerlerin ayrilmasini arttirir ve primerin 3° uta yanls nukleotidlerin

baglanmasini indirger (Innis and Gelfand, 1990).

PCR’ da primerlerin kalip DNA’ ya kganmasini katalizleyen DNA
polimeraz, termofilik bir bakteri olanThermus aquaticustan izole edilen ve
95°C’ ye dayanikli Taqg DNA polimerazdir (Gelfandd89). Bu isiya dayanikli
polimeraz, yontemi buyuk oranda kolagtlamis ve amplifikasyon reaksiyonunun
daha yuksek sicakliklarda yapilmasina olanak taakyazgunlik, verim, duyarhlik



ve amplifiye olmy Grindn uzun olmasini @amistir (Saiki et. al., 1988). Tag DNA
polimeraz (Perkin-Elmer Cetus) icin Onerilen Kkorisasyon miktari, dier
parametreler optimum ol@gunda, 100 pl reaksiyon i¢in 1-2,5 Gnitedir. Bununla
beraber farkli kalip veya primere gha olarak, enzim gereksinimi g#ilik
gosterebilir. Ancak ger enzim konsantrasyonu ¢ok yiksek olursa 6zguraydm
urtnler olgabilir, enzim konsantrasyonu c¢ok ik oldusunda ise istenilen uriin

yeterli miktarda elde edilemez (Innis and Gelfat@d0).

PCR, molekiler biyolojideki pek c¢ok yodnteme altdiinayaklasimlar
saglamistir ve pek cok standart tekgmn de yerini almgtir (Erlich, 1989). Ozgiin
hedef dizilerin daha sonraki klonlamalar igin arfipdi edilmesinde kullanilabilir ve
0zgun RNA ve DNA dizilerinin belirlenmesinde sorrelee hassas bir metodgta.
Bu da oOkaryotik genomlardaki basit dizilerinsitlli ginin ortaya c¢ikarilmasinda
PCR’ In kullanimina 6nculik etgtir (Litt and Luty, 1989; Tautz, 1989; Weber and
May, 1989).insanp-globin geni PCR ile ggaltilan ilk DNA dizilerinden biridir
(Saiki et. al., 1985; Mullis et. al.,, 1986; Mullend Faloona, 1987 CR ayrica
bakteriyal kolonilerdeki veya bireysel faj plakiadeki eklenen genlerin hizli bir
sekilde goruntilenmesinde veya dizisinin ¢ikarilmds: da yararh olabilir (Innis and
Gelfand, 1990). PCR’ daki gefheler (Saiki et. al., 1988), hastalik diren¢ ganiar
belirlenme gucund de arttirgtr (Poulsen et. al., 1995). Buna 6rnek olarak arpa
(Heun, 1992; Schuller et. al., 1992; Graner andeBali993; Jahoor et. al., 1993;
Chen et. al., 1994), lgday (Hartl et. al., 1993), yulaf (Penner et. @93b) ve celtik
(Yu et. al., 1991)’ de dahil olmak Ulzeresitke tahillarda, pek ¢ok hasta&in direng
genlerine kan PCR kullanilarak molekuler markirlarin belirlensneydsterilebilir
(Poulsen et. al., 1995).

Yukaridaki kullanim alanlarinin yani sira, PCR’ iistinlUklerinden biri,
¢ssitli konsantrasyonlarda DNA kullanarak ve basitgepéifikasyon dongu sayisini
arttirarak, agaroz/EtBr jellerde temiz hiekilde goruntr olan dizeylerde hedef
dizinin amplifiye edilebilmesidir, ancak dongu saiygok fazla olursa “artefakt” bant
amplifikasyonlari olgabilir (Innis and Gelfand, 1990). Ayrica birgér Ustunliglu de,
cogaltilacak DNA orneklerinin nicel ve nitel ozellikiain yiksek olmasinin
gerekmemesidir. Tek bir hicre veya sadece birkag lydiz cifti uzunlgundaki
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ornekler genellikle bgarili bir amplifikasyon icin yeterlidir (Saiki etal., 1986;
Kogan et. al., 1987; Higuchi et. al., 1988; Liat, 1988; Bugawan et. al., 1988).

PCR’ In gel§imi, DNA polimorfizmlerini belirli DNA parcalarinin
cogalmasiyla belirleyen ve bu parcalari, polimorfizmlgostermek amaciyla jel
elektroforezinde ayiran metodlar sumgtun (Thormann and Osborn, 1992).
Gunumuzde, ggu parcalarin belirlenmesinde PCR’ 1 kullanan,sitie DNA
parmakizi teknikleri uygulanmaktadir (Jeffreys at, 1985; Nakamura et. al., 1987;
Tautz, 1989; Weber and May, 1989; Williams et. 2890; Caetano-Anollés et. al.,
1991; Welsh and McClleland, 1990)sa&ida bu tekniklerden SSLP, CAPS, AFLP,
DAF, AP-PCR ve RAPD’ e dgnilmektedir.

Basit dizi uzunluk polimorfizmi (SSLP=Single Sequen Length
Polymorphism) adini alan PCR markirlari mikros#tellarak bilinen, birbiri ardina
tekrarlanan bir veya daha fazla nikleotidlerigajalmasina dayanmaktadir (Preuss,
1996). Mikrosatellitler bir cok 6karyotik genomdé sik ve rastgele bulunan ve
tekrarlanan birimlerin saysindaki sgiili ge gore yiksek derecede polimorfizm
gosterirler (Cornall et. gl 1991; Hearne et. al., 1992; Weber and May, 1989).
Yapilan calgmalar rastgele secilen mikrosatellitlerin haritalan herhangi bir
populasyon hakkinda bilgi verebiggii gostermektedir (Preuss, 1996).

Bir diger PCR markiri olan kesilmi ¢cogaltiimis polimorfik diziler
(CAPS=Cleaved Amplified Polymorphic Sequences) DN&rcalarini c¢galtmak
icin primerleri kullanir. C@altilan bu parcalar daha sonra RFLP’ leri ortaygnkak
amaci ile restriksiyon endonukleazlari ile kegiliragoonrung et. al., 1992; Weining
and Langridge, 1991; Williams et. al., 1991). Ancabklimorfizmleri ortaya
koyabilmek icin farkl restriksiyon enzimlerine @&r duyulmasi, bunlar pahall

oldugundan, yéntemin kullaniliggani sinirlamaktadir (Preuss, 1996).

Rastgele primerler kullanilarak yapilan amplifikasy parca uzunluk
polimorfizmi (AFLP=Amplification Fragment Length Bwonorphism) analizleri,

genetik dizinin belirlenmesi veya haritalanmasindiernatif bir ara¢c olarak



11

kullaniimistir (Williams et. al., 1990b; Welsh and McClellanii990; Caetano-
Anollés et. al.,, 1991a). Bu yontem genomun rastdelat belirli miktarlarinin
amplifikasyonlarini  bglatmak icin rastgele Gretilmi primerleri  kullanir
(Caetano-Anollés et. al., 1992).

Bu primerler G¢ bolimden djur; cekirdek dizi, enzime 6zgun dizi (ENZ) ve
secici kuyruk (EXT) (Zabeau and Vos, 1993). Bu ktdg gagida U¢ segcici
nikleotide sahip (NNN) olan EcoRI ve Msel primeriem goésterilmitir (Vos et.
al., 1995).

Cekirdek ENZ EXT
EcoRl 5- GACTGCGTACC AATTC NNN -3
Msel 5- GATGAGTCCTGAG TAA NNN -3’

Tamami kesilmi genomik DNA’ nin restriksiyon parcalarinin secRCR
amplifikasyonuna dayanan bu teknik Gi¢c basamakkgare
) DNA'’ nin restriksiyonu ve oligonukleotid adaptditebazlanmasi,
i) Restriksiyon parca setlerinin secici amplifikasyweu

1)) Amplifiye olmus parcalarin jel analizi (Vos et. al., 1995).

AFLP genomik restriksiyon parcalarini belirleyen Bidarmakizi tekngidir
ve RFLP’ den restriksiyon parcalarinin belirlenmesi “Southern” hibridizasyon
(Southern, 1975) yerine PCR amplifikasyonunun kulfaasi sebebiyle farklidir.
Yine de RFLP tekrgine yakinlgindan dolayr AFLP adini algtir, bununla beraber
AFLP adi akronim olarak kullaniimamalidir. Cunki IA&F tekngi, restriksiyon
parcalarindaki uzunluk farklarini gié bu parcalarin varfiini veya yoklgunu
gosterir (Vos et. al., 1995).

Organizmalar arasindaki genetik farkhliklarin Helimesinde bir ger
yontem olan DNA amplifikasyon parmakizi (DAF=DNA Adification
Fingerprinting), genomik DNA' nin kisa pargalaramplifiye etmek ve ¢gtli DNA
drunleri Uretmek igin rastgele nukleotid dizisir@h ve genellikle kisa bir primer

(>5 baz cifti) tarafindan yonlendirilen 1siya daydnBNA polimerazi kullanir. Elde
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edilen drunler poliakrilamid jel elektroforezi vaéigis boyama yontemi ile analiz
edilir (Caetano-Anollés et. al., 199 Bu yaklgim, klonlamaya veya dizi bilgisine
bagl degildir ve virus, bakteri, mantar, bitki ve hayvanijiti DNA’ lardan

parmakizi tretebilir (Caetano-Anollés et. al., 1891

DAF parmakizleri iki gruba ayrilan bantlar icerifjlogenetik olarak
korunanlar ve bireye 6zgln olanlar. Bu; primer letggnin hedef genom boyunca
rastgele daldigi ve hem korunnmy hem de buylk eglilik gosteren bélgelerin
yaninda oldgu fikrini verir. Ayrica tekrarlanan deneyler araganfarkli parcalar
arasindaki amplifikasyon derecesinde yaygin bigitlgk vardir. Bu c¢ssitlilik
amplifiye olmy bdlgelerin ¢oklu kopyalarinin sonucunda olab#implifiye olmuy
belirli bdlgelerin verimlilgini gosterebilir veya primerin hatali flanmasinin bir

sonucu olabilir (Caetano-Anollés et. al., 1991b).

DNA analizinde yaygin uygulama alanlarinin oiaamulan DAF; bireylerin
belirlenmesi cabmalarinda (Beckmann and Soller, 1986; Caetano-Aacdt. al.,
1991b), aile ilgkileri ve balanti haritalarinda, gucli bir ara¢c olarak insan
genomunun analizinde, gom o©Oncesi tghislerde, hastalik genlerinin
yerlesimlerinde, genetik cgtlilikte, molekller arkeolojide, adli belirlemelde ve
epidemiyolojide (Dweikat et. al., 1993, Graner &t, 1991; Graner et. al., 1994)
kullaniimaktadir (Caetano-Anollés et. al., 1991b).

DAF' a benzersekilde (Caetano-Anollés et. al., 1991b), rastgeda@ognik
DNA parcalarinin rastgele seciknPCR primerleriyle c¢galtilmasina dayanan bir
diger yontem; rastgele primerle ghailmis PCR’ dir (AP-PCR=Arbitrary Primed
PCR) (Welsh and McClleland, 1990; Welsh et. al,1t98set. al., 1995).

AP-PCR metodu ilke olarak, g#i primerlerin kullaniimasiyla ¢cok sayidaki
¢esitli organizmada polimorfizmlerin belirlenmesindggulanabilir. Tur dizeyindeki
belirlemelerde AP-PCR herhangi bir belirli primerzidini gerektirmez. Bunun
yerine parmakizi cikarilacak genomun dizisingslbalmadan secilen primerleri

kullanir. Dolayisiyla AP-PCR agarilan organizmanin molekdler biyolojisine ait 6n
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bir bilgi gerektirmez. Argtiricilar standart primer setlerini segmeyi teredebilirler,
bu durumda elde edilen sonuclar laboratuvarlariadasda kanlastirilabilir. Halen
kullaniimakta olan primerlerin secimi mantikli add&eir (Welsh and McClelland,
1990). Ancak yine de her bir oligonukleotid primemplifikasyonsartlarina, kalipla
orantilil primer konsantrasyonuna ve magnezyum Kkdresyonuna gore

optimizasyon gerektirebilir (Ellsworth et. al., 199

Her primer AP-PCR urunlerinde, her biri kalitimlarasi polimorfizmleri
belirleme yetengne sahip olan farkh bantlar verir. Béylece elddilen sonuclar
ayni tardeki birbiriyle yakindan gkili kalitimlarin bile ayirt edilmesine olanak tani
Bu bir anlamda izozim c¢aimalariyla benzerlik gostermektedir. (Selander &f. a
1987).

Ilke olarak, bant modellerinin Uretilmesinde tek iimer yeterlidir (Vos et.
al., 1995). Ancak Welsh ve McClelland (1991) tard&in fare genomik DNA’ sinda
yapilan deneyler rastgele secignoligonikleotid primerlerin sadece tekslkzaina

degil, ciftli kombinasyonlar halinde de kullanilabilkegini gostermgtir.

Bu deneyde iki oligonun primer olarak kullangdiAP-PCR’ da Uretilen
drinlerin ortalama uzunpu, her durumda, tek bir oligonun kullaniimasiyla
uretilenlerden kisaydiki primerin birlikte kullanildgi AP-PCR parmakizlerindeki
daha kicuk drdnler, uzama sirasinda, tek bir pritaeafindan Uretilen daha uzun
drinlere kagi daha etkili birsekilde yargsmaktaydi. Boylece iki oligoyu da iceren
arunler final modelde daha baskindilar (Welsh arcCMlland, 1991).

Alternatif olarak tek bir primeri kullanan PCR Utén renatliirasyon sirasinda
sac tokasi yapilarl ojturabilir, bu da sa¢ tokasi yapisi Uretemeyen,pikmeri
kullanan PCR urunlerine nazaran daha kujaiolmalarina sebep olur (Welsh and
McClelland, 1991).

Sebep ne olursa olsun, ciftli kombinasyonlar, tek grimer tarafindan
uretilen modellerden %50’ den daha fazla farkh elogcerdiginden, ciftli oligolarin
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kullanildigi iki DNA arasinda belirlenen polimorfizmlerin %5@en fazlasi tek bir

oligonukleotid ile belirlenenlerden farkli olmalidWelsh and McClelland, 1991).

Oligonukleotid setleri ¢cok fazla sayida ciftli kombsyonlar halinde
kullanilabilecginden, birbiriyle %50’ den daha az benzglisahip, cok fazla sayida
farkli model uretilebilir. Orngin 50 oligo tek tek veya ciftler halinde 2500
kombinasyonda kullanilabilir. Ortalama olarak harddigo, iki veya daha fazlasi o
oligonukleotid ciftine 6zgun olan, 4 veya daha #agblimorfizm agia cikarmahdir
(Welsh and McClelland, 1991).

Oligonukleotid ciftlerinin  kombinasyonlar halindeulkanilmasi prensibi
herhangi bir organizmanin parmakizine uygulanabilliabii ki organizmanin
genomunu haritalamak icin gerekli olan oligonukigosayisi; genom buykgii,
rekombinasyon dizeyi ve arzu edilengdduga gore belirlenmelidifWelsh and
McClelland, 1991).

AP-PCR, RFLP analizlerindeki “Southern§aretlemenin hazirlanmasinda
gereken, kuyu bana digen genomik DNA’ nin 1/100’ Ginden daha azini gerekti
bu da | caprazlamalarin ve geri ¢caprazlamalarin haritalsnda 6nemlidir (Welsh
and McClelland, 1991).

