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Ozet: Pamuk (Gossypium L.) diinya genelinde tekstil endiistrisi i¢in en 6nemli dogal lif kaynag ve ayn1 zamanda 6nemli bir yag
bitkisidir. Pamuk lifleri tekstil i¢in ana kaynak olmakla birlikte lifi, tohumu ve bitkisi ev izolasyon materyali olarak enerji tasarrufunda,
proteince zengin hayvan yemi, yag1 gida olarak insan beslenmesinde, bitkisi ise altlik ve biyomateryal olarak ta degisik kullanim
alanlarina sahiptir. Pamukta i1slah calismalar1 genellikle verim ve lif kaliteleri yoniinden secgkin genotipler arasinda yapilan
melezlemeler ve daha dnce gelistirilmis cesitlerden seleksiyon ¢alismalarina dayanmaktadir. Ancak pamuk 1slah programlari, kiltiir
cesitlerinde dar olan genetik cesitlilikten olumsuz yonde etkilenmektedir. Bu durum arastiricilari tiirler-arasi melezleme ile
introgresyona tesvik etmistir. Tiirler-arasi melezlemelerde kompleks antagonistik iligkiler, farkli ploidi seviyelerinden dolay1
sitogenetik farkliliklarla translokasyonlar ve inversiyonlar, kromozom yapisal farkliliklari, linkaj etkisi ile arzu edilmeyen tarimsal
ozelliklerin varligi, rekombinasyonun azligl, erken generasyonlarda introgresyonun kaybolmasi, kisirlik, Muller-Dobzhansky
kompleksi nedeni ile olimciil epistatik interaksiyonlar ve Mendel ag¢iliminin olugsmamasi gibi nedenlerden dolayr sorunlar
yasanmaktadir. Kromozom substitlisyon hatlarinin kullanilmasi ile yukarida so6zii edilen tiirler-arasi melezlemelerdeki olumsuzluklar
ortadan kaldirilabilmektedir. Bu ¢alismada 17 kromozom substitiisyon hattinin tanimlanmasi igin genik CAPS-SSR markirlar:
kullanilmistir. Toplamda 11 CAPS-SSR markir1 ve 16 restriksiyon enzimi kullanilmistir. Bu baglamda 11 monomorfik olan SSR markiri
CAPS-SSR yontemi ile 9 polimorfik markir olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak CAPS-SSR markir yontemi kullanilarak kromozom
substitiisyon hatlarinin kromozom lokasyonlarinin tespit edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: EST-SSR, -CAPS-SSR, CS-B, Pamuk

Determination of Cotton (Gossypium L.) Chromosome Substitution Lines Using CAPS-SSR Markers
Abstract: Cotton (Gossypium L.) is the most important natural fiber source for the textile industry worldwide and is also an important
oil plant. Although cotton fibers are the main source for textiles, its fibers, seeds and plants are used in energy saving as home
insulation materials, protein-rich animal feed, oil in human nutrition as food, and its plants as litter and biomaterial. Breeding studies
in cotton are generally based on cross-breeding between distinguished genotypes in terms of yield and fiber quality and selection
studies from previously developed varieties. However, cotton breeding programs are negatively affected by the narrow genetic
diversity in cultivars. This situation has encouraged researchers to investigate introgression through interspecies hybridization.
Complex antagonistic relationships in interspecies hybridizations, translocations, and inversions with cytogenetic differences due to
different ploidy levels, chromosome structural differences, the presence of undesirable agricultural traits due to the linkage effect, lack
of recombination, loss of introgression in early generations, sterility, lethal epistatic interactions due to the Muller-Dobzhansky
complex and problems occur due to reasons such as Mendel expansion not occurring. By using chromosome substitution lines, the
negativities in interspecies hybridizations mentioned above can be eliminated. In this study, genic CAPS-SSR markers were used to
identify 17 chromosome substitution lines. A total of 11 CAPS-SSR markers and 16 restriction enzymes were used. In this context, 11
monomorphic SSR markers were converted to 9 polymorphic markers by the CAPS-SSR method. As a result, it was concluded that the
chromosome locations of chromosome substitution lines can be determined by using the CAPS-SSR marker method.
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1. Giris Ulkemizde bu enlem dereceleri arasