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OZET

Bu calismada, kiiltiirii yapilan 30 pamuk cesidi (Gossypium hirsutum
L) arasindaki genetik iliskinin ISSR yontemi kullanilarak
belirlenmesi hedeflenmigtir. Otuz pamuk ¢esidinde polimorfizmin
belirlenmesi amaciyla 24 ISSR primeri 8 pamuk cesidinde test
edilmigtir. Primerlerin yalnizca 9 tanesi PCR urini olusturmus ve
sonraki ¢alismalar bu primerlerle stirdirilmustir. Secilen 9 adet
ISSR primeri 30 adet pamuk c¢esidinde toplam 41 bant olustururken
bu bantlardan ortalama 22.3 tanesinin polimorfik oldugu saptanmais,
primer basma polimorfik bant sayis1 ortalama 2.5 olarak
gerceklesmigtir. Arastirmada kullanilan tim primerler pamukta
polimorfik bant tretirken, polimorfizm orani primerlere bagh olarak
%6 ile %89 arasinda degisim gostermistir. ISSR primerlerine iligkin
polimorfik bilgi icerigi degerleri 0.19 ile 0.68 araliginda degisim
gostermis ve ortalama 0.49 olmustur. Cesitler arasi ortalama Jaccard
benzerlik katsayisi 0.77 olarak bulunurken, UPGMA kiimeleme
analiz sonucu 30 pamuk c¢esidi genetik yakinlik ac¢isindan 2 ana
kimeye ayrilmigtir.

Characterization of Some Cotton Varieties Using ISSR Markers

ABSTRACT

This study was conducted to determine the genetic diversity in 30
cotton (Gossypium hirsutum L.) cultivars extensively cultivated in
Turkey by using ISSR DNA molecular markers. To investigate the
genetic diversity in 30 cotton varieties by ISSR molecular marker, 24
ISSR primers were screened in 8 varieties. Overall, 9 of 24 which
produced a PCR product were selected according their polymorphism
level. These ISSR primers totally produced 41 bands, and 22.3 were
polymorphic. The percentage of polymorphic bands per primer was
detected as 2.5. The rate of polymorphism depending on the primers
ranged between 6% and 89%. Average polymorphism information
content was 0.49, with minimum PIC 0.19 and maximum PIC 0.68.
While the Jaccard similarity coefficient between the genotypes was
detected as 0.77, 30, cotton varieties were grouped within two main
clusters in respect to genetic similarity based on UPGMA analyses.
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GIRIS

Pamuk, gerek Turkiye'de gerekse de dinyada tekstil
sanayinin en onemli hammaddelerindendir. Pamuk,
lifi yaninda gida ve yem triinlerinin dretimi igin
yetistirilen 6nemli bir bitkidir (Mert, 2009). Tiirkiye'de
2007-2016 yillar1 arasinda ortalama 500 bin ha
alandan; yillik ortalama 1.3 milyon ton pamuk
(¢cigit+kitlu+lif) tiretimi gerceklesmistir (TUIK, 2018).
Ulkemiz, diinya pamuk iiretimi siralamasinda Cin,
Hindistan, ABD, Pakistan, Brezilya, Ozbekistan ve

Avustralya’nin arkasindan 8. sirada yer almaktadir
(FAO, 2018).

Elektroforetik analizler genetik kaynaklara
ulagilmasinda, genotipler arasi farklarin
gosterilmesinde olduk¢a glglii ve ucuza mal olan
tekniklerdir ve o6zellikle gelismekte olan iilkelerde
direkt DNA veya RNA seviyelerindeki ¢alismalardan
ziyade bu yontemin tercih edilmesi daha avantajlidir.
Ayrica bu yontemler bize; sayis1 gittikge artan
cesitlerin safligini géstermek, cesitler arasi tanimlama
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yapmak, genetik c¢esitlilik hakkindaki bilgileri
arttirarak evrime destek saglamak konularinda da
yardime1 olur (Peirce ve Brewbaker, 1973; Gorman ve
Kiang, 1977; Cardy ve Beversdorf, 1984; Hamrick ve
ark. 1991; Sammour, 1991).

Morfolojik ve biyokimyasal markirlarin
(isaretleyicilerin) yerine son zamanlarda cesitlerin
karakterizasyonunda DNA igaretleyicileri
kullanilmaya baglanmigtir. Bitkiler arasindaki
genetik iligkileri ortaya ¢ikarmak i¢in ilk olarak RFLP
yontemi kullanmilmistir (Tanksley ve ark., 1989). Fakat
bu yontem kisa siirede ¢ok &rnegin incelenmesine
olanak saglamadigindan ve maliyetinin ¢ok yiksek
olmasindan  dolayi, PCR'a dayali molekiler
isaretleyicilerin ortaya c¢ikmasina neden olmustur.
RAPD, AFLP, SSR ve ISSR teknikleri, kultur
bitkilerinde genetik ¢esitliligin saptanmasinda yogun
olarak kullanilmaktadir. Calisilacak laboratuvar
olanaklar1 g6z o6nltnde bulunduruldugunda; RAPD,
SSR ve ISSR tekniklerinin radyoaktif madde
kullaniminin olmadigr ve arastirma kosullarinin
sinirh oldugu laboratuvarlarda rahathikla
kullanilabilecek yéntemler oldugu bildirilmistir (Belaj
ve ark., 2003; Mignouna ve ark., 2003; Rana ve Bhat,
2004; Kwon ve ark., 2004).

Pamuk tur ve gesitlerini DNA diizeyinde belirlemek
icin bir¢ok molekiiler yontem kullanilmistir (Pillay ve
Myers, 1999; Chaudhary ve ark. 2010; Hussein ve ark.
2006). RFLP, pamukta tiir ve cesit ayriminda genom
haritalamalarinda uzun yillar olduk¢a etkili bir
yoéntem olarak uygulanmistir (Reinisch ve ark. 1994).
Ancak RFLPde DNA’larin enzim ile kesilme
gerekliligi, radyoaktif esaslhi olmasi, uygulamadaki
zorlugu ve pahaliligr alternatif bir metot olan PCR
esasli RAPD molekiiler tekniginin gelistirilmesine
neden olmustur (Williams ve ark., 1990). Zietkiewicz
ve ark. (1994) tarafindan gelistirilen diniikleotid,
tetraniikleotid ve pentaniikleotid tekrar dizilerine
dayanan bazlara sahip primerlerin kullanildig,
uygulama maliyetinin diger yontemlere nazaran
disiik oldugu, genotipleri birbirinden ayirma guciinin
ise ylksek olmasi o6zelligiyle bilinen ISSR teknigi;
pamuk ve bircok kultiir bitkisinde tir i¢i ve turler
arasi genetik g¢esitliligin tespit edilmesinde basariyla
kullanilmistir (Liu ve Wendel, 2001).

Erkiling ve Karaca (2005) yaptiklar1 ¢alismada, 36
Turk pamuk ¢esidinde 25 ¢ift SSR primeri kullanarak
cesitler arasindaki genetik farklilign belirlemeye
calismiglardir. SSR analizi sonucunda toplam 32 bant
olugsmus ve 25 primer ¢iftinden sadece 4 primer ¢ifti
polimorfik bant vermistir. Olusturulan dendrogramda
36 c¢esit 3 ana gruba ayrilmistir. Arastirmacilar,
calisma sonunda Tirk pamuk cesitlerinde genetik
cesitliligin ¢ok diisiik oldugunu ve yeni cesitlerin
geligtirilmesi i¢in yeni germplazmlarin bulunmasinin
gerektigini vurgulamiglardir.

Bardak ve Bolek (2012), Diinyanin farkl bélgelerinde
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yetistiriciligi yapilan diploid ve tetraploid 25 pamuk
genotipi (Gossypium spp.) arasindaki genetik iliskiyi
belirlemek i¢in 5 ISSR ve 39 SSR primeri kullanmagtir.
Elde edilen 173 allelden 155 tanesinin (%89.60)
polimorfik oldugu bildirilmigtir. Primer basina 3.93
allel diigmiistiir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC) degeri
0.0040 ile 0.9993 arasinda degisirken, ortalama PIC
degeri 0.4396 bulunmustur. Bltin genotipler
arasindaki genetik c¢egitlilik orani 0.04 ile 0.58
arasindadir. Bu oran, G. hirsutum L. genotipleri
arasinda 0.04-0.23, G. barbadense L. genotipleri
arasinda 0.07-0.26 ve diger turler arasinda 0.23-0.57
arasinda degismistir. Gen havuzundaki c¢esitliligi
artirmak icin yabani pamuk tirlerinin kullanimi
onerilmis ve arzu edilen 6zelliklerin se¢iminde faydasi
olacag belirtilmigtir.

Bu calisma, Tirkiye’'de gelistirilen 30 pamuk ¢esidinin
ISSR yontemi kullanarak genetik benzerlik ve
farkliliklarin1 ortaya koymak ve c¢esit gelistirme
calismalarinda 1slah programlarinin planlanmasina
yonelik kaynak saglamak amaciyla yurutilmustir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada materyal olarak, Turkiye’deki farkl
Universiteleri ile Tarimsal Arastirma Enstitiilerince
geligtirilip tescil ettirilmig, tamami tetraploid
Gossypium hirsutum L. (2n=4x=52, AADD) tiiriine ait,
farkli ekolojilerde yaygin olarak yetistiriciligi yapilmig
ve halen yapilmakta olan 30 ticari pamuk cesidi
kullanilmigtir. Cogunlugu melezleme, bazilar1 ise
seleksiyon 1slahi ile gelistirilmis olan cesitler ile koken
bilgileri Cizelge 1’de verilmistir.

DNA Izolasyonu

Hem liyofilizatérde kurutulan hem de -80°C’de
stoklanan orneklerden DNA eldesi, Doyle ve Doyle
(1987) tarafindan Dbildirilmis olan CTAB mini
izolasyon yontemi uygulanarak gerceklestirilmigtir.

Liyofilizatérde kurutulan orneklerden DNA
izolasyonu: Ornekler 2 mllik eppendorf tiplere
konularak tuzerine 0.9 ml CTAB DNA izolasyon
¢ozeltisi eklenmistir. Her 15 dakikada bir elle nazikce
calkalamak koguluyla, 65°C’de 1 saat 10 dakika stre
ile su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan
¢ikarilan 6rnekler bir siire sogumaya birakilmig ve
daha sonra 0.9 ml kloroform:isoamilalkol (1:24)
karisimi eklenerek yine elle bir siire (1-2 dakika), daha
sonra calkalayici tizerinde, disiik hizda yavasca 15
dakika ¢alkalanmigtir. Daha sonra tipler 15 dakika
stire ile 13000 rpm’de santrifiij edilmiglerdir. Santrifiyj
edilen tuplerin Ust fazlar1 mikropipetle alinarak 2
ml'lik yeni eppendorf tuplere aktarilmistir. Bu
tuplerin tizerine 600 pl isopropanol eklenmis ve elle
yavagca alt ust yapilip tek faz haline getirilerek
DNAnin ¢okelmesi saglanmigtir. Bu asama
sonrasinda tiipler -20°C’de 1 saat bekletilmis ve
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DNA’larin tam cokelmeleri temin edilmistir. Derin
dondurucudan ¢ikarilan eppendorf tiplerinden, DNA
dipte kalacak sekilde tim sivi dokilmiis ve 0.9 ml
Amonyum Asetat eklenerek yavas devirde 15 dakika

calkalayicida calkalanmigtir. Daha sonra 10000
rpm’de kisa siireli santrifiij yapilmis ve icerisindeki
siv1 dikkatli sekilde dokiilmistiir. Ornekler kurumasi
i¢in bir gece bekletilmigtir.

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan pamuk (G. Airsutum L.) gesitleri ve kékenleri (TTSM, 2018)
Table 1. Cotton (G. hirsutum L.) varieties and origins used in the research (TTSM, 2018)

Cesidin Ad1 (Varieties)

Tescil Ettiren Islahci Kurulus (Registrant)

ADN P01
Aydin-110
Ayhan 107
Barut 2005
Coskun-1
Dicle 2002
GAPEYAM-1
Gossypolsiiz 86
Gurelbey
Menderes 2005
Nazilli 143
Nazilli 84 S
Nazilli M-342
Sayar 314
Sahin-2000
Cukurova 1518
Adana 98
Ozbek 142
Nazilli M39
Nazilli 663
Nazilli 66-100
Nazilli 342
Marag-92
Ergan-92
Nazilli 954
Eksi 911
Nazilli 87

Ege 69

Nazilli M 503
Nazilli 303

Dogu Akdeniz Tarimsal Ars. Enst. Mud.
Pamuk Arastirma Istasyonu Miidurligii
Pamuk Arastirma Istasyonu Miidurligii
Pamuk Arastirma Istasyonu Midirligii
Pamuk Arastirma Istasyonu Midurligii

GAP Uluslararasi Tarimsal Arastirma ve Egitim Mer. Mud.

GAP Tarimsal Arastirma Enstitist Mudurlaga
Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirlugii

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirlugii

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirlagii

Pamuk Arastirma 1stasyonu Mudurlagu

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudurlagu

Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisi Mud.
Pamuk Arastirma Istasyonu Mudurlugu

Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiist Mud.
Dogu Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiist Mud.
Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirlugii

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirlagii

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirlugii

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudiirlagii

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudiirlagii

Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tarimsal Aras. 1stasyonu Mud.
Dogu Akdeniz Gegit Kusagi Tarimsal Aras. Istasyonu Miid.

Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirligu
Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirligu
Pamuk Arastirma Istasyonu Mudirligu
Pamuk Arastirma Istasyonu Mudurlugu
Pamuk Arastirma Istasyonu Mudiirlagii
Pamuk Aragtirma Istasyonu Mudiirlugii

sekilde 10’ar pl ylklenmigtir. Agaroz jele yliklenen

-80°C’de bekletilen orneklerden DNA izolasyonu:
Aliminyum folyo igerisinde laboratuvara getirilen
ornekler sivi azot dolu bir kaba konulmustur. Yaprak
ornekleri sirasiyla havanlara alinarak 6glitillmis ve 2
ml'lik eppendorf tiiplere alinmigtir. Artan Ornekler
tekrar aliminyum folyoya sarilarak -80°C’ye
konulmustur. Tiplerdeki 6rneklerin tizerine 0.9 ml
CTAB DNA izolasyon ¢ozeltisi eklenmistir. Onceki
b6limde kuru 6rnekler i¢gin yapilan izolasyon islemleri
ayni sekil ve sira ile bu 6rnekler i¢in de tekrarlanmig
ve DNA izolasyonu gergeklestirilmigtir.

Tim bu islemler sonrasinda yapilan goézlemler kuru
orneklerden, yas orneklere nazaran daha temiz DNA
elde edilebildigini ortaya koymustur.

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin miktarini
tayin etmek icin %0.8lik agaroz jel kullamlmigtir. 11k
u¢ kuyuya sirasiyla 5 A, 10 A ve 20 A DNA markorleri
ve sonrasina ise c¢esitlere ait DNA oOrnekleri gelecek
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DNA’lar 130 voltta 30 dakika kosturulmustur. Islem
sonrasinda jel cikartilarak kivete alinmig ve jelin
ustline ¢gikacak gekilde etidyum bromir konulmustur.
Jelin yirtilmamasi, tahrip olmamasi i¢in
calkalayicinin  hizi  dusiik seviyede 5 dakika
calkalanmigtir. Sonrasinda saf su eklenmis ve
durulanmas1 i¢in tekrar ayn1i hiz ve slrede
calkalanmigtir. UV transilluminatér yardimiyla jel
goruntisinde gozlemlenen DNA yogunluklari A
DNA’lar (5 ng-10 ng-20 ng) ile karsilastirilarak
belirlenmig ve her bir ¢egit 6rnegi i¢in elde edilen DNA
miktar1 saptanmistir.

Hesaplanan DNA miktarlarina gére PCR analizi i¢in
DNA konsantrasyonlar: pl’de 10 ng/ug olacak sekilde
ultra saf su ile seyreltilmis ve yeniden jelde
kogturulmustur. Bu gekilde, her o6rnegin DNA
miktarinin 10 ng’a gelmesi saglanmistir. Jel hazirlama
ve DNA kosturma iglemleri aynen tekrarlanmis ve jel
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gorintilenmisgtir. Goériintii sonucunda DNA’larin
istenen diizeye geldigi saptanmig ve sonraki iglemlerin
liyofilize edilen kuru 6rneklerden elde edilen DNA’lar
ile yurutilmesine karar verilmistir.

Aragtirmada Kullanilan Primerler

Aragtirmada, DNA’ya yapisma sicaklhign daha once
yapilmis ¢calismalarda belirlenmig olan 24 adet primer
screening (calisacak-calismayacak primerlerin
belirlenmesi) yapmak iizere, polimorfizm bakimindan
test edilmistir. Secilen primerler ve DNA’ya yapisma
sicakliklar1 Cizelge 2'de verilmigtir.

Primerleri polimorfizm bakimindan test etmek
amaciyla 8 c¢esit sec¢ilmistir. Analiz sonucunda 9
primerin polimorfizm olusturdugu saptanmis ve
calismalarin bu primerler ile devam ettirilmesi
kararlagtirilmigtir.

PCR Reaksiyonlar: ve Elektroforez

PCR amplifikasyonu iglemi i¢in reaksiyon her bir tiip,
2 ul genomik DNA, 1 ml dNTPs, 1 ml primer, 18.3 ml
ddH20, 2.5 ml Green Buffer, 0.18 ml DreamTaq
olacak gsekilde hazirlanmigtir. PCR amplifikasyonunda
kullanilan primerler, baz dizilisi ve sayilar1 Cizelge
3’te verilmistir.

Cizelge 2. Screening yapilan primerlerin niikleotid dizilimleri ve DNA yapisma sicakliklar:
Table 2. Nucleotide sequences and DNA binding temperatures of screened primers

Primer Yapisma Niikleotid Primer Yapisma Niikleotid
isimlori Sicakliklar: (°C) Dizileri isimlori Sicakliklar: (°C) Dizileri
Primers Binding Nucleotide Primers Binding Nucleotide
Temperatures (°C)  Sequences Temperatures (°C)  Sequences
UBCS811 52 (GA)SC UBC835 54 (AG) 8YC
UBC823 52 (TC) 8C UBC844 54 (CT) 8RC
UBC826 52 (AC) 8C UBC841 54 (GA) 8YC
UBC827 52 (AC) 8G A105ISSR02 54 (TG) 9T
UBC836 52 (AG) 8YA A112ISSR04 54 AG(GT) 8T
B116ISSR02 52 (AC) STAA B116ISSR04 54 (AC) 9T
B108ISSR02 52 (TC) 7(AC) 2 B108ISSR05 54 T(CA)9
UBC809 52 (AG) 8G B108ISSR03 54 (TC) 7(AC) 2A
UBCS852 52 (TC) SRA A217ISSR0O1 54 AAG) 7(GD 2
UBCS858 52 (TG) 8RT AO05ISSRO1 54 (TG) 9A
UBCS855 52 (AC) 8YT AO05ISSR04 54 (TG) 8(TA) 2
UBC840 52 (GA) 8YT A110ISSR03 54 AGT) 9

Cizelge 3. Kullanilan primerler, baz dizilig ve sayilari ile DNA yapisma sicakliklari
Table 3. Base sequences, numbers and binding temperatures of primers

Primer Isimleri Primer Baz Dizileri 5 > 3’ Baz Sayisi Yapisma Sicakliklar: (°C)
Primers Base Sequences 5° 2 3’ Number of bases  Binding Temperatures (°C)
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG 17 52

UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 18 52

UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 18 52

UBC 835 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 54

UBC 841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 54

UBC844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 18 54

A105ISSR02 (TG)3C(GT)6 19 54

B108ISSR05 T(CA9 19 54

A110ISSR03 A(GT)9 19 54

Genomik DNA'min ¢ogaltimi i¢cin PCR reaksiyonlari,
thermocycler (Eppendorf Mastercycler Gradient)
cihazinda yuritilmistir. PCR dongli ve sicaklik
kogullary; 1. Adim- 94°C’de 2 dakika 1 dongt, 2. Adim-
94°C’de 1 dakika, 52°C’de (ve 54°C’de) 1 dakika, 72°C’de
2 dakika 40 doéngi ve 3. Adim- 72°C’de 10 dakika
olacak seklinde programlanmigtir.

PCR reaksiyonu sonrasinda amplifikasyon trtinleri
%1.8’lik agaroz jelde 150 voltta 3 saat kogturulmustur.
Bant buytikliklerinin belirlenmesinde A DNA’min

EcoRI ve HindIII kesim enzimleri ile hazirlanmis olan
DNA standart markér olarak kullanilmigtir.
Elektroforez iglemi sonrasinda jel etidyum bromiur ile
boyama iglemi gergeklestirilmig, saf su ile durulanmig
ve UV transilluminatér yardimi ile gériintillenmis ve
fotograflanmigtar.