AP-PCR parmakizi, genetik haritalama i¢in gelilmi s diger metodlara gore,
pek cok acidan daha kolay ve daha hizhidir. Hamtal programina, RFLP
problarinin belirlenmesine gerek duymadasgld@abilir. Klonlarin yapilmasi veya
plazmidlerin saflgtirlmasi gerekmez. Hemen hemen secilen her pramerl
polimorfizmler uretilebilir (Welsh and McClleland 981). Uretilen polimorfik
AP-PCR bantlar prob olarak kullanilabgghden genetik ve fiziksel haritalar
arasindaki bganti da boylece gdsterilebilir (Welsh and McClreda1990).

AP-PCR' daki gamalarin ¢gu otomatiktir. Metod, EtBr saretlemesini,
floresan garetlemeyi veya “Southern” hibridizasyonundaki giai miktardaki garetli
bazlari kullanabilir. Daha da 6nemlisi AP-PCR ileetiien DNA polimorfizmleri



15

jelden direkt olarak izole edilebilir ve restrikely haritalama stratejilerinde prob
olarak kullanilmak tzere yeniden amplifiye edilebihRP-PCR, genom igindeki ¢ok
fazla sayidaki DNA markirlarinin genetik haritatan kurulmasinda da kullanilabilir
(Welsh et. al., 1991).

AP-PCR’ a benzer bir ger yontem ayni yil Williams ve ark. (1990b)
tarafindan tarif edilngi ve yonteme RAPD adi verilgtir. Gergekten de RAPD;
AP-PCR metodunda daha uzun primerlerin kullanilim@8R drtnlerinin radyoaktif
olarak saretlenmesi ve poliakrilamid jelde ¢6zinmesimtla, AP-PCR’ aglegerdir
(Fritsch and Reiseberg, 1996).

Rastgele c¢galtilmis polimorfik DNA (RAPD) gercekte PCR’ a dayali
molekiler markir sistemidir (Williamst. al., 1990b; Welsh and McClelland, 1990).
RAPD yodnteminin uygulanmasi icin rastgele nukledlidisine sahip olan tek bir
oligonukleotid, 1siya dayanikli DNA polimeraz veguy bir tampon variinda,
genomik DNA ile kamtirilir ve polimeraz zincir reaksiyonuna 6zgu sidakéngusu
sartlarina birakilir §ekil 2.1). Reaksiyonun Urlnleri oligonukleotidin wrtuguna,

dizisine ve reaksiyogartlarina bghdir (Williams et. al., 1990a).

Genel olarak 10 bazlik rastgele primerleri iceredPR analizlerinde
kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) pragrad4°C’ de 1 dakikalik kalip
DNA ' nin denatlrasyon basagal, 36°C’ de 1 dakikalik primerin B@anma
basamaini ve 72°C’ de 2 dakikalik primerin uzatma basgmaicerir (Williamset.
al., 1990b). Genellikle RAPD urundndn elde edilmesi bu U¢ basanga iceren 45
dongu yaratalur. Ancak her basagma suresinin, farkl uzunluktaki rastgele secidmi
primerler i¢in ve/veya farkl turlerden elde edilkalip DNA icin yeniden optimize

edilmesi gerekebilir (Yu and Pauls, 1992).
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Hedef DNA
!
& 3 1.iplik
&= 5 2.iplik
!
DNXenaturasyonu
& 3 1.iplik
& 5 2. iplik
!

Primer Bglanmasi

5= 3 1. iplik
3 5  Primer A
PrimerA 5 3
e 5 2. iplik
!

DNA Polimera8antez Reaksiyonu

&~ 3 1. iplik
3'----- 5 Yeniiplik
& --3 Yeni iplik
& 5 2. iplik

Sekil 2.1. RAPD yb6ntemininsematik anlatimi

Termal dongudeki uygun pnma isisinda, tek bir primer, birbirine
uzakhklari amplifikasyona uygun olan (0fine birka¢c bin nikleotid uzakliktaki)
genomik DNA’ nin kagilikli zincirlerindeki ba&lanma boélgelerine l@anir ve
bagimsiz DNA parcalari sentezlenir. Bu 6zgun Grandrigaveya yoklgu, rastgele

secilmg primerlerle amplifiye edilngi olmasina rgmen, genomik DNA’ daki
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oligonukleotid bglanma boélgelerinin this edilmesini sglar (Williams  et.
al.,1990a).

Pratikte, aynsartlar altinda her primer icin bircok amplifiye alnbant veren
DNA amplifikasyon reaksiyonlari pek cok farkli pmem kullanilarak DNA 6rnek
setlerinde tekrarlanir. Polimorfik bantlar, 6gire caprazlanan ebeveynler arasindaki
polimorfik bantlar, belirlenir ve polimorfizmler ajyan populasyonlarda
haritalanabilir (Williams et. al., 1990a).

Cogu zaman tek bir primer, her biri farkli bir loku$aritalayan pek cok
polimorfizmin belirlenmesinde kullanilabilir (Wikims et. al., 1990a) ve sadece
primerin deistiriimesiyle, bgka hicbigeyin desistiriimesine gerek kalmadan c¢ok
sayida RAPD markiri elde edilebilir (Maat. al.,1993).

RAPD’ de kullanilan 10 nukleotidlik primerler %5®@7arasinda G-C
icerigine sahiptirler, ger pallindromlari iceriyorlarsa bu pallindromik der 6
bazdan uzun gddir ve 3’ ucunun tamamlayicisi olamaz. Bu Ozddiile sahip olan
primerin etidyum bromidsaretlemesi sonucunda en verimli sonucu \@rgoraltr
(Williams et. al., 1993).

Bu yontemin en oOnemli Ustirdd; DNA dizi bilgisine ihtiyag
duyulmamasidir. Ayrica yontem; hizlh ve kolay hiekilde uygulanabilir ve
radyoaktivite yerine floresansi kullanir (Williamet. al., 1990b). RAPD tekgi
amplifikasyona dayali oldiundan sadece nanogramla Olclilebilen DNA miktari
yeterlidir ve yontemin otomasyonu mumkindir (Tingely al., 1993). Yorucu
klonlama slemleri, nukleotid dizi analizi veya “Southern Blohibridizasyonu
gerekli olmadgindan, teknik; polimorfizmlerin ve genetik marknia ¢esitli bitki ve
hayvanlarda hizli ve gik maliyetle belirlenmesini gtar (Ellsworth et. al., 1993).
RAPD’ ler genomik boélgelerde, tekrarlanan DNA dezihin varlgindan dolayi
RFLP analizlerinde elde edilemeyen, DNA markirlsgglarlar ve elde edilen bu
RAPD bantlar jelden geri alinabilir ve hibridizasy probu olmak tzere yeniden

amplifiye edilebilir (Williams et. al., 1990a)
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Bununla beraber, RAPD markirlarinin bazi olumsuziukda belirtiimitir.
Hemen hemen butin RAPD markirlari, tek bir bireyieagni uzunluktaki DNA
parcalari amplifiye oldgundan, dominanttir. Dominant RAPD markirlarla DNA
parcasinin heterozigot lokustan mi (bir kopya) hoignat lokustan mi (iki kopya)
amplifiye oldyuna karar vermek mumkuin glklir. Ayni lokustan amplifiye olan
farkli uzunluktaki DNA parcalar olarak belirtiekodominant RAPD markirlari
nadiren belirlenir (Williams et. al., 1990b).

Buna ek olarak bazi camalar RAPD’ in c¢cok zor tekrarlanabilgni
belirtmistir (Weeden et. al., 1992; Penner et. al., 1998ach and Nienhuis, 1995).
Molekuler dizeyde, homolog dizilerin heterodublekssumu (Ayliffe et. al.,1994;
Novy and Vorsa, 1996) hatanin muhtemel k&yda (Hansen et. al., 1998).

Bununla beraber, RAPD yonteminde ortaya cikan erentdin hata
amplifikasyon icin farkli DNA parcalar arasindajaristir (Williams et. al., 1993;
Halldén et. al., 1996). Bir genotiptesaaiyla amplifiye edilen bir RAPD bantinin bir
digerinde belirlenememesi, yaplgenotip yorumu ile sonuclanir. Polimorfik bantlar
icin bu vyarstan kaynaklanan hata frekansi, hem yiksek hem dgikdi
karmgikliktaki genomlarda, yakiak olarak %15 oraninda bulungtur (Halldén et.
al., 1996).

Kodominant markirlara nazaran dominant markirladkgha az bilgi elde
edilir. Ancak daha az bilgi vermelerine graen, dominant markirlar hala, F
geri-caprazlama ve rekombinant aile ici populasydd bglanti haritalarinin
olusturulmasinda kullantlir (Williams et. al., 1990aAyrica balantii RAPD
markirlarina dayanan seleksiyon, heterozigotluk egilizminimal oldgunda,
ileri-generasyon rekombinant tur ici hatlarda kaildiginda RFLP markirlari kadar
verimlidir (Kelly, 1995).

RAPD primerleriyle yapilan amplifikasyonlar primeaglanma boélgesindeki
tek nukleotidlik dgisikliklere inaniimaz derecede hassastir. Bu 0z&lIA&PD’ lerin
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yakin iligkili bireyler arasindaki filogenetik analizlerde kcdkullansh olacasini
gostermektedir (Williams et. al., 1990a).

Bu teknik ayni zamanda tibbi olarak gde olan bitkilerin cg@rafik
cssitliliklerinin belirlenmesinde (Mizukami et. al.,993a,b; Nakai et. al., 1996) ve
tibbi deseri olan bitki turleriyle onlarin ikincil metaboldri arasindaki genetik
ili skilerin degerlendiriimesinde kullanilingtir (Yamazaki et. al., 1994) ve halen
bakteri, mantar ve bitkilerde genetik varyasyomlaanalizi (Wang et. al., 1993;
Bidochka et. al., 1994; Mailer et. al., 1994) , baéiki turlerinin ilk baslanti
haritalarinin kurulmasi (Lodhi et. al., 1995; Yaagd Quiros, 1995) gibi genetik
calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Hanserakt.1998).

RAPD sistemi ayrica “bulk” ayrilma analizinde (BSBalk Segregation
Analysis), b&msiz genomik bélgelerin haritalanmasi veditki tirinde cstli
Ozelliklere markirlarin bdanmasi icin kullanilngtir (Michelmore et. al., 1991;
Halldén et. al., 1997; Warburton et. al., 1996).gIBaan markirlar, yegtirme
programlarinda markirlar ara@iyla seleksiyonda (Hansen et. al., 1997) veya
haritaya dayall klonlama icin genomik kutiphaneleyosterilmesinde (Tanksley et.
al., 1995) kullanilir.

Yontemin kolay ve hizli olmasi ve kicik Ilaboratdaata bile
kullanilabilmesi onu biyologlar arasinda kabul edilir kilmistir (Williams et. al.,
1990a).

Yukarida 0©zelliklerinden bahsedilen molekiler markekniklerinin arpa

bitkisindeki kullanimina ait 6rneklerinden bazilgunlardir:

Saghai-Maroof ve ark. tarafindan 1984 yilinda yapibeneylerde RFLP
teknigi kullanilarak ribozomal RNA gen kimelerindeki (rBIN ara uzunluk
(spacer-length (sl)) s#lilikleri, 50 tane slenmis arpa, 25 tane yabani tip arpa ve
arpanin  deneysel populasyonu olan stetek caprazlamalarin (CC2) 5
generasyonunun dabhil olgu 502 arpa bitkisinde agtariimis ve 15 tane farkli rDNA
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sl c¢aitlerinden toplam 17 sl fenotipi belirlengtir. F, populasyonundaki 4 tane
rDNA sl ¢esidiyle yapilan ¢akmalar, bu varyantlarin birbirine pla olmayan ve her
biri 2 kodominant allel icererRrnl ve Rrnll adh lokuslarda konumlandiklarini
gostermgtir. Daha sonra khiday-arpa ek kuyusunu kullanarak Bl ve Rrnll’ nin

kromozom 6 ve 7 Gizerinde konumlagdoelirlenmitir.

1991 yilindaki bir cabmada (Hinzeet. al., 1991) yine RFLP tekhi
kullaniimis ve farkli ml-o mutanti olan 7 geri caprazlamadaml& geri ¢caprazlama
hatti (BC hatt) analiz edilrstir (arpadaki ml-o lokusuErysiphe graminis f. sp.
hordei mantarinin bilinen tim tirlerine kardireng sglar). ml-o BC hattinda
belirlenen RFLP markirlari arasindaki siki glaamti, Hordeum vulgare subsp.
sspontaneum Hordeum vulgare subsp. vulgare cv. araniir’F, populasyonlarinda
tayin edilmitir. Daha sonra dalordeum vulgare cv. Carlsberg Il mlxoHordeum
vulgare cv. G. Zweiz ml-o llarasindaki caprazlamalardan dretilen, F
populasyonundaki homozigot ml-o bitkisinin analigoluyla MI-o ile ilgili

markirlarin arasindaki uzakliklar ol¢ulgtar.

1985 yilinda polimeraz zincir reaksiyonunun geiinin ardindan 1991
yilinda Dehmer ve ark., yaptiklari bir gahada PCR’ in belirli DNA dizisinin
gosterilmesindeki kullanimini agiklagtardir. Bu amagla tum PCR deneylerinde
kislik arpa ceidi “Igri’”den elde edilen DNA kullanilngtir. PCR’ da kalip olarak
kullanilan gen B-hordeni§ adini alan ve arpadaki {eca saklama proteinini
kodlayan13 Hor Il geninden birisidir (Kreis et. al., 1983). Elde lediDNA’ larla
yapilan deneylerde, EtBr boyamasi sonucunda 304ifiiik bantin her reaksiyon
karisiminda bulundgu gorualmigtar. Bu DNA parcasinin kalip goérevi yapan
B1-hordeingeni ile olan ilgkileri Hor-II probunun hibridizasyonu ile gosteriignve

bu da daha 6nceki jeldekiyle tamamen ayni bant ihidelsonuclanmgtir.

Ayni yil Weining ve Langridge (1991) tarafindan yap calgmada ise
PCR’ n tahillardaki polimorfizmleri ortaya c¢ikarmae haritalamadaki kullanimi
aciklanmgtir. Bunun icin iki primer seti test edilgtir: bilinen 6zgun dizileri
hedefleyenler ve intron-eksonghanma bdélgelerini hedefleyenldki primer tipi de

RFLP markirlarina gore daha hizli ve daha kolay edilen, cok degerli ¢ssitlilik
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kaynaklari sunmglardir. Ayrica, rastgele veya 6zgin primerler ildikte kullanilan,
intronlar1 hedefleyen primerler, eksonlari hedefleyrimerlere gore daha kargria

ve farkl bant modelleri verrgir.

Yurdumuzda da RAPD yontemi kullanilarak molekilgizelyde genom
analizi ve tanimlanmasina skin ilk DNA parmakizi calgmalari ayni il
Hordeum’da gerceklgtirilmi stir (Gurel, 1993).

1993 yilinda Gdurel ve ark. tarafindan yapilan lifed calsmada yabani arpa
hatlar1 arasindaki farkliliklar RAPD telgniile molekiler dizeyde katastirmall
olarak aratiriimistir. PCR’ da 20 nukleotid uzurgundaki, rastgele secilmi2
primer kullaniimg ve ilk primerle yapilan amplifikasyon sonucundak peok
monomorfik bant elde edilstir. Ikinci primerle yapilan amplifikasyon sonucunda
ise monomorfik ve polimorfik bantlar gézlergtii. Bu bantlarin icinde 10 RAPD

markiri belirlenmg ve hatlar arasindaki polimorfizm gkerleri tayin edilmgtir.

Bir yil sonra, 1994 yilinda Cobagla ve ark. tarafindan yapilan gahada
yurdumuz orijinli Hordeum marinum, Hordeum bulbosuwe Hordeum vulgare
spontaneuntdrlerine ait 23 yabani arpa hatti arasindakititik RAPD markirlari
kullanilarak molekuler dizeyde atailmis, materyalin DNA parmakizi tanisi
yapilms ve polimorfizm orani hesaplanghr. Calsmalar sirasinda 20 nukleotid
uzunlysunda bir primer (TUB 38) ile 10 nukleotid uzuglindaki bir primer (OPA

01) kullaniimstir ve kullanilan her iki primer de polimorfik bdat olusturmustur.

1994 yilinda yapilan bir ger calsmada Ari ve ark., kdltir arpalar Kaya,
Quantum, Tokak, Yercil ve Cumhuriyet’ in yabani @grla yapilan melezlerinin;F
generasyonlarinin tanimlanmasini amagg@ardir. Bunun igin oncelikle ebeveyn
varyetelerinin RAPD yontemi ile DNA parmakizleri karilmis ve daha sonra
melezlerde bu parmakizlerinin durumu incelenerekleaierin d@ruluk tanisi
yapilmstir. Bu calgmada elde edilen bulgular, daha fazla primer kubaak daha
cok sayida farkligin ortaya konabileggni gostermektedir.
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1995 yilinda Gozukirmizi ve ark. tarafindan, mobigki olarak kullanilan
kislik 6-sirali Hordeum vulgare cv. Zafer 1ldfitkisi icin kullanilan doku kalttra
sistemlerinde kromozom varyasyonlari incelenwe gen mutasyonlarinin RAPD
yontemi ile argtirilabilecesi gosterilmgtir. Bu amacla, ilk uygulamada doku
kultirinde rejenere olan bitkilerdeki somaklonatyegsyon RAPD ydntemi ile gen
dizeyinde belirlenngtir. RAPD markirlari ile yapilan bir ger uygulamada 10
nakleotidlik primerler kullanilarak arpa melezlerintanisi yapilmy, Hordeum
vulgare L. nin Kaya, Quantum, Tokak, Yercil ve Cumhuriyet \&gleri ile
caprazlanan yabani hattinia d6li RAPD parmakizleri incelenerek gercek melezler

belirlenmitir.

1995 yilinda yapilan bir ger calsmada (Albayrak-Cobariu et. al., 1995)
farkli ©6karyotik model organizmalarinS¢hizosaccharomyces pombe, Hordeum
vulgare, Cicer arietinuln RAPD yodntemi kullanilarak DNA parmakizlerinin
ctkariimasi amagclangtir. Calsmada 10 nukleotid uzungunda 2 primer kullanilingi
(OPB 02, OPC 09) ve elektroforez analizi sonucu@@RC 09 primeri ile, bu

organizmalar arasindaki farkhliklari ortaya koyzantlar elde edilngtir.

Ayni yil Poulsen ve ark. (1995) cghalarinda ek arpa Q211861 ve
Avusturya arpa ¢adi “Galleon” arasindaki caprazlamalardan elde exdilF,
populasyonunuRuccinia horde), arpa yaprak direncine karRAPD markirlarinin
olusturulmasinda kullannglardir. Hassas ve direncli DNA’ lar, Bitkilerinin yaprak
pasi enfeksiyon tipine gore siniflandiriimasiniidiek kurulmyg, daha sonra da
“bulk” ayrilma analizleri 2,7 kb’ hk markirin belenmesinde kullanilngtir.

Atanassov ve ark.’ nin ise 1995 yilinda yaptiklaalismalarda protein,
RFLP’ ler ve RAPD’ ler gibi genetik markirlari, 2[Ry 1sinlarinin ve sodyum azidin
mutagenik etkilerinin ve bunlarin kombinasyonlamim®ulgar arpa bitkilerinin doku
kalturiinde uretilen genetik gdili gin kalitesine ve miktarina etkilerinin ¢gilmasi
amacityla kullanmylar ve arpanin tam bir apikal meristemle yapralatabi iceren
nakledilen fide dokularindan rejenerasyonu icin agikr bir yontem
gelistirmislerdir. Bu calsma, Bulgar arpa bitkilerinin somaklonal varyantari

karakterizasyonunun 10 nukleotidlik primerler kallarak ilk kez belirlenmesidir.
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1996 yilinda Linc ve ark. tarafindan yapilan deesdé, genetik clili gin
deserlendiriimesinde ve farkl arpa gruplarinin ayakmda KHlordeum vulgare [).
RFLP problarinin ve RAPD primerlerinin etkigilnin karilastiriimasi amaclanngi
ve bunun icin de buyumgekli ve bg yapilarina dayanan farkli gruplari temsil eden
5 arpa cgdi secilmgtir. Bu ceitlerin birbirine paralel birsekilde 5 enzim
kombinasyonu icinde 12 RFLP probu ve 19 RAPD primbr test edilmesi
sonucunda RAPD primerleri ile elde edilen DNA Ungwktari ve polimorfik bant
frekansinin RFLP problari ile elde edilenden datilesgk oldgu gorulmigtir. Diger
taraftan, tek bir RFLP probunun kullaniimasi sonu@hmin edilen genetik
cesitlilikte, tek bir RAPD primerinin kullaniimasi soicu tahmin edilen genetik
cssitlili ge nazaran cok daha gik bir caitlilik oldugundan, RFLP’ nin daha
aydinlatici oldgu gorulmtir. Bu sonuclara dayanarak, varyeteler arasindaki
birbirine yakin bireylerin guvenilir bisekilde gruplanmasinda RFLP problarinin
daha etkili oldgu, RAPD primerlerinin ise bireysel varyetelerin yetistirilen
materyalin karakterinin belirlenmesinde RFLP proiola gére daha etkili olgu
belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Bitki Materyali

Bu calsmada kullanilan bitki materyali olan arpdardeum vulgare L. cys
bitkisine ait ebeveynlerin (Tokak; direncli ana, 198 hassas baba) ve Bireylerinin
tohumlari Eslkjehir Anadolu Tarimsal Astirma Enstitisi’ nden gkandi, daha
sonra k bireylerinin kendilemesi sonucunda 80 tane bireyi elde edildi.Sera
kosullarinda yettirilen bu 80 tane § bireyinin kuraklga direncliliklerinin
belirlenmesi amaciyla Altinkut ve ark. (1998) tandfin yaprak alani, paraquat (PQ)
uygulanan bitkilerde klorofil kaybinin tespiti, pisyaprak su kapsami ve total
protein miktarinin belirlenmesi gibi géi morfolojik ve fizyolojik testler uygulandi.
Uygulanan bu testlerin sonucunda dagénerasyonunda en hassas ve direncli tipler
belirlendi ve bunlarin arasindan 7 tane kuggklnassas ve 7 tane kurgalidirencli
bitki bu calsmada kullaniimak Gzere secildi (Cizelge 3.1). S=cibu bitkilerin her
biri saksilarda yetgtirildi ve daha sonra DNA izolasyonu yapmak amaxigenc
yapraklar kesilip, 1-2 gr lik gruplar halinde alumum folyolara sarilarak

kullanilincaya kadar derin dondurucuda (-70° C’ silandi.

Cizelge 3.1:Calsmada kullanilan bitki materyali

Bitki Materyali Kurakli ga Direnclilik-Hassaslik
5819 (baba) Hassas
Tokak (ana) Direncli

F.-51
F,50-18 Hassas
F,50-19 Hassas
F,50-21 Hassas
F,50-27 Hassas
F50-31 Hassas
F,50-40 Hassas
F,50-42 Direncli
F,50-45 Direncli
F.,50-54 Direncli
F,50-56 Direncli
F,50-65 Hassas
F,50-72 Direncli
F.,50-73 Direncli
F,50-76 Direncli
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3.2. Metod

3.2.1. Genomik DNAizolasyonu

Derin dondurucuda saklanan yapraklardan genomik DabAasyonu ilk énce
Spiers ve ark. (1981) tarafindan Onerilen yonteidre gapildi. Ancak bu yontemle
yeterli miktarda DNA elde edilemeginden, daha sonra DNA izolasyonunda Lodhi
ve ark. (1994) tarafindan oOnerilen yontemler kuldin Bu yontemsu sekilde

uygulanir:

1. Buoyukligini almamy genc yapraklar hemen kullanilacaksa buz veya sivi
nitrojenle muamele edilir. g&r hemen kullaniimayacaksa, kullanilana kadar
-70°C altindaki sicakliklarda saklanir. 0,5 gr wpsivi azot ile havanda ezilir
ancak yaprak hicrelerinin ezilmeyesldanadan 6énce donu ¢ozulgnalmalhdir.

2. Yapraklar iyice ezildikten sonra 5 ml ekstraksiyteimponu (Cizelge 3.2)
eklenerek kagtirilir.

3. Cozelti 15 ml’ lik polipropilen santrifij tapine fpendorf 5415 C) konur,
havana 1 ml daha ¢6zelti konularak yikanir ve bgdtzeltiye eklenir.

4. 50 mg PVP (Sigma P6755) eklenir ve tip ters cewelleyaprak cozeltisiyle
birkag kez kaxtirilir (100mg PVP/gr yaprak).

5. Cozelti 60°C’ de 25 dakika bekletilir ve oda sicgikida s@utulur.

6. 6 ml kloroform:oktanol (Cizelge 3.2) eklenir ve kamin olismasi icin tipler
20-25 defa hizla galkalanir.

7. Oda sicakiiinda masa ustu santriftijde 6000 rpm’ de 15 dakakerstij edilir.

8. Usteki sivi faz 15 ml’ lik yeni bir santrifiij tipengens uclu pipet ucu ile transfer
edilir. Eger PVP’ nin varlgindan dolayi sivi faz bulutumsu bir renkte ise dkin
bir kloroform:oktanol ekstraksiyonu gerceftelebilir.

9. Onceki adimda elde edilen ¢ozeltiye 0,5 hacim SMCN¢Cizelge 3.2) ilave
edilir ve iyice kargtirihr.

10.1 hacim %95’ lik etanol (-20°C) eklenir ve buzdolada (4-6°C’ de) 15-20

dakika bekletilir. Bekletmenin sinirini DNA iplikdierinin belirmesi belirler.
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Buna gore c¢oOzelti 1 saat, hatta gerekli ise dahanuzaman (gece boyu)
bekletilebilir.

11.Cozelti daha sonra oda sicgkhda 3000 rpm’ de 3 dakika, sonra da
5000 rpm’ de 3 dakika santriflj edilir. Bu g@gk rpm’ deki santrifijleme
DNA’nin santrifij tipt dibinde @ilmasini sglar.

12.Sonra supernatant dokulur ve pellegdo (0, +4°C) %76’ lik etanol ile yikanir.
Tlpler 37°C’ de 20-30 dakika ters cevrilerek peld®A kurutulmadan etanoliin
uzaklgtiriimasi sglanir.

13.Elde edilen DNA 200-300 pl TE’ de ¢Ozundr.

14.Karigimdaki RNA’ nin uzaklgtirlmasi amaciyla c¢ozeltiye her 100 pl DNA
solisyonuna karik 1 pl Rnaz A (Cizelge 3.2) eklenir ve 37°C’ @B dakika
bekletilir.

Cizelge 3.2:Genomik DNA izolasyonunda kullanilan solusyonlar

Solusyon Adi Icerigi Konsantrasyonu
Sodyum EDTA 20 mM
Tris-HCI 100 mM
Ekstraksiyon Tamponu NacCl 14 M
CTAB %2 (w/v)
B-merkapto etanol %0,2
Kloroform:oktanol Kloroform 24:1 (viv)
Oktanol
NaCl Sodyum 5M
Klor
TE Tamponu Tris-HCI 10 mM
EDTA 1 mM
Rnaz A 10 mg/ml

Butin bu slemler sonucunda elde edilen DNA’ nin miktarinindaha sonra
yapilacak olan polimeraz zincir reaksiyonunda kulecak DNA sulandirim
oranlarinin belirlenmesi amaciyla U.V. spektrofoatrade (Milton Roy 601) 260 nm
dalga boyunda spektrofotometrik olgtimler yapildizéye 4.1). Distile su ile
yapilan 1/200’ luk sulandirimlarin U.V. spektrofotetrede 260 nm dalga boyundaki
absorbsiyon dgerlerine bakilarak cift zincirli DNA molekulinin keantrasyonlari

hesaplandi. DNA konsantrasyonlari hesaplanirken

0.D.260x 50 xSeyreltme Katsayisi (orant)
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(Maniatis et. al.,, 1982) formuli kullanildi. Polirag zincir reaksiyonu igin
sulandirimlari yapilan genomik DNA 6rnekleri -20%& saklandi.

3.3. Arpa Genomik Parmakizlerinin RAPD Analiz

Yontemleriyle Cikarilmasi

Ebeveynler 5819 (hassas-baba) ve Tokak (dirend);aRh ve 14 tane F
bireylerinin gen¢ yapraklarindan Lodhi ve ark.” {t®94) 6nerdii yontemle izole
edilen genomik DNA’ larin, rastgele nikleotid dimes sahip olan 10-19 bazlik
primerler kullanilarak, Williams ve ark. (1990bg iWelsh ve McClelland (1990)
tarafindan 6nerilen RAPD yontemi ile genomlaringake boélgelerinin ¢galtiimasi
sglandi. Bu glemler sonucunda bireylerin genomik parmakizlekactildi ve analiz
edildi.

3.3.1. RAPD Analizlerinde Kullanilan Primerler

Calsmada kullanilan 17 bireyden her birinin RAPD arializle DNA
parmakizlerinin ¢ikariimasinda Operon Teknolojiafaxdan sentezlenen ve Prizma
A.S. firmasindan alinan, rastgele nukleotid dizisiakig olan 10-19 bazlik 28 farkli
primer kullanildi (Cizelge 3.3). Kullanilan bu pmmerin stok cézeltileri -20°C’ de
dondurucuda saklandi. Deneylerde stok cozeltildrid0 oraninda sulandirimlari
kullanildi. Primerlerin GC igerikleri %40-%70 arada dgismekteydi.

3.3.2. RAPD Analizlerinde Kullanilan Enzim

RAPD analizlerinde, termofilik bir bakteri olarhermus aquaticugan izole
edilen, pH 9 da 72°C’ de en yuksek aktiviteyi giish ve 90-95°C’ lere bile
dayanabilen Tag DNA Polimeraz (MBI Fermentas, ER&2) enzimi kullanild
(Gelfand, 1989). Enzim -20°C’ de dondurucuda saklan
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3.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonlarinin Ydratilmes

Polimeraz zincir reaksiyonu 0,5 ml’ lik mikrotlpte toplam reaksiyon
hacmi 25 pl olacalgekilde gerceklgirildi. Reaksiyon bilgenleri Cizelge 3.4’ de
gosterilmektedir. Tum bu bienler tiplere eklendikten sonra PCR reaksiyonlarind
gerceklgtirilen yuksek sicakliklarda bigenlerin  buharlgmasini  engellemek
amacilyla her bir tipe 1-2 damla minerag ydamlatildi. Daha sonra tupler termal
sayklirda (MJ Researching., PTC 100) yaika3 saat suren ve Cizelge 3.5 de
gOsterilen PCR programina maruz birakildi.