Verilerin Degerlendirilmesi

Cesitler arasindaki genetik benzerlik ve genetik
uzaklik degerleri, ISSR bantlarimin polimorfik olup
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olmamasina goére varliginda 1, yoklugunda 0 olacak

sekilde smiflandirilarak hazirlanmis olan  veri
matrisinden yararlanarak Nei ve Li (1979) tarafindan
geligtirilen  benzerlik  orami  formiiliine  gore
hesaplanmis ve genetik uzaklhik matrisi elde
edilmigtir. Cogaltilan her ISSR primeri igin

polimorfizm bilgi icerigi (PIC) PowerMarker V 38.25
paket programi yardimi ile hesaplanmigtir. Genetik
benzerlik indeksi Jaccard’a gore hesaplanmis ve
NTSYS-version 2.0 istatistik paket programinda
UPGMA (Unweighted pair-group method arithmetic
average) gruplandirmasina gére cesitlere ait
dendrogram elde edilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Pamuk (G. hirsutum L.) gesitlerinde genetik cesitliligi
ortaya koyabilmek amaciyla oncelikle polimorfik
olabilecek ISSR primerlerini saptamak tizere 8 pamuk
cesidinde 24 ISSR primeri test edilmistir. Test
sonucunda PCR {Urina meydana getiren 9 ISSR
primeri belirlenmis ve 30 pamuk ¢esidinde molekiiler
analizler bu primerler ile devam ettirilmistir. Jel
gorintiilerinin islenmesi neticesinde, tiim cesitler i¢in
olusan toplam bant sayilar: ile elde edilen polimorfik
bant sayilar1 ve polimorfizm orani degerleri Cizelge
4’te verilmigtir. Cizelgeden gorilecegi gibi kullanilan 9
adet ISSR primerinin 30 adet pamuk c¢esidinde, 41
bant olusturdugu ve bu bantlardan ortalama 22.3

tanesinin polimorfik oldugu goérulmustir. Primer
basina polimorfik bant sayis1 ortalama 2.5
bulunmustur.

Polimorfizm oranlari acisindan primerler

kiyaslandiginda en yiiksek polimorfizm oraninin 0.89
ile A110ISSR03 ISSR primerinden elde edildigi
gorulmektedir. En diisik polimorfizm ise A105ISSR02

primerinde (0.06) saptanmistir. Ote taraftan diger baz
primerlerde de polimorfizm orami dusik olmakla
beraber, kullanilan tiim primerlerin pamukta
polimorfik bant {retebildikleri, polimorfik bant
oraninin %6 ile %89 arasinda degistigi gézlenmistir.

Incelenen cesitler arasimnda  polimorfik  (allel
farkliliklar) farkliliklarin oraninin oldukca yiiksek
oldugu gorilmektedir. Bu durum secgilen primerlerin
daha 6nceden test edilerek cesitler arasinda polimorfik
bant olusturdugu tespit edilmis olanlardan segilmesi,
calismada da polimorfizm oranini artirmigtir.

Arastirmada kullanilan primerlerin baz dizilimleri,
baz sayilar: ve polimorfik bilgi icerigi degerleri Cizelge
5te verilmistir. Polimorfik bilgi icerigi (PIC)
incelendiginde; en yliksek PIC degerinin 0.68 ile UBC
836 primerinden, en disik PIC degerinin ise 0.19 ile
UBC 841 primerinden elde edildigi gorilmustar.
Ortalama PIC degeri ise 0.49 olarak hesaplanmistir.

ISSR DNA markor verileri kullanilarak G. hirsutum
L. cesitleri arasinda Jaccard (1908) yontemine gére
Jaccard benzerlik katsayi degerleri hesaplanmigtir.
Ortalama Jaccard benzerlik katsayisi 0.77 olarak
bulunmustur. Jaccard benzerlik katsayisina gore G.
hirsutum L. gesitleri birbirleriyle karsilagtirildiginda,
genetik bazda en yakin Nazilli 303 ¢esidinin 0.20
benzerlik katsayis1i ile Ersan-92 ve Gapeyam-1
gesitleri 1ile, Nazilli 66-100 c¢esidinin yine 0.20
benzerlik katsayis1 ile Gapeyam-1 gesidi ile genetik
yvakinlhik gosterdigi saptanmistir. Genetik bazda en
uzak cesitler i¢in benzerlik katsayisi ise 1.41 olarak
belirlenmigtir. ISSR verileri kullanilarak NTSYS
paket programi yardimi ile Nei (1972)’ye gore yapilan
UPGMA (Unweighted Pair Group With Arithmetic
Average) kiimeleme analiz sonucu Sekil 1'de
verilmigtir.