Cizelge 3.3:RAPD analizlerinde kullanilan primerler

Primer Adi Primer Dizisi
OD-8 55GTGTGC CCCAZ
0-19 5 GGTGCACGTT3
B-374 5 GGTCAACCCT?Z
0-10 5 TCAGAG CGCC3
PRA-3 5" CAATCGCCGT3
UBC-237 5 CGACCAGAGC?3
PRA-1 5 GTGACGTAGG 3
OPC-6 5 GAACGGACTC?3
OPE-10 5" CACCAG GTGA3ZJ
OPA-1 5 CAGGCCCTTC3
G-2 5 GG TACACGTTG CACATACAZJZ
K-15 5 CTCCTGCCAAZ
OPC-19 5 GTTGCCAGCC3
A-17 5 GACCGCTTGT3
R-1 5 TCG TGC CTG ACT TAC CTG 3’
K-10 5 GTGCAACGT G 3
F-13 5 GGC TGC AGAAZ
E-3 5 GAATTC CAG GTAAGT 3
A-9 5 GGG TAACGCC?3Z
A-18 5 AGGTGACCGT?3
K-8 5 CCCATGGGTG3J
S-34 5 GAT AGC CGAC 3’
BC-302 5 CGGCCCACGT?Z
0-02 5 ACGTAGCGTC 3’
PRA-2 5 GTGATCGCAG 3
P-394 5" CGACTC CAAC3
OPC-15 5 GACGGATCAG 3
A-5 5 AGGGGTCTITG 3




Cizelge 3.4:RAPD Bilesenleri
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Bilesen Icerigi Reaksiyon Reaksiyona
Konsantrasyonu Eklenme Sirasi
Enjeksiyonluk su - - 1
10 X PCR Tamponu Tris HCI (pH 8.8 10 mM
25°C’de) 2
KCI 50mM
Nonidet P40 %0.01
MgCl, - 2 mM 3
dNTP mix (10 mM) dATP 5mM
MBI Fermentas R0191 dCTP 5 mM
dGTP 5mM 4
dTTP 5mM
Primer - 50 ng 5
Genomik DNA - 75 ng 6
Taq Polimeraz (5u/ul - 0510 7
Cizelge 3.5:Termal sayklirin programlanmasi
ilk 34 Dongl Son Basamak
Sicaklik Zaman Sicaklik Zaman
Kalip DNA' nin 94 °C 30 saniye _ _
denatirasyonu
Primer 35°C 1 dakika _ _
Baglanmasi
Polimerizasyon 72 °C 1 dakika, 45 72°C 8 dakika
saniye

3.3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

3.3.4.1. % 0.8’ lik Jel

izole edilen DNA 6rneklerinin hem RNaz muamelesigaidhiem de sonrasi
jelde gérinimine bakmak amaciyla %0.8’ lik agarmelzhazirlandi. Bunun igin
0,48 gr agaroz tartilip, erlenmayer icindeki 601 Tris-Asetat (TAE) tamponuna
eklendi. Daha sonra kammin mikrodalga firinda 5 dakika isitilarak erimegilandi
ve traye dokulmeden dnce sicgkhin 50-55°C’ ye d§mesi beklendi. Kagimin

sicaklgl istenilen dgere ulgtiginda Uzerine DNA 0&rneklerinin  boyanmasini
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sglamak amaciyla 10 mg/ml’ lik etidyum bromur (EtBQlusyonundan 3.5 pl EtBr
eklendi, tip EtBr Gn homojen @dmasini sglamak amaciyla iyice calkalandi ve
daha sonra da traye dokulip donduktan sonra icinde 1 x TAE bulunan
elektroforez tankina alindi. Daha sonra, hazirlanageldeki kuyulara her bir bireye
ait DNA orneklerinden 2ul, tzerlerine yakilia 1l DNA’ larin kuyulara
¢cokmesini sglayan bromofenol mavisi eklenerek yiklendi ve -800V’ ta 5 dakika
yuratuldd. 5 dakika sonucunda, U.\Nsgn (TFX-20M) altinda izole edilen DNA’
larin varlgl belirlendi ve 6rnekler -20°C’ de dondurucuda aakli.izole edilmedii

gozlenen Orneklerin izolasyonuna devam edildi.

3.3.4.2. % 1.2' lik Jel

Polimeraz zincir reaksiyonlari sonucunda genonlA 6rneklerinin,
kullanilan 10 bazlik primerlerle @alip cgalmadginin anlailmasi amaciyla
% 1.2' lik deneme jeli hazirlandi. Bunun icin 1.@8 agaroz 90 ml 1 x TAE
tamponuna eklenip, mikrodalga firinda 5-6 dakiké&ilasak eritildi. Kargimin
sicaklgl 50-55°C’ ye dgtugiinde tzerine 1.7 ul EtBr eklendi, iyice calkalamdi
traye dokuldd. Jelin 15-20 dakika boyunca donmekidndikten sonra 1 x TAE’ nin
bulundgu elektroforez tankina alindi ve PCR bkdelerinin bulundgu her bir
mikrotip Uzerine 5 pl bromofenol mavisi eklenerekyldara yuklendi. Jelin
70 V' ta 10 dakika ydoratilmesi sonucunda, kullamif@imerin cakip calsmadgi

U.V. 15181 altinda belirlendi, cagan drnekler -20°C’ de dondurucuda saklandi.

3.3.4.3. % 2’ lik Jel

Kullanilan her bir primerin, tim Orneklerde gaiii % 1.2’ lik deneme
jelinde belirlendikten sonra, tamamlanan PCR gatlerfotograflarinin gekilmesi
amaclyla % 2’ lik boyama jeli hazirlandi. Bununnig® gr agaroz tartiip 150 ml
1 x TAE tamponuna eklendi. Kanmin mikrodalga firinda 5-6 dakika isitilmasiyla
erimesi sglandi, daha sonra da sicgkh 50-55°C’ ye dgmesi beklendi. Jel daha
sonra boyand@gindan bu samada EtBr eklenmegtir. Jelin sicaklg istenilen dgere
distiginde jel traye aktarildi ve 15-20 dakika donmadleredi. Jel dondgunda
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elektroforez tankina alinip yiklemeye hazir durugstirildi. Daha sonra jele
sirastyla 5 pl Ladder DNA (1 kb), 5 pl negatif kahtve 5819, Tokak, fFve
kicukten buyge siralanan £ bireylerinin tiplerde kalan 20-25 pl’ sinin tamami
yuklendi ve 100 V' ta yakkak 2-2.5 saat ydratildi. Bu sire sonunda jelsala
belirtildigi sekilde boyandi ve U.V.sigl altinda go6zlemlenebilen RAPD bant
profillerinin, DS 34 Polaroid kamera ve 667 Poldrdilm kullanilarak fotgrafi
cekildi.

Agaroz jel elektroforezlerinde kullanilan maddel€izelge 3.6 de

belirtilmistir.

Cizelge 3.6:Agaroz jel elektroforezinde kullanilan maddeler

Madde ismi icerigi Konsantrasyonu
Agaroz - -
Tris-Asetat Tamponu (5x Tris-HCI 1.21 gr
0.5 Glasiel Asetik Asit (GAA) 28.6 ml
EDTA (0.5 M) 50 ml
Bromofenol mavisi (20 ml Bromofenol 0.05 gr
Sukroz 8gr
Distile su 11.95 ml
Etidyumbromdr (10mg/ml Etidyumbromdr Sar
Distile su 500 ml

3.3.5. % 2’ lik Jelin Boyanmasi

% 2’ lik jelin boyanmasgu sekilde gerceklgtirildi:

=

Jelin boyanaga kabin icine, karanlik odada 320 ml distile suBBr’ Gn Y2

stogundan 14 pl eklenip jel suyun icine yatlaldi ve 30 dakika bekletildi.

2. 30 dakika sonra ayni suyun icine 4 ul daha EtBitdktan eklendi ve 15 dakika
bekletildi.

3. Toplam 45 dakika bekletilen su dokilup, kaba yemi@d20 ml distile su ve EtBr
% st@undan 12 pl eklendi. 10 dakika bekletildi.

4. 10 dakika bekletilen EtBr’ 10 su dokuldi. Jel dssuda birkag kez yikandi ve 30

dakika distile suda bekletildi. 30 dakikallk boyarsanucunda jelin foggafi

cekildi.
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3.4. Polimorfizm Oranlarinin Hesaplanmasi

Calsmada kullanilan arpadprdeum vulgare 1).ailesine ait 14 Fbireyinin
ebeveynlerin her birine benzerlikleri ve ayrica Ierin kendi aralarindaki benzerlik
dereceleri gagidaki formal kullanilarak hesaplandi (Sokal and &he 1963). Bu
amaclaSekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9 dauden jel fotgraflarindaki
markirlar dgerlendirildi. Bu dgerlendirmeler sonucunda her bir primer igin giztdge
hazirlandi (Cizelge 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.8 e 4.9) ve her bir bireyin sahip
oldugu markirlar cizelgeler Uzerinde ‘+ olaraksaretlendi. Daha sonra bu
cizelgelerden yararlanilarak kéastirilan bireyler arasindaki homolog bantlar ve
homolog olmayan bantlar sayildi ve bulunan sonuétamlarak Cizelge 4.10 ve
4.11’ de verildi. Ayrica bu veriler kullanilarak&dgisal taksonomi ve ¢ok g#i analiz
sistemleri 1.8 versiyon” programinda (Numerical dmamy and Multivariate
Analysis System, Version 1.8; Rohlf, 1990) dendogsamalari cizildi (Cizelge 4.12
ve 4.13).

Homolog bantlarin sayisi

Homolog bantlarin sayisi + Non-homolog bantlarinayisi

S.I. = Benzerlik orani (Similarity Index)



4. BULGULAR

4.1. DNAIzolasyon Yénteminin Belirlenmesi
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Amplifikasyon reaksiyonlarinda kullanilan genomikNB materyali, genc

arpa yapraklarindan Lodhi ve ark. (1994) tarafin@aerilen yonteme gére izole

edildi (Sekil 4.1). Daha sonra izole edilen bu DNA’ larirflganin, miktarinin ve

polimeraz  zincir

reaksiyonunda kullanilacak DNA aadirim oranlarinin

belirlenmesi amaciyla U.V. spektrofotometrede (bhltRoy 601) 260 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olciimler yapildi (Cizelgel). Bu oOlcimler sirasinda

Maniatis ve ark.” nin (1982) onerdikleri formuldgararlanildi.

Cizelge 4.1:Arpa DNA'’ si spektrofotometre sonuclari

Bireyler A 260 pug/ul ng/ul
Tokak 0,230 2,30 2300
5819 0,291 2,91 2910

Fi-51 0,098 0,98 980

F,50-18 0,331 3,31 3310
F,50-19 0,248 2,48 2480
F,50-21 0,214 2,14 2140
F,50-27 0,250 2,50 2500
F,50-31 0,232 2,32 2320
F250-40 0,206 2,06 2060
F,50-42 0,225 2,25 2250
F250-45 0,163 1,63 1630
F,50-54 0,222 2,22 2220
F,50-56 0,204 2,04 2040
F,50-65 0,154 1,54 1540
F,50-72 0,200 2,00 2000
F>,50-73 0,277 2,77 2770
F,50-76 0,177 1,77 1770
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4.2. PCR AmplifikasyonSartlarinin Optimizasyonu

PCR analizindeki bilkeenlerden DNA, primer, MgGl ve Taq DNA
polimerazin, en iyi amplifikasyosgartlarini elde etmek amaciyla optimizasyonlari
yapildi. Buna gore reaksiyonlarda kullanilacak oRNA miktari 75 ng, primer
miktart 50 ng, MgG 2 mM ve Taq DNA polimeraz miktar ise 0,5 Unitearalk

belirlendi.

4.3. Arpa Bireylerinin Genomik Parmakizlerinin

Cikariimasi

Yapilan ¢cagmada 10-19 baz uzurgundaki 28 farkh oligonukleotid primer
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu ile RAPDadizleri yapildi. Kullanilan 28
primerden 20 tanesi ile (A-5, A-17, A-18, BC-3023EF-13, G-2, K-8, K-10, K-15,
0-02, OPA-1, OPC-15, OPC-19, OPE-10, P-394, PRARRA-2, R-1 ve S-34)
amplifikasyon Uriinu elde edilemedi. Heteromorfilntéar veren dier 8 primer ile
(A-9, B-374, O-10, O-19, OD-8, OPC-6, PRA-3 ve UBE¥) uzunluklari yakkak
250-5000 baz cifti arasindagigen toplam 109 adet amplifikasyon trtint elde edildi.
Sekil 4.2, 4.3, 4.4, 45, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9 da frximerlere ait amplifikasyon
sonuglarinin agaroz jel tzerinde, U.Yikialtinda gozlenerek cekilsmifotograflari

gorulmektedir.

Daha sonraSekil 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9 dariden jel
fotograflarindaki markirlar dgerlendirilerek her bir primer icin cizelgeler hdandi
(Cizelge 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 ve 4.9).
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Cizelge 4.2:0PC-6 primeri ile elde edilen RAPD markirlarinirgdeni

44

5819 Tok | F; | 18 | 19 | 21| 27 | 31 | 40 | 42 | 45| 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R s|s|s|s|s|s|R|IR|R|R|S|R|R|R
M1]| - - + + - + + + + - - - - -
M2| - - + + + + + + + + + + - + + + -
M3]| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M4 ]| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M 5 - - - + + + + - + - + + - + + + -
M6 | + + + + + + + + - - + - - - - + -
M7 - | - | - - -0 - -1+ -1 -]+ - -1 -1 - -1 -
M8 | + + + + + + + + - - + - - - - + +
M9 - - - - + - - - - - - - - - - + +
M 10 - - - - - - - - - - + - - - - - -
M 11 - - - - + - - - - - + - - - - - -
M12| + + + + + + + + - - + - - - - - -
Cizelge 4.3:PRA-3 primeri ile elde edilen RAPD markirlariningdami
5819 Tok | F, | 18 | 19 | 21| 27 | 31| 40 | 42 | 45| 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R s|s|s|s|S|S|R|R|R|R|S|R|R|R
M1 + + + + + + + + - - - + - - - -
M2 + + + + + - - - - - - - - - - - -
M3 + + + - + - - - - - - - - - - - -
M4 | + + + + + + + + + - - + - - - - -
M5 | + - + - + - - - + - - - - - - - -
M 6 - + - - - - + + - - - - - - - - -
M7]| + - - + + - - - + - - - - - - - -
M8| + + + + + + - + + + - - - - - - -
MO | - + + + + + + + - + - + + + + + +
M10| + + + + + + + + + + + + + + - + +
MI11| + + + + + + + + - + + + + + - - -
M12| + + + + + + + + + + + + + + - - -
M13| + + + + + + - + - + + - - - - - -




Cizelge 4.4:0-19 primeri

ile elde edilen RAPD markirlariningdami

45

5819 | Tok | F; | 18 | 19 | 21 | 27 | 31 | 40 | 42 | 45 | 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R s|s|s|SsS|SsS|S|R|R|R|R|S|R|R|R
M1| + + + - - - - - - - - - - -
M2| + + + + + + - - - - + - - - - - -
M 3 - - + - + + - - - - - - + + - - +
M4| + - + - - - - - - - - - - - - - -
M5| - - - - - - - - - - - - + - - - -
M6 | + + + + + + + + + + + + + + + + +
M7]| - - - - - - - - - - - - + - - - -
M8| - - - - - - - - - - - N R - - -
M9 | + + + + + + - + - + + - + + + + +
M10| + + + + + + - + - + + - + + - - +
M 11 - - - - - - - - - - + - + + - - -
Cizelge 4.5:0-10 primeri ile elde edilen RAPD markirlariningdami
5819 | Tok | F; | 18 | 19 | 21 | 27 | 31 | 40 | 42 | 45 | 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R s|s|s|SsS|SsS|S|R|R|R|R|S|R|R|R
M1| - - + - - - - - - - - - - - - - -
M2| - + - - - - - - - - - - - - - - -
M3| + + + - + - + - - - - - - - - - -
M4| + + + - + - + + + + + - - - + - -
M5| + - + - - - - - - - - - - - - - -
M6 | - + - + - - - - - - - - - - - - -
M7 + - + - - - - - - - - - - - - - -
M8| + + + + + - - - - - - - - - + - -
MO | - + + - - - - - - - - - - - - - -
M10| + R - - - - - - R - - R - - R - -
M11| - + + - + - + - + + + + - - + + +
M12 | + R - - - - - - R - - R - - R - -
M13| - R - - R - - - - - - R - - + - -
M14| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M15| + + + - + + + + + + + - + + + - -
M16| + + + - + + + + - + + - + + + - -
M 17 - + + + - - - - - - - - - - - - -
M18 | + + + - + + + - - + + - - - + - -




Cizelge 4.6:B-374 primeri ile elde edilen RAPD markirlariningdami
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5819 | Tok | F; | 18 | 19 | 21 | 27 | 31 | 40 | 42 | 45 | 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R s|s|s|s|S|S|R|R|R|R|S|R|R|R
M1| + + + - - - + - + - - - -
M2| + + + - - - - - - - + - + - - - -
M3| + - + + + + + - - - - - - - - - -
M4 | + + + + + + + + + + + + + + + + +
M5| + + + - + + + + - - - - - - - - -
M6 | + + - - - - - - - - - - - - - - -
M7| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M8| - - - - - - -+ - - - - - - - - -
MO | + - - - - - + + + + + - + + + + +
M10| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M11| + - + + + + + + + + + + + + + + +
M 12 - + - - + - - + - - - - - - - - -
M 13 - - - - + - - - - - - - - - - - -
M 14 - - - - - + + - - - - - - - - - -
M 15 - - - - + - - - - - - - - - - - -
Cizelge 4.7:A-9 primeri ile elde edilen RAPD markirlarininglami
5819 | Tok | F; | 18 | 19 | 21 | 27 | 31 | 40 | 42 | 45 | 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R s|s|s|s|s|s|R|IR|R|R|S|R|R|R
M1 - - - - - - - - + - - - - + - -
M2 + - - - - + - - - + - - - - + - -
M3 + - + - - + - - - - - - - - - - -
M4 - - - - + + - - - - + + - + - + -
M5| + | - - - -+ - - - - - - - - - - -
M6| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M7]| - + + + + - + + - + + + - + - + -
M 8 - + - - + - - + - - + + - + + - -
M9 | - + + + + + + + + + + + + + + + +
M10| - + + + + + + + + + + + + + + + +
M 11 - + - - - - - - - - - - - - - - -
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5819 | Tok | F; | 18 | 19 | 21 | 27 | 31 | 40 | 42 | 45 | 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R S S S S S S R R R R S| R R R
M1 + - + - - - - - - - - - - - - - -
M2| + - + - - - - - - - - - - - - - -
M3]| + + + + + + - - - - - - - - - - +
M4 | + + + - - - - - - + + + + + + - -
M5]| - - - - - - - - - + + + + + + - +
M6 | + + + + + + + - + + + + + + + - +
M7 - + - - - - - - - - - - + - - - -
M8 | - - - - - - - - - - - - - - - - +
MO | + + + - - - - - - - - - + - - - -
M10| - - - - - - - - _ - - _ - T - - -
M11| + + + - - - - - - - - - + - - - -
M12| + + + - - - + + + + + + + + + + +
M13| - - - - - - - - - - + + + + + + +
M14| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M15| - - - - - - - - - + + + + + + - +
M16| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M17 | + + + - - - - - - - - - - - - - -
M18| + + + - - - - - - - - - + - - - +
M19| - - - - - - - - - - + - - - - - -
M20| - - - - - - - - - - - - + - - - -
Cizelge 4.9:0D-8 primeri ile elde edilen RAPD markirlariningdami
5819 | Tok | F; | 18 | 19 | 21 | 27 | 31 | 40 | 42 | 45 | 54 | 56 | 65 | 72 | 73 | 76
S| R S S S S S S R R R R S| R R R
M1| + + + - + - - + + + + - +
M2| + + + + + + + + + + + + + + + + +
M3 - - - - + + - - - - - - - - - - -
M4 | + + + + + + + + + + + + + + + + +
M5| - - - - - + - - - - - - - - - - -
M6 | + + - - - - - - - - - + + + + + -
M7 - - - - - - - - - - - - - - - - +
M8 | + + + + + + + + - + - - + + + + -
M9 | - - - - - + - - - - - - - + - + -
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OPC-6 primeri ile elde edilen RAPD analizi sonutairi2 adet markir tespit
edildi (Sekil 4.2 ve Cizelge 4.2). Bunlardan yaytla1500 bg¢. uzunlgunda farkl iki
markirin (1. ve 2. markir);Fve bazi k' lerde bulunurken ebeveynlerin hi¢ birinde
bulunmadg gozlendi. Aynisekilde 5. markir da F lerde go6zlenirken £ de ve
ebeveynlerde gozlenmedi. 7. markir sadecejlkiifeyinde (31 ve R45) gozlendi.
9., 10. ve 11. markirlarda da ebeveyn \& de gozlenmeyen, F lerin sadece

birkaginda g6zlenen non-parental bantlar belirlendi

PRA-3 primeri ile yapilan amplifikasyon reaksiyanhda 13 tane markir elde
edildi (Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3). 2. markir ebeveynlerdg,dé ve kuraklga hassas
iki F» bireyinde (18 ve F19) gozlendi, dier F, bireylerinde ise gozlenmedi. Ayni
sekilde 3. markir da ebeveynlerde; &e ve sadece 1,bireyinde (F18) gozlendi. 5.
markir hassas ebeveynde (5819),de ve kuraklga hassas 2,ireyinde (k19 ve
F,40) goOzlendi ancak kurakla direncli F, bireylerinin higbirinde gézlenmedi. 6.
markir sadece direncli ebeveynde (Tokak) ve 2 KHutakhassas Fhireyinde (27
ve R31) gozlendi. 7. markir hassas ebeveynde ve 3 ©idsdareyinde (18, R19
ve R40) gozlenirken Fve diger R’ lerde gorilmedi. 9. markir direncli ebeveynde,

F,' de ve R’ lerin ¢cogunda gorulda.

O-19 primeri kullanilarak yapilan RAPD analizleten 11 tane markir elde
edildi (Sekil 4.4 ve Cizelge 4.4). 3. markir’'Fde ve bazi F bireylerinde goéraldi,
ebeveynlerde ise vagh belirlenmedi. 4. markir sadece hassas ebeve\sRIE) ve
F,' de gbzlendi. 5., 7. ve 8. markirlar sadegB@ da (kuraklga direncli) gozlendi.
11. markir ebeveynlerde veya Be gorilmezken 3 fbireyinde gozlendi.

O-10 primeri ile yapilan amplifikasyon reaksiyomtata elde edilen 18 adet
markirdan ilki sadece;Fde go6zlendi, dier bireylerde ise gozlenmedigkil 4.5 ve
Cizelge 4.5). Aynisekilde 2. markir da sadece direncli ebeveynde gdzldn ve
F, lerde gozlenmedi. 3. markir ebeveynlerde, & ve kuraklga hassas 2 ,F
bireyinde (R19 ve K27) gozlendi. 5. ve 7. markirlar sadece hassasegbee ve I
de bulunurken £ lerin hi¢birinde g6zlenmedi. 6. markir direnclheveynde ve F
de go6zlendi, dier bireylerde gozlenmedi. 9. markir sadece diregtgdiveynde ve;F

de gozlendi. 10. ve 12. markirlar sadece hassageghde gozlendi. 11. markir
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direncli ebeveynde, Fde ve R’ lerin bazilarinda gozlendi. 13. markir sadeg@2-
bireyinde (kurakiga direncli) gozlendi, gier bireylerde varfii saptanmadi. 17.

markir sadece direncli ebeveynd¢, de ve 18’ de (kuraklga hassas) gozlendi.

B-374 primerinin kullanildii amplifikasyon reaksiyonlarinda 15 adet markir
elde edildi §ekil 4.6 ve Cizelge 4.6). Bunlardan 2. markir elyeNerde, i’ de ve
kurakliga direncli olan iki F bireyinde (R45 ve R56) gozlendi. 3. markir hassas
ebeveynde, F de ve kuraklga hassas olan 4,mireyinde (18, R19, R21 ve
F.27) gozlendi. 6. markir sadece ebeveynlerde go6glendser bireylerde
gozlenmedi. 8. markir sadece kurgklihassas olan,f31 bireyinde gozlendi. 9.
markir ebeveynlerin birinde (5819) ve' Ferin ¢cogunda gozlendi. 11. markir hassas
ebeveynde, F de ve tim E lerde gozlendi. 12. markir sadece direncli ebedey
(Tokak), R19’ da (hassas) ve,Fl’ de (hassas) gozlendi. 13. ve 15. markirlar sade
F,19’ da gozlendi. 14. markir ise sadecBFve K27’ de gozlendi.

A-9 primeri ile elde edilen RAPD analizi sonucuntld tane markir elde
edildi (Sekil 4.7 ve Cizelge 4.7). Bu markirlardan ilki sede3 k bireyinde (21,
F42 ve KR72) gbzlendi. 2. markir hassas ebeveynd@l1Fde (hassas),.B2’ de
(direncli) ve K72’ de (direncli) gozlendi. 3. markir hassas ebedey K’ de ve
F,21' de (hassas) gozlendi. 4. markir ebeveynlerdg&;vde gorilmezken £ lerin
bazilarinda go6zlendi. 5. markir sadece hassas whaéweve E21' de (hassas)
gozlendi. 7. markir ebeveynlerden birind¢,de ve F’ lerin bazilarinda gozlendi. 8.
markir ebeveynlerden birinde ve bazl ireylerinde gozlendi. 9. ve 10. markirlar
ebeveynlerden birinde,;Fde ve tim E bireylerinde gozlendi. 11. markir ise sadece
direncli ebeveynde gozlendi.

UBC-237 primeri ile elde edilen RAPD analizi sonoda 20 adet markir
tespit edildi Sekil 4.8 ve Cizelge 4.8). Bunlardan 1. ve 2. maakirsadece
ebeveynlerden birinde (5819) ve' e goruldu. 5. markir ebeveynlerde ve #e
gorulmezken F lerin bazilarinda gorildi. 7. markir sadece difeebeveynde ve
F.,56" da (direncli) gozlendi. 8. markir sadecg’® da goérulda. 9. ve 11. markirlar
ebeveynlerde ve iFde gorulirken E lerden sadece birinde £66) g6zlendi. 10.

markir sadece b5’ de gozlendi. 13. ve 15. markirlag’ Ferin bazilarinda gozlendi
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ancak ebeveynlerde ve’' e gozlenmedi. 17. markir sadece ebeveynlerdé, vee
goOzlendi. 18. markir ebeveynlerde, Be ve 2 F bireyinde (56 ve K76) goraldu.
19. markir sadece L bireyinde (R45) gozlendi. Aynsekilde 20. markir da sadece
F,56 bireyinde gozlendi.

OD-8 primeri ile yapilan amplifikasyonlar sonucan® tane markir elde
edildi (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.9). 3. markir sadecd 3 (hassas) ve,F1l (hassas)
bireylerinde gb6zlendi. 5. markir sadecF (hassas) bireyinde gozlendi. 6. markir
hassas ebeveynde;’ [le ve F’ lerin bir kisminda gorildu. 7. markir sadecg &
bireyinde gozlendi. 9. markir ise sadece igbireyinde (R21, F65 ve KR73)
go6zlendi.

4.4. Arpa Bireyleri Arasindaki  Polimorfizm
Degerlerinin Kar silastiriimasi

Arpa Hordeum vulgare ). ailesine ait 14 ¥ bireyinin ebeveynlerin her
birine benzerlikleri ve ayrica,Flerin kendi aralarindaki benzerlik dereceleri &bk
ve Sneath (1963) tarafindan 6nerilen formule gdpilgi. Buna gore elde edilen
benzerlik oranlan Cizelge 4.10° da ve Cizelge 4.1de verilmitir. Bu
deserlendirmeler sonucunda elde edilen dendograméacigelge 4.12 ve 4.13’ de

gorulmektedir.

Yapilan hesaplamalar sonucunda kuggkldirencli olan ebeveyn Tokak’ a en
cok benzeyen bireyin %62,97’ lik benzerlik orare Kuraklga hassas olan,E9
oldugu gozlendi. Benzegekilde kuraklga hassas olan,EF8’ in de Tokak’ a buyuk
benzerlik gostergi belirlendi (%61,73). Tokak’ a en az benzerlik ggign bireyin
ise %36,64’ luk benzerlik orani ile kuragdh hassas olan,&0 oldysu goruldd.
Bunun yaninda kuralda direncli olan £73 (%37,95) ve 56 (%38,10) bireyleri de

direncli ebeveyne cok az benzerlik gosterdi.

Ilging bir sekilde kuraklga direncli ebeveyne (Tokak) en cok benzeyen
bireyin (R19) ayni zamanda kuragh hassas olan ebeveyn 5819’ a da %54,55’ lik
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oranla en ¢cok benzeyen birey ofdugorildi. £19' u %52,98’ lik benzerlik orani ile
F,-18 bireyinin takip etfii gbzlendi. Hassas olan bu ikp Bireyine benzesekilde,

diger hassas JF bireylerinin de birbirine yakin oranlarla 5819’ kenzerlik

gosterdikleri belirlendi. 5819’ a en az benzeyereyn ise kurakiga direncli olan
F.,54 bireyi oldgu goézlendi (%30,97). Kuralda direncli olan E73 (%31,53) ve
F,76 (%32,96) bireyleri de 5819’ a cok az benzerldstgrdiler. Kurakiga hassas
bireyler icinde ise 5819 a en az benzerlik gosikenen ise R40 (%36,28) ve 165

(%36,75) bireyleri oldgu belirlendi.

F, bireyleri kendi aralarinda katastirildiginda birbirine en ¢ok benzeyen
bireylerin kuraklga hassas olan,B8 ve K19 (%71,47) bireyleri oldgu gozlendi.
F219 bireyi kuraklga hassas olan,ZL bireyine de bilyuk oranda (%70,65) benzerlik
gosterdi. Aynisekilde kuraklga hassas olan,E7 ile R40 bireyleri de birbirlerine
benzerlik gosterdiler (%70,65). Kurakh hassas bireyler arasinda birbirine en az
benzeyen bireylerin ise %43,41’ lik benzerlik ordaiF,21 ve K40 bireyleri oldgu

gozlendi.