Cizelge 4. ISSR Primerlerinin Amplifikasyonu Sonucu Elde Edilen Toplam Bant Sayilari, Polimorfik Bant Sayilar:

ve Polimorfizm Oranlar

Table 4. Total Band Counts, Polymorphic Band Counts and Polymorphism Rates Obtained by Amplification of

ISSR Primers

Ortalama Polimorfik

Primer Isimleri Toplam Bant Sayisi

Bant Sayis1

Polimorfizm Oram

Primers Total Bands Average Number of Polymorphic Polymorphism Rates
Bands

UBC 827 5 2.4 0.48
UBC 836 5 3.3 0.65
UBC 835 6 1.2 0.19
UBC 841 5 2.4 0.49
UBC 844 3 2.6 0.88
UBC844 3 2.2 0.72
A105ISSR02 4 0.2 0.06
A110ISSRO03 6 5.3 0.89
B108ISSR05 4 2.7 0.68
Toplam 41 22.3 0.56
Sum
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Cizelge 5. ISSR primelerinin niikleotid dizilimi ve PIC (polimorfik bilgi icerigi) degerleri
Table 5. Nucleotide sequence and PIC (polymorphic information content) values of ISSR primers

Primer Isimleri Primer Dizileri 5-8’ Baz Sayis1 PIC Degerleri
Primers Base Sequences 5" 2 3’ Number of bases PIC
UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG 17 0.61
UBC 836 AGA GAG AGA GAG AGA GYA 18 0.68
UBC 835 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 18 0.62
UBC 841 AGA GAG AGA GAG AGA GYC 18 0.19
UBC 844 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 0.50
UBC844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 18 0.40
A105ISSR02 (TG)3C(GM6 19 0.48
A110ISSR03 T(CA)9 19 0.43
B108ISSR05 A(GT)9 19 0.48
Ortalama (Average) 0.49

Elde edilen dendrogram haritas1 ise Sekil 2'de
goriilmektedir. Her iki sekilden de goriilecegi tizere 30
pamuk cesidi genetik yakinlik acisindan 2 ana kiimeye
ayrilmistir. Ana kiimenin birinde ADN P01, Nazilli
342 ve Nazilli 143 gesitleri yer almigtir. Diger ana
kime ise iki alt kiimeye, alt kiimelerden biri ise kendi
igerisinde tekrar ikiye ayrilmigtir. Nitekim, Erkiling ve
Karaca (2005)'n1n yaptig1 calismada oldugu gibi Ege 69
ile Nazilli 66-100, Nazilli M503 ile Marasg 92, Nazilli 87
ile Nazilli 84S cesitleri aynm alt kiimelerde yer almigtir.
Ek olarak, Bardak ve Bolek (2012)’in yaptig1 ¢alisma
ile benzesen sonuclar bulunmaktadir. Sayar 314,

Ersan 92 ve Maras 92 ¢esitleri bu ¢alismada ayni kiime
icerisinde yer almigtir.

Sonug olarak; ISSR molekiiler DNA teknigi analizinde
UBC 827, UBC 836, UBC 835, UBC 841, UBC 844,
UBC844, A105ISSR02, A110ISSR03 ve B108ISSR05
primerleri kullanarak ticari pamuk ¢esitlerinin DNA
bazinda birbirlerinden ayrilabilecegi, ISSR tekniginin
ucuz, kolay ve tekrarlanabilir 6zelliginden dolayi bir
dominant  marker olarak olanaklar1 = kisith
laboratuvarlarda kolaylikla uygulanabilecegi
sonucuna varilmigtir.