Direncli bireyler incelengiinde birbirine en ¢ok benzeyenlerin %67,16" lik
benzerlik orani ile $#2 ile K72 old@gu gozlendi. £E73 ve K76 bireyleri de
birbirlerine %66,96 oraninda benzerlik goOsterdilé&urakliga direncli bireyler
arasinda birbirine en az benzeyen bireylerin %4343 bir oranla K56 ve K73
bireyleri oldygu gozlendi. Benzegekilde 45 ve K76 bireyleri de birbirine ¢ok az
benzerlik gosterdi (%44,76).

Kurakliga direngli bireylerle kurak@a hassas olan bireyler arasindaki en
yuksek benzerfin F40 (hassas) ve ;64 (direncli) bireyleri arasinda %67,29
oraninda, 31 (hassas) ve,&2 (direncli) arasinda %66,66 oraninda y@5+hassas)
ve K72 (direncli) arasinda %65,59 oraninda @ldug6zlendi. Birbirine en az
benzeyen bireylerin ise %38,05 orani il2F (hassas) ve,F6 (direncli), %39,65
orani ile K21 (hassas) ve,F3 (direncli) ve %39,86 orani ile;9 (hassas) ve,56

(direncli) bireylerinin oldgu belirlendi.
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5. TARTISMA

5.1. Uygun DNAIzolasyon YéntemininSecilmesi

Bu calsmada kullanilan DNA materyalinin izolasyonunda dlikce Spiers ve
ark. (1981) tarafindan Onerilen yontem denendi. aknbu yontem ile yeterli
miktarda ve saflik derecesinde DNA izole edilemé&iha sonra denenen, Lodhi ve
ark. (1994) tarafindan 6nerilen yontem iseadoeu sonuclar verdi. Bu yontemingr
yontemlere goére bazi Ustunlikleri belirtikt. Bunlardan ilki elde edilen DNA
miktarinin yoksek olmasidir (1 gr yaprak dokussita yaklaik olarak 1 mg DNA).
PCR’ da kullanilabilen, restriksiyon endonikleazlde kesilebilen daha fazla
miktarda temiz DNA sglayan ve Doyle ve Doyle (1990) tarafindan o6nerilen
yontemin modifiye edilmi sekli olan bu yontem ayni zamanda CsCl
santrifujlemesini de gerektirmez. Hizl ve basdrobu yontem ile tek bir gtinde 30-
40 DNA orngi elde edilebilir. Ancak bu ydntem uygulanirken khk edilmesi
gereken bir nokta uygun yaprak dokusunun secilnresythpilan calgmalar c¢ok
geng veya tam olarak blyumyaprak dokularinda DNA izolasyon verimininsgic

oldugunu gostermgitir (Lodhi et. al., 1994).

Bitki DNA’ sinin izolasyonunda kardasilan bir gaclik, hicrenin bozulmasi
sonucu serbest birakilan ve DNA’ nin ygdan jelimsi matrikse gomilmesine ya da
kahverengi Urtnlerin okmasina sebep olan polisakkaritler veya polifenodjdri
ikincil yapitsslariyla nukleik asitlerin kompleks aoturmasidir. Béyle bir DNA
genellikle PCR amplifikasyonlari icin uygun gldir (Guillemaut and
Maréchal-Drouard, 1992). Ancak polimerazlar, ligazl ve restriksiyon
endonukleazlari gibi pek c¢ok biyolojik enzime karak (Shioda and Marakami-
Muofushi, 1987; Richards, 1988) DNA’ nin amplifi@muna engel olan bu
polisakkaritlerin DNA’ dan uzakkuriimasi kolay dgildir (Murroy and Thompson,
1980). Fang ve ark. (1992) 1 M NaCl' Un polisakttarin uzaklgtiriimasini,
onlarin etanoldeki c¢ozundrlaluklerini arttirarak l&gastirdigini, bdylelikle de
bunlarin DNA ile birlikte ¢cokmegiini bulmustur. Bununla beraber Lodhi ve ark.

(1994) tarafindan tarif edilen yontemde NaCl’ Utnagiiksek konsantrasyonlarinin
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daha etkili oldgu belirtilmistir. Sonug olarak bu yontemle -20°C’ de saklgntia
en az 2 yil kullanilabilen, ytksek kaliteli, temie daha fazla miktardaki DNA ¢ok
daha pratik bigekilde izole edilmjtir.

5.2. Uygun Genetik Markirin Secilmesi

Birbiriyle siki iliskili tahillarin belirlenmesi icin genetik gkanti haritalarinin
veya DNA dizisinin belirlenmesi, hizli ve givenilir sekilde elde edilebilen pek
cok polimorfik karakterleri gerektirir. Molekulerobmorfik DNA markirlari genetik
baglanti haritalarinda etkin bigekilde kullaniimgtir (Lin et. al., 1996). Bununla
beraber bitki yetitiricili ginde DNA markir sisteminin secimi, proje konusuna,
populasyonun 6zefline, aratirilan tirlerin genetik ggtlili gine, markir sisteminin
yetengine, analiz icin gerekli olan zamana ve maddi gerelne bglidir. Aslinda
her bir markir sisteminin Ustin olgu ve zayif oldgu 6zellikleri vardir. Bu ylzden
de her bir markir sisteminin yararfiini kullanmadan belirlemek zordur. Ope
arpa gibi kendine ddllenen turlerde gen havuzundghelimorfizmlerin
belirlenmesinde RFLP’ lere nazaran RAPD’ ler dahdlakishdir (Staub et. al.,
1996). Bitki Ureticilginde RAPD’ in maliyeti RFLP ile karastirildiginda (Ragot
and Hoisington, 1993), RAPD’ in az miktarda 6rnekaktiren cakmalarda zaman
ve maliyet acisindan daha elsérioldugu gorulmitar (Fritsch and Reiseberg,
1996). Ayrica RAPD markirlarinin belirlenmesi, seelePCR ve agaroz jel
elektroforezini gerektirginden nispeten basittir. RAPD polimorfizmleri dikka
deger zorluklara ve sorunlara yol acabilgaretlenmg radyoizotoplarin kullanimini
gerektirmeden gozlenebilir (Lin et. al., 1996). RERn diger énemli Gstunlukleri;
analiz icin sadece kiguk bir miktar dokunun yetefinasi, sinirsiz sayida lokus
uretebilmesi, genomun nispeten tarafsiz olmasi wa @rimerlerin herhangi bir

organizmaya hgriyla uygulanabilmesidir (Fritsch and Reisebeff6a).

Bununla beraber RAPD’ in tim bu Ustunliklerinin yada kagilasilan bazi
problemler de vardir. Bunlarin gada dominant allelik ekspresyon ve bununla
iliskili olarak lokus bana iki allel old@gunun varsayillmasi gelir. Bu durumda

alternatif bir yontem RAPD parcalarinin restriksiyendonukleazlari ile muamele
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edilmesi ve cgtlili gin aragtiriimasidir, bu yolla heterozigotlar belirlenebi{Fritsch
and Reiseberg, 1996).

Ikinci problem; kesin lokus homolojisinin belirlensiein ekstra cagma
olmaksizin mumkin olmamasidir. Bu problemin hatiifieesinde akrilamid jeller
yardimci olabilir ¢inku akrilamid jel bant giamini arttirir (Fritsch and Reiseberg,
1996).

Karsilagilan bir diger problem yontemin 6zellikle gecgi yillarda
tekrarlanabilme problemi ile kgtasmis olmasidir. Metod magnezyum klorid
konsantrasyonuna, DNA’ nin sdgfina ve reaksiyon kamminda kullanilan
primer:DNA oranina yuksek derecede duyarhdir (Etigh ve ark., 1993). Bu
yluzden uygun laboratuvar teknive yontemlerinin ve reaksiyonlarda kullanilan
biatin materyallerin dgou  bir bicimde optimizasyonu ©6nemlidir. Yontemin
gavenirliliginin - arttirllabilmesi igcin elektronik pipet kullami 6nemle tavsiye
edilmektedir. DNA' nin hava ile temasi mimkin gidaca engellenmelidir. Son
olarak bozulmayr 6nlemek amaciyla primerlerin uygoin sekilde saklanmasi
gerekmektedir. Her bir primer algmi takiben kesirlere boélinmeli, kurutulmal ve
kullanana kadar donma derecesinin altinda sakladmal Bu yontemlerin
uygulanmasi, tekrarlanabilir ve kaliteli sonuclarecektir (Fritsch and Reiseberg,
1996).

Sonug olarak dikkatli bigekilde kontrol edilmj reaksiyon keullari altinda
ve uygun taksonomik diizeylerde, RAPD; populasyameg#, sistematik ve ekoloji
calismalarinda, genetik haritalarin kurulmasinda, 6zfginotipik genlerle bgantih
genetik markirlarin tretilmesinde, ebeveyn tayinige ve klonlarin ve yadiirilen

bitkilerin belirlenmesi gibi pek ¢ok konuda kulléabilen ¢ok gticlt bir aractir.

Oldukca basit bir genoma sahip, diploid bir orgamzolan arpaHordeum
vulgare L) ailesine ait dol analizlerinin ¢ikarilmasi ve &kiiga hassas ve direngli
genotipler arasindaki genetik polimorfizmlerin blelhmesi amaciyla yapilan bu

calsmada, zaman ve maliyet acisindan eblienlmasi, cok kicuk miktarlardaki
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genomik DNA’ nin yeterli olmasisaretli radyoizotoplarin kullaniimamasi, sadece
primerin dgistirilmesiyle c¢cok sayida polimorfizmin elde edilabiési gibi
Ustunlikleri gozonine alinarak RAPD markirlarinull&iimasina karar verilmive

basarill sonuclar elde edilrtir.

5.3. RAPD Amplifikasyon Sartlarinin Optimizasyonu

RAPD PCR’ a dayali, tek primerli bir tekniktir (Wdams et. al., 1990b).
Ancak tabi ki pek c¢ok farkli tlre uygulanabilen RBAPyonteminde tek bir
protokoliin tim durumlar icin uygun olmasi beklenemeéler bir yeni RAPD
uygulamasi optimizasyon gerektirecektir (Innis ar@elfand, 1990). Bu

optimizasyonlagu sekilde olabilir:

5.3.1. RAPD Bilgenlerinin Optimizasyonu

5.3.1.1. DNA Konsantrasyonu

Farkli DNA ekstraksiyon metodlari farkli saflik réeelerinde DNA’ lar
verdiginden, y@un bantlar veren ve tekrarlanabilen RAPD yonteminin
basarilabilmesi icin, RAPD’ de kullanilacak DNA miktarn optimize edilmesi
gerekebilir. Genomik DNA’ nin ¢ok fazla olmasi jeltsmear” yapilarin okmasina
veya temiz ve belirgin bantlarin yolguna sebep olabilir (Williams et. al., 1990a).
Meydana gelen bu “smear” yapi genomik DNA' nin kamsasyonunun
azaltiimasiyla giderilebilir (Williams et. al., 108). Ancak genomik DNA c¢ok az

oldugunda ise tekrarlanamayan modellersatu/Williams et. al., 1990a).

Yapilan calgfmada DNA konsantrasyonu 50-100 ngzelderi arasinda test
edildi ve yapilan optimizasyonlar sonucunda 75 mgACkonsantrasyonunun en iyi
amplifikasyonun sonucunu veglibelirlendi.
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5.3.1.2. Primer Konsantrasyonu

0,1-0,5 pM arasindaki primer konsantrasyonlarietjgshe optimimdur. Daha
yuksek primer konsantrasyonlari yanhaslanmalara ve 6zgin olmayan Urinlerin
olusmasina sebep olabilir ve primer-dimer imu sansini arttirir. Bu 6zgin
olmayan Uurlnler ve primer-dimer gumlari da enzim icin birer substrat
olduklarindan, arzu edilen trlnle rekabete gireziele edilen trin veriminin guk
olmasina sebep olurlar (Innis and Gelfand, 199@hadigiuk konsantrasyonlarda
ise agaroz jelde amplifikasyon Urdnlerinin tesmliiraesi zorlair (Williams et. al.,
1990a).

Yapilan bu cabmada cgitli primer konsantrasyonlari denendi ve bunlarin
sonucunda en iyi amplifikasyonun, primer konsanwas 50 ng oldgunda elde

edildigi gorildu.

5.3.1.3. dNTP Konsantrasyonu

Genellikle 20-200 uM arasindaki dNTP konsantrasyonlerim ve 6zgunluk
acisindan optimal dengeyle sonuclanir (Innis andlfaG& 1990). Bu
konsantrasyonlarda yakla 6,5-25 ug DNA sentezlenebilir (Saiki, 1990). Yian
eslesmelerden dpacak hatalari en aza indirgemek icin dANTP’ lerinr Hoeri
(dATP, dCTP, dGTP ve dTTP}ie olacak sekilde dengelenmelidir. Bidik dNTP
konsantrasyonlari hedef olmayan bolgelerdeki yamglanmalari en aza indirir ve
yanls nikleotid b&lanmasini azaltir (Innis et. al., 1988). sKihedef dizinin
kompozisyonuna ve uzurduna bah olarak uygun olan en duk dNTP
konsantrasyonunu belirlemelidir, ogme 100 pl' lik reaksiyon igine her bir
dNTP’ den 20 puM konulmasi, teorik olarak 2,6 pgk DNA’ nin sentezi igin
yeterlidir (Innis and Gelfand, 1990). Yapilan buligaada ise en yuksek
amplifikasyon verimi dNTP’ lerden her birinin 5 mMullaniilmasi sonucu elde
edildi.
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5.3.1.4. MgC} Konsantrasyonu

Diger bilesenlerde oldgu gibi, tekrarlanabilir RAPD urlnleri elde edebilkne
icin magnezyum iyon konsantrasyonun da optimizdmestii gerekir (Williams
et. al., 1990a). Magnezyum konsantrasyonu; prinaglabmasini, hem kalibin hem
de PCR drunlerinin  zincirlerinin - denattrasyon raisI triin - 6zgunlgina,
primer-dimer olgumlarini ve enzim aktivitesini etkileyebilir. TagNA polimeraz,
kalip DNA, primer ve dNTP ile olan Ba tepesinde serbest magnezyuma ihtiyac
duyar. Buna b3 olarak tim amplifikasyon reaksiyonlari 0,5-2,%Inmagnezyum

icermelidir (Innis and Gelfand, 1990).

Yapilan camada en iyi amplifikasyorsartlarinin elde edilebilmesi igin
MgCl,’ Un ¢esitli konsantrasyonlari (1.5, 2, 3 ve 4 mM) denerdi magnezyum

konsantrasyonu 2mM ol@unda en yiksek verimin elde edidgorald.

5.3.1.5. Tampon Konsantrasyonu

PCR reaksiyonlari igin tavsiye edilen tampon geklell 20°C’ de
Olcildigiinde 10-50 mM Tris-HCI" dir (pH=8,3-8,8). Tris; difar iyonik bir
tampondur ve PCR dongiartlari boyunca 20°C’ deki gercek pHgee 7,8 ile 6,8
arasinda desir (Innis and Gelfand, 1990).

Yaygin olarak tavsiye edilen tampon konsantrasyanbanzersekilde bu
calismada da 10 mM Tris-HCI (25°C’ de pH=8,8), 50 mM K&& %0,01 Nonidet
P40 iceren 10X PCR tamponunu kullanildi veaodi amplifikasyon sonuclari elde
edildi.

5.3.1.6. Enzim Konsantrasyonu

Daha onceki yillarda PCR reaksiyonlaririeischerichia coli’den izole edilen

ve Istya duyarli olan DNA polimeraz | (Klenow pasg) kullaniimaktaydi.
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DNA’ nin yeni sentez edilmi zincirlerini birbirinden ayirmak icin gerekli olan
denatlrasyon basaghadaki sicaklik ytuzinden her dongi sirasinda yenidee
enzim eklenmesi gerekmekteydi. Ancak bugin isiygaduolan Klenow parcasi
yerine termofilik bir bakteri olanThermus aquaticustan izole edilen ve
90-95°C’ lere dayanabilen Tag DNA polimerazin koilamasi bu guclgi ortadan
kaldirmstir (Gelfand, 1989). Bu Isiya dayanikli polimerazendtirasyon
basamagindan etkilenmeginden her doéngude yenilenmesi gerekmemektedir. Bu
dizeltme sadece yontemi kolagtlamakla kalmaz, ayni zamanda da 6zgunlik, verim
ve duyarlilik sglamak ve amplifiye edilen trtnlerin boyunu arttikmgoluyla da
reaksiyonun genel performansini yukseltir (Saiki &t, 1988). Ancak yine de
basarili bir amplifikasyon icin, her yeni uygulamadhger bilesenlerde oldgu gibi,
Taq polimeraz enziminin de optimize edilmesi gerekiag DNA polimerazin
optimal konsantrasyonu yakl& 24/100 ul’ dir. Genel bir kural olarak, 4 Gniten
Uzerindeki konsantrasyonlar 0zgun olmayan drunlesentezi ile sonuglanir.

1 Unitenin altindaki konsantrasyonlar ise arzuegdiiriintin verimini diurar (Saiki,
1990).

Bu calsmada 0,5 U/ul Tag DNA polimeraz kullanildi ve enziyari 6mrini
uzatmak amaciyla, ilk denatirasyon basam@dan sonra eklendi. Ydrutilen
amplifikasyon reaksiyonlari sonucunda bu enzim kotrasyonunun da karil bir

amplifikasyon icin yeterli oldgunu belirlendi.

5.3.2. RAPD Kaullarinin Optimizasyonu

RAPD, o6rneklerin amplifikasyon déngisindeki Ucdmg (denattirasyon,
primer bglanmasi ve primer uzamasi) temsil eden ¢ farkhldiklarda reaksiyona
sokulmasiyla yudratalar (Saiki, 1990). Reaksiyon egghlerinin yani sira bu
basamaklarin her birinin ve ayrica toplam déngussamn optimizasyonu da il

bir amplifikasyon icin gereklidir.
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5.3.2.1. Denattirasyon Zamani ve Sicagh

Amplifikasyon reaksiyonlarinda gortlen en buylkdresizlik sebebi kalip
DNA’ nin velveya PCR Urdnlerinin  denatirasyonlarintamamlanmamasidir.
Tamamlanmamgidenatirasyon, DNA zincirlerinin yeniden kapanmasra boylece
de Urdn veriminin dgilk olmasina sebep olur. Bunun tersi olarak, coksgik
velveya ¢ok uzun olan denatirasyon basamaklarindameaktivitesinin gereksiz
yere kaybina sebep olur. Tipik denatirasyamtlari 95°C’ de 30 saniye veya
97°C’ de 15 saniyedir, bununla beraber daha yuksekkliklar 6zellikle G+C igegi
zengin olan hedef diziler i¢cin uygun olabilir (Isrand Gelfand, 1990).

5.3.2.2. Primer B&lanmasi

Primer b&lanmasi icin gerekli olan sicaklik ve zaman uzgajyrimerin baz
kompozisyonuna ve uzuriuna bgldir. Uygulanan bganma sicakliklari genellikle
amplifikasyon primerlerinin gercekJdegerlerinin 5°C altidir. 55-72°C arasindaki
baglanma sicakliklari genellikle en iyi sonuclart veri Tipik primer
konsantrasyonlarinda (0,2 uM) ganma sadece birka¢c saniye sirer.glBama
sicaklginin arttirlmasi yangi bagglanan primerlerin ayrilmasini arttirir ve primerin

3’ ucuna yank nukleotidlerin bglanmasini indirger (Innis and Gelfand, 1990).

5.3.2.3. Primer Uzamasi

Uzama siresi hedef dizinin uzupiina ve konsantrasyonuna gbdir.
Geleneksel olarak 72°C’ de 1 dakikalik uzama stPek&b uzunlga kadar olan
urtinlerde vyeterlidir. Bununla beraber, slamgictaki dongulerde ger substrat
konsantrasyonu ¢ok glilkse ve ger son dongulerde Uriin konsantrasyonu enzim
konsantrasyonundan fazlaysa, daha uzuglabaa zamanlari uygulanabilir (Innis
and Gelfand, 1990).
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5.3.2.4. DOngu Sayisl

Optimum dongu sayisi, gkr parametreler optimize edigiinde, balangictaki
hedef DNA’ nin konsantrasyonunagbair. Cok fazla déngunin yapiimasi genel bir
hatadir ciinkl ¢cok fazla dongu 6zgin olmayan Urimbarktarini arttirabilir. Tabi ki

¢cok az dongu sayisi da ¢ok az Uriin verecektir gland Gelfand, 1990).

Bu calsmada, arpa genomik DNA’' si 34 dongu boyunca 94°€’ 39
saniyelik denatlrasyon basagnaa tabi tutuldu. Daha sonra 35°C’ de 1 dakikalik
primer b&lanma basang@ni takiben 72°C’ deki 1 dakika 45 saniye sUremmpri
uzama reaksiyonlarini  yarutialdid. En son basamaktamamlanmani
polimerizasyonlarin tamamlanmasinglsanak amaciyla érnekler 72°C’ de 8 dakika
bekletildi ve tim bu doénguler sonucunda farkli banbdelleri ortaya koyan

polimorfizmler elde edildi.

5.4. Uygun Elektroforez Yonteminin Secilmesi

Farkli fakat eit uzunluktaki DNA parcalarindaki dizi e#@ili ginin
belirlenmesinde pek cok farkli metod tarif edigtiii Bunlarin arasinda denatire
edici jel elektroforezi (DGGE=Denaturating Gradigael Electrophoresis; Fischer
et. al., 1983), sicaklik derece jel elektroforeeGGE=Temperature Gradient Gel
Electrophoresis; Rosenbaum and Riesner, 1987) kezitecirli komformasyonel
polimorfizm (SSCP=Single-Strand Conformational Pabyphisms; Orita et. al.,
1989) sayilabilir. Butin bu metodlar uygun elekbretik kasullarin belirlenmesi igin
poliakrilamid jele ve 6zel donanima ihtiya¢ duyar &n deneyleri gerektirir. Ayrica
bu metodlarda kismen kicuk DNA parcalari (500 bdtzne kadar) ayrilabilir.
Ancak daha sonraki yillarda agaroz jeli kullanarzeldbir donanima ihtiyag
duymayan ve daha buyik DNA parcalarinin ayriimasiaaak taniyan basit ve hizl
bir metod olan agaroz jel elektroforez yonteminieligjiriimesi DNA dizi
cssitlili ginin belirlenmesini buytk oranda kolaytamistir (Wawer et. al., 1995). Bu
yontemde elektroforez; polietilen glikol (PEG) 6000 uzun zincirlerine kovalent

baglanan DNA ligand bisbenzimidi iceren agaroz jeleergapilir (Muller et. al.,
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1981). Agaroz jellerin hazirlanmasindaki kolgyt yaninda, ayricasaretleme ve
jelden DNA’ nin izole edilmesi de, poliakrilamid llgre gbére daha basittir.
Elektroforez siresinin gegietiimesiyle daha da iyi bir ayirma ganabilir (Wawer
et. al., 1995).

Kurakliga hassas ve direncli genotiplerdeki arpa bireylarasindaki
polimorfizmlerin belirlenmesinin amaclarglibu calsmada 6zel bir donanima veya
on deneylere ihtiyac duymayan ve oldukca basit cdgaroz jel elektroforezi

kullanilarak baarili sonuclar elde edildi.

5.5. RAPD Markir Sonuclarinin Degerlendiriimesi

Yapilan camada kurakhia direncli ve hassas genotiplerdeki bireyleri igere
arpa ailesinin lordeum vulgare ).RAPD markirlar araci@iyla dol analizlerinin
cikarilmasi ve kurak@a hassas ve direncli genotipler arasindaki genetik
polimorfizmlerin belirlenmesi amacglandi. Bu amaglaunluklari 10-19 baz arasinda
degisen 28 farkli oligonukleotid primer kullanildi. Ankc&ullanilan bu 28 primerin
20 tanesi ile (A-5, A-17, A-18, BC-302, E-3, F-13;2, K-8, K-10, K-15, 0O-02,
OPA-1, OPC-15, OPC-19, OPE-10, P-394, PRA-1, PRRZ, ve S-34) yapilan
amplifikasyon reaksiyonlarinin, elektroforez anialgonucunda Grin vermegli
goruldd. Bunun sebebinin, nukleotid dizisi rastgeteilmi olan bu primerlerin kalip
DNA’ da tamamlayicisi olduklari herhangi bir boélgenbulunmamasi oldiu
dUstndlmektedir.

Her bir bireyin ayiredilmesini giayan heteromorfik bantlar verengdr 8
primerle (A-9, B-374, O-10, O-19, OD-8, OPC-6, PRA« UBC-237) uzunluklari
yaklasik 250-5000 baz cifti arasinda glgen toplam 109 adet amplifikasyon drtnt
elde edildi. Daha 6nceden yapilan galalar da cgtli bitki tirlerinde homomorfik
ve heteromorfik bantlarin aabilecesini gostermgtir (Koller et. al., 1993; Mori et.
al., 1993). Yuksek oranda homomorfik bantlar bieeiyl birbirlerine benzerliklerini,
heteromorfik bantlar ise bireyler arasindaki pdarfrzmleri tayin etmede
kullanilabilir (Caetano-Anollés et. al., 1991a).
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Amplifikasyon Uriini veren 8 primerin ortaya kogdubantlar incelenirken
Ozellikle kuraklikla ilgili olabilecek bantlarin viagi aratirildi. Bu argtirma
sirasinda aranilan 6zellik; sadece kuggkldirencli ebeveynde,;Fde ve kuraklga
direncli ' lerde gbzlenen ya da bunun tam tersi olarak saderaklga hassas
ebeveynde, fde ve kuraklga hassasFlerde gbzlenen bir bantin vaglydi. Cunku
direncgli 6zellik gosteren bireylerde boyle bir bantwarligl, bu bantin kurakga
direncin sglanmasi ile ilgili olabilecginin, hassas 6zellik gosteren bireylerde béyle
bir bantin varlgl ise bu bantin kuralda hassasiyete sebep olabi&oen bir
gostergesi olabilir. Yapiimiz calgmada bu tarife uygun olan utg¢ farkh markir
bulundu. Bunlardan ilki GC icefi %60 olan, 10 baz uzurgundaki B-374 primeri
(5-GGT CAA CCC T-3)) ile elde edilen ve yaklk 1500 baz cifti uzungundaki 3.
markirdir Sekil 4.6, Cizelge 4.6). Hassas ebeveynded€ ve kuraklga hassas olan
yedi F, bireyinin dordinde (A8, K19, K21 ve KR27) bulunan, kurakga direncli
bireylerin ise hicbirinde bulunmayan bu markirin rdddikla ilgili oldugu

distndlmektedir.

Benzer 6zellik gosteren ikinci markir, GC iggriyine %60 olan, 10 baz
uzunlysundaki PRA-3 primeri (5-CCA TCG CCG T-3) ile elds=lilen 5. markirdir
(Sekil 4.3, Cizelge 4.3). Hassas ebeveyndg,dé ve kuraklga hassas olan ikisF
bireyinde (R19 ve R40) go6zlenen bu markirin da kuraklkla ilgili ofglu
diUstnulebilir. Ancak kurakfia direncli bireylerde bulunmamasingmeen, kuraklga
hassas olan yediBireyinden sadece iki tanesinde bulunmasi bu markuraklikla
ilgili olabilme olasilgini azaltmaktadir. Aynisekilde GC icergi %70 olan 10
nakleotidlik A-9 primeri (5-GGG TAA CGC C-3)) ileyapilan amplifikasyon
sonucu sadece hassas ebeveyndedd- ve kuraklga hassas olan,El bireyinde
bulunan bir markirin daha vatli (3. markir) belirlendi §ekil 4.7, Cizelge 4.7).
Ancak bu markirin da kuraklikla ilgili olabilme alégi, sadece bir Fbitkisinde

bulundi@gundan, dguktar.

Bunlarin dginda nikleotid dizisi 5’-TCA GAG CGC C-3’ olan O-I0®imeri
ile yapilan amplifikasyonlar sonucunda direncli eede, ¥ de ve kurakiga
direncgli olan alti k& bireyinde (R42, 45, K54, K72, K73 ve K76) bulunan bir
markir elde edilmtir (11. markir,Sekil 4.5, Cizelge 4.5). Ancak bu markir kurgel
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hassas olan Ugbitkisinde daha (9, R27 ve R40) bulunmaktadir, bu da markirin
kuraklikla ilgili olma olasilgini azaltmaktadir. Buna benzggkilde A-9 primeri ile
elde edilen 7. markir direncli ebeveynde’, e ve kuraklga direncli olan dért
bireyinde (R42, 45, F54 ve K73) bulunmaktadir Sekil 4.7, Cizelge 4.7). Bu
markirin kuraklga hassas olan,mireylerinde de (A8, R19, R27, K31 ve E65)
bulunmasi, bunun kuraklikla ilgili olma olagiini azaltmaktadir.

Amplifikasyonlar sonucunda elde edilen ve kuraldikigili olabilecek bir
diger markir PRA-3 primeri ile elde edilen 7. markir{§ekil 4.3, Cizelge 4.3). Bu
markir hassas ebeveynde ve kurgklhassas olan ug bireyinde (18, R19 ve
F,40) gorulmektedir. Ancak bu markiring Foireyinde bulunmamasi, markirin

kuraklikla iligkili olma ihtimalini azaltan bir etkendir.

Yapilan amplifikasyonlar sonucunda elde edilen varaklikla ilgili
olabilecgi dustinitlen markirlarin gdinda, ik ve R’ lerde bulunurken ebeveynlerin
ikisinde de bulunmayan (6rg@ OPC-6 primeri, 1. markir), ebeveynlerde véde
gozlenmezken sadece baz Bireylerinde gozlenen (6rgm OPC-6 primeri, 9.
markir) veya sadece Bireyinde bulunurken ger bireylerin hi¢cbirinde bulunmayan
(6rnezin O-19 primeri, 4. markir) bazi bantlarin da v@arlbelirlenmgtir. Bu
“non-parental” bantlarin sebebi yeni glenma bdlgelerinin ogmasi, mutasyon
sonucunda meydana gelen nikleotid dizigiigmleri veya RAPD’ in dgasindan

kaynaklanan hatalar olabilir.