Sekil 1. ISSR verileri kullanilarak hazirlanan kiimeleme analizi

Figure 1. Clustering analysis using ISSR data

113



KSU Tarim ve Doga Derg 23 (1): 108-116, 2020
KSU J. Agric Nat 23 (1): 108-116, 2020

Aragtirma Makalesi
Research Article

Adana %8
Girelbey
Marag 82
Nazilli 503
Aydin 110
Esi 911
Barut 2005
Menderes 2005
Sahin 2000
Mazilli 663
Ege 69

| Nailli M342
Nazilli 66-100
Ersan 52

| GAPEYAM 1
Nazilli 303
Mazilli M39
Ozbek 142

Gossypalsiiz B6
Sayardld
Mazilli §7

Nazilli 845
Nazilli 954
Ayhan 2005
Cukurova 1518
Cogkun 1

Dicle 2002

ADN PO1
Mazilli 342

Nazilli 143

i

Sekil 2. ISSR verileri kullanilarak UPGMA metoduna gore ¢izilen genetik benzerlik dendrogram
Figure 2. Genetic similarity dendrogram plotted according to UPGMA method using ISSE data

SONUC

Bu arastirmada 30 pamuk (Gossypium hirsutum L.)
cesidi genetik benzerlikleri DNA seviyesinde ISSR
DNA markori yardimiyla belirlenmistir. Elde edilen
sonuclar kisaca asagida 6zetlenmisgtir.

1. Cesitleri DNA seviyesinde ayirmak igin ilk 6nce 24
ISSR primer 8 pamuk g¢esidinde 6n arastirmada
kullanilmig olup, bunlardan 9 adedinin PCR urini
meydana getirdigi, 15 ISSR primerinin bir trin
meydana getirmedigi saptanmigtair.

2. Kullanilan 9 adet 9 ISSR primerinin 30 adet pamuk
¢esidinde, 41 bant olusturdugu ve bu bantlardan
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ortalama  22.3  tanesinin  polimorfik  oldugu
saptanmistir. Primer bagina polimorfik bant sayisi
ortalama 2.5 olarak bulunmustur.

3. Polimorfizm oranlari acisindan primerler
kiyaslandiginda en yiiksek polimorfizm orani 0.89 ile
A110ISSR03 ISSR primerinde elde edilirken, en diigiik
polimorfizm ise A105ISSR02 primerinde saptanmigtir.
4. Kullanilan tim primerlerin pamukta polimorfik
bant uretebildikleri, polimorfik bant oraninin %6 ile
%89 arasinda degistigi belirlenmigtir.

5. ISSR primerlerine iligkin polimorfik bilgi igerigi
(PIC) degerleri 0.19 ile 0.68 arahiginda degisim
gbstermigtir.
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6. En yiiksek polimorfik bilgi icerigi (PIC) olan 0.68
degeri UBC 836 primerinde, en dusik PIC degeri ise
0.19 ile UBC 841 primerinden elde edilmig ve tiim
primerler i¢in ortalama PIC degeri ise 0.49 olarak
hesaplanmigtir.

7. Ortalama Jaccard benzerlik katsayisi 0.77 olarak
bulunmustur.

8. Jaccard benzerlik katsayisina goére Nazilli 303
¢esidinin 0.20 benzerlik katsayisi ile Ersan -92 ve
Gapeyam-1 cesitleri ile en yakin benzerlik gosterdigi,
Nazilli 66-100 ¢esidinin yine 0.20 benzerlik katsayisi
ile Gapeyam-1 cesidi ile genetik yakinlik icinde oldugu
saptanmigtir. Genetik bazda en uzak cesitler igin
benzerlik katsayisi ise 1.41 olarak belirlenmigtir.

9. UPGMA kiimeleme analiz sonucu 30 pamuk ¢esidi
genetik yakinlik acisindan 2 ana kiimeye ayrilmigtir.
Ana kiimenin birinde ADN P01, Nazilli 342 ve Nazilli
143 cesitleri yer alirken diger ana kime de iki alt
kiimeye, alt kiimelerden biri ise kendi igerisinde yine
tekrar iki alt kiimeye ayrilmigtir.

10.ISSR molekiiler markor tekniginin pamukta
genetik cesitliligi belirleme c¢alismalarinda basariyla
uygulanabilecegi, bununla birlikte gostermis oldugu
yiksek polimorfizm ve tekrarlanabilme 6zelliginden
dolayi, laboratuvar olanaklar1 kisith  birgok
laboratuvarda basariyla uygulanabilecegi sonucuna
varilmigtir.
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