5.6. Arpa Bireyleri Arasindaki  Polimorfizm

Oranlarinin Degerlendiriimesi

Yapilan calymada diploid, kendine dollenen ve oldukca basit ggnoma
sahip olan arpaHordeum vulgare L. ailesine ait kurakfja hassas ve direncli
genotiplerdeki bireyler arasindaki farklihklarinemetik dizeyde belirlenmesi
amacityla bunlar arasindaki polimorfizmgeéeri belirlenmgtir. Bunun icin ilk 6nce
F. bireylerinin ebeveynlerle olan benzerlikleri, dad@nra da § bireylerinin kendi

aralarindaki benzerlikleri hesaplargtm. Arpa ebeveynleri ile bunlara ait benzerlik
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oranlari ve olsturulan dendogram sonugclari Cizelge 4.10, 4.112 44 4.13’ te

sunulmuytur.

Bu sonuclara gore direncli ebeveyn (Tokak) ile Isireylerinin iligkisi
incelendginde benzerlik oraninin 0,366 (Tokak4b) ile 0,626 (Tokak-F19)
arasinda dastigi gorulmektedir. Bu ebeveyne en ¢ok benzeyen botayp K19’ un
kurakliga hassas olmasi ilging bir sonuctur. Agekilde F18 (hassas) bireyi de
direncli ebeveyne cok yiksek dizeyde benzerlik egasgtir (0,617). Direncli
bireyler icinde Tokak’ a en az benzeyenlerg¥F (0,379) ve k76 (0,381) oldgu

belirlenmitir.

Hassas ebeveyn (5819) ile lBireylerinin iliskisi incelendginde ise benzerlik
oraninin 0,309 (5819-,64) ile 0,545 (5819- A9) arasinda dgstigi ve diger
ebeveyne paralellik gostegligorulmektedir. Tokak’ a da en ¢ok benzeyen birey
olan K19 un 5819’ a olan benzerlik oraninirgdrinden diik olmasi yine ilging bir
sonugtur. Kurakfia hassas olan bireyler icinde 5819’ a en az bemieye F40
(0,362) ve K65 (0,367) bireyleri oldgu gozlenmgtir.

Elde edilen bu sonuglarla ilgili en dikkat cekicdilik her iki ebeveyne de
F, lerin benzerlik oranlarinin son derece yakin adnda. Aslinda argirmada
ebeveyn olarak kullanilan arpa sitkeri birbirinden farkhdir. Bununla beraber
bunlarin ayni familya ve tire ait gtter olmasi nedeniyle kdken olarak yakin
bireyler oldigu da bir gercektir. Her ne kadar ebeveynlerin kigakdayanikhliklari
farkll ise de aslinda arpa genomu g6z 6niine @imdia dayanikhliktan sorumlu gen
bdlgeleri genomda kuguk bir bolgeyi kapsargedi DNA bolgeleri ise her iki
ebeveynde de buyluk bir benzerlik gosterir. Dolgjasintkleotid dizisi rastgele
secilmg primerlerle yapilan RAPD analizleri sonucunda ikeebeveyne gt oranda
benzer E bantlarinin bulunmasi £{E9’ da oldgu gibi) degserlendirmeye alinan bant
bdlgelerinde ebeveynlerin benzer aidaun ve iki bireyin kuraklik geni gindaki
bdlgelerde birbirine ¢ok yakin olgunun bir géstergesidir.
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F, bireyleri birbirleriyle kagilastirildiginda ise 0,716 benzerlik orani ilgl8
ve K19 birbirine en yakin bulunurken, 0,380 orani iI2F ve K76 en uzak
kombinasyonlari okturmuwstur. Kuraklga hassas bireyler icinde birbirine en az
benzeyenler ise,21 ve KR40 (0,434) bireyleridir. Direncli bireyler arasindabirine
en ¢cok benzeyenler,®2 ve K72 (0,671) bireyleri, birbirine en az benzeyen wigte
bireyler ise 0,434’ ik benzeme oraniyl®6€ ve K73 bireyleridir.

lliskiler dendogram diizeyinde gdzonine algnula her E bireyinin
birbirine ve ebeveynlere olan uzakliklari benzedranlarina paralel olarak giam
gostermgtir (Cizelge 4.12 ve 4.13). Dendogramlar incel@mtie 5819-F lerin ve
Tokak- R’ lerin dagilimlarinin iki ana grup altinda toplargaigérilmektedir. Bu iki
ana grup da kendi icersinde alt dallara ayriimaktdlna gore herbir ana geve
bunlara ait 3 Fbireyi (18, R19 ve K21) bir grupta toplanirken, gir 11 F bireyi
ikinci grupta toplanmaktadiF,’ lere ait ikili grup olgturan F18-F19, FR27-F40
ve F56-F65 benzerlik oranlarinda oldu gibi, dendogram dizeyinde de yakin
ili skili bulunmustur. Bununla beraber,B1-F45, R42-F,72 ve KR73-K76 gruplari
birbirlerine nispeten daha glik benzerlikte dallanmalar gostegterdir.

Genetik yapinin £ generasyonunda daha homozigot yapiya ¢ogi
bilinmektedir. k bireylerinin ebeveynlere olan yakinliklari, mekypne esnasinda
mayozda meydana gelen “krossing-over’da anne veayaalait bir cok boélgenin
hibritlerde korunmg oldugunu godstermektedir. Ayrica elde edilen bu sonuglar
RAPD analizlerinin dgru yurataldiginin de bir kanitidir. Clnki  kuragh
dayaniklihktan sorumlu genler genomda kuguk bitgbgi kapladgindan, daha
spesifik uygulamalara gidilmedikce (Bulk ayriimaadimleri gibi) RAPD tekngi ile
bu boélgelerin yakalanmasi ve buna gbére ayni kokemieip bireyler arasindaki
farkhliklarin belirlenmesi beklenmeyecek bir sotwr¢ Bu durumda agarmada elde
edilen sonuclarda olgu gibi, K’ lerin ebeveynlere ve birbirlerine yakin benzerlik

gostermesi beklenen bir sonuctur.

Yapilan benzer bir ¢caimada (Ozden, 2000) pday (Triticum aestivum ).
ailesine ait E bireyleri ile ebeveynler arasindaki ve’ Ferin kendi aralarindaki
benzerlik oranlari, bu ¢amada elde edilen sonuglardan daha yuksek egtkmi
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Hekzaploid ekmeklik bgdayin (2n=42) kromozom sayisi diploid arpalara rexza
(2n=14) 3 kat daha buyuktur. Taranan genom buUyikiin artmasi, primerin
ebeveyn ve F lerde benzer olan bdlgeleri yakalamansini da arttirmaktadir.
Dolayisiyla bgday F’ lerinde mayoz esnasinda korunan bdlgelerin orani
arpalarinkine nazaran artgr. Buna bl olarak da bgdaydaki benzerlik oranlari
artmaktadir. Arpada ise kromozom sayisinin az almasgeniyle primerin benzer
bdlgeleri yakalamasansi, dolayisiyla da bireyler arasindaki benzedianlari
azalmaktadir. Her iki calmada elde edilen sonuclarin bu aciklamalargrdar

nitelikte olmasi, tekr@in uygulamadaki guvenirliginin bir gostergesidir.
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6. SONUCLAR

Arpa genc yapraklarindan Lodhi ve ark. (1994)ftadan Onerilen yénteme
gore genomik DNA izolasyonu yapildizole edilen genomik DNA’ larin U.V.
spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda spektnofetaok Glcimleri yapilarak
miktarlari ve saflik dereceleri kontrol edildi. Blgiimler sonucunda yeterli miktarda
ve saflikta oldgu belirlenen genomik DNA’ lar kullanilarak RAPD dizéeri
gerceklatirildi.

Kurakliga hassas ve direncli genotipler arasindaki polimmierin
belirlenmesi ve dol analizinin ¢ikarilmasi amaciylapilan RAPD analizlerinde
nikleotid dizileri rastgele olarak secilyr28 farkh oligonukleotid primer kullanildi.
Bunlardan 20 tanesi ile yapilan amplifikasyonlansmunda Grin elde edilemedi.
Diger 8 primerle yapilan amplifikasyonlar ise uzunarklyaklgik 250-5000 baz cifti
arasinda dasen, toplam 109 farkli amplifikasyon Urind ile solangl. Elde edilen
bu markirlardan bazilarinin kuraklikla skili oldugu distnilmektedir (6zellikle
B-374 primeri ile elde edilen, yalgl&k 1500 baz cifti uzunigundaki markir). Ayrica
elde edilen markirlar gerlendirilerek bireyler arasindaki polimorfizm olam da
hesaplandi ve buna goére Bireylerinin genel olarak direncli ebeveyne dalok ¢
benzerlik gostergi, kurakliga hassas olan bireylerin de, kurgklidirencli olanlara

gore, birbirlerine daha ¢cok benzerlik gosterdiklezlirlendi.

Bu calsmada elde edilen sonuclar, 6zellikle kurakgldirencin sglanmasi
ve dolayisiyla da kuralga direncli bitkilerin yegtirilmesi ile ilgili molekiler ve
biyoteknolojik calsmalara katkilar sdayacaktir.
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Cizelge 4.11F; bireylerinin Tokak’ la (direncli ebeveyn) ve birlgri ile olan benzerlik oranlari

Tokak 18 19 21 27 31 40 42 45 54 56 695 72 73
Tokak -
18 61,73 -
19 62,67 | 71,67 -
21 51,94 | 67,89 71,47 -
27 53,64 | 63,90/ 61,93 59,98 -
31 57,83 | 56,09, 56,82 52,98 64,93 -
40 36,64 | 52,31 47,67 43,41 70,85 52,45 -
42 46,45 | 52,18 49,84 52,75 58,48 66,66 5839 -
45 | 49,15| 49,96/ 56,52 49,39 54,63 5850 4836 66,11 -
54 | 40,95 | 47,39| 4583 40,31 60,45 44,13 6729 57,66 6055, -
56 50,06 | 45,07 39,86 45,18 49,10 48,y1 4850 53,74 225]1,49,11 -
65 | 43,86 | 46,25/ 48,93 51,14 50,41 556 50,83 64,30 2262,67,57| 69,30 -
72 43,40 | 41,67 43,22 41,3y 51,47 47,80 5500 67,16 2150,60,63| 51,93 65,54 -
73 37,95 | 45,89 42,60 39,65 52,42 53,57 5198 53,18 824Y,62,92| 43,43 60,41 60,79 -
76 38,10 | 44,43] 40,59 38,05 43,25 43,40 53|88 53,44 7644,55,90| 54,97 54,94 52,76 66,96




Cizelge 4.10 F; bireylerinin 5819’ la (hassas ebeveyn) ve birlbirle olan benzerlik oranlari

76

5819 18 19 21 27 31 40 42 45 54 56 6p 72 13
5819 -
18 52,98 -
19 54,55 | 71,67 -
21 51,63 | 67,89 71,47 -
27 45,09 | 63,90 61,93 59,98 -
31 46,38 | 56,09/ 56,84 52,98 64,93 -
40 36,28 | 52,31 47,67 43,41 70,85 52,45 -
42 41,57 | 52,18| 49,84 52,75 58,48 66,66 58,39 -
45 41,62 | 49,96| 56,57 49,39 54,63 5850 48,36 64,11 -
54 30,97 | 47,39| 4583 40,31 6045 44,13 6729 57,66 6055, -
56 45,20 | 45,07 39,8 45,18 49,70 48,1 48/50 53,74 225],49,11 -
65 36,75 | 46,25 48,93 51,14 50,41 55,6 50/83 64,30 2262,67,57| 69,30 -
72 40,24 | 41,67 43,224 41,3y 51,47 47,80 55/00 67,16 2150,60,63| 51,93 65,59 -
73 31,53 | 45,89| 42,60 39,65 52,42 5357 5198 53,18 824y,62,92| 43,43 60,41 60,79 -
76 32,96 | 44,43 40,59 38,0 43,25 43,40 53,88 53,44 7644,55,90| 54,97 54,94 52,76 66,96




Cizelge 4.13Tokak’ la F, bireylerinin dendogramsemalari
0. 450 0. 500 0. 550 0. 600 0. 650 0. 700 0. 750
|--------- |--------- |--------- |--------- |--------- |--------- | Level

--------------------------------- T 0.587
------- 18 0.716
R 19 0.696
----------- 21 0.459
--------- 27 0.706
----------------------- 40 0.638
----------------------- 54 0.543
.................................. 31 0.585

---------------------------------- 45 0.561

................ 42 0.671

................ 72 0.589

| el 56 0.693

0. 450 0. 500 0. 550 0. 600 0. 650 0. 700 0. 750
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Sekil 4.1: Genomik DNA izolasyonu. 1) Ladder DNA, 2) 5819, 3)Tokak, 4)F;-51, 5) F»-18, 6) F»-19, 7) F»-21, 8) F»-27, 9)
F»-31, 10) F»-40, 11) F»-42, 12) F»-45, 13) F»-54, 14) F»-56, 15) F»-65, 16) F»-72, 17) F»-73, 18) F»-76
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Sekil 4.2: OPC-6 primeri ile elde edilen RAPD sonugclari. 1) LaddblA (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) £-42, 13) B-45, 14) B-54, 15) B-56, 16) B-65, 17) -72, 18) B-73, 19) B-76
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Sekil 4.3: PRA-3 primeri ile elde edilen RAPD sonugclari. 1) LadB&IA (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) F,-42, 13) K-45, 14) K-54, 15) 5-56, 16) -65, 17) K-72, 18) K-73, 19) K-76
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Sekil 4.4: O-19 primeri ile elde edilen RAPD sonugclari. 1) LadB&A (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) F,-42, 13) B-45, 14) B-54, 15) E-56, 16) K-65, 17) B-72, 18) K-73, 19)
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Sekil 4.5: O-10 primeri ile elde edilen RAPD sonuclari. 1) LadB&A (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) £-42, 13) B-45, 14) B-54, 15) B-56, 16) B-65, 17) -72, 18) B-73, 19) B-76
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Sekil 4.6: B-374 primeri ile elde edilen RAPD sonuclari. 1) LadB®&A (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) £-42, 13) B-45, 14) B-54, 15) B-56, 16) B-65, 17) -72, 18) B-73, 19) B-76
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Sekil 4.7: A-9 primeri ile elde edilen RAPD sonugclari. 1) Ladded® (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) £-42, 13) B-45, 14) B-54, 15) B-56, 16) B-65, 17) -72, 18) B-73, 19) B-76
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Sekil 4.8: UBC-237 primeri ile elde edilen RAPD sonuclari. 1) dadDNA (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassa
Ebeveyn), 4) Tokak (Direngli Ebeveyn), 5)-%1, 6) E-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) E-27, 10) 5-31, 11) E-40,
12) £-42, 13) B-45, 14) B-54, 15) B-56, 16) B-65, 17) -72, 18) B-73, 19) B-76
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Sekil 4.9: OD-8 primeri ile elde edilen RAPD sonugclari. 1) Lad®®A (Markir), 2) Negatif Kontrol, 3) 5819 (Hassas
Ebeveyn), 4) Tokak (Direncli Ebeveyn), 5)-%1, 6) B-18, 7) E-19, 8) E-21, 9) B-27, 10) B-31, 11) -40,
12) £-42, 13) -45, 14) B-54, 15) B-56, 16) B-65, 17) B-72, 18) B-73, 19) B-76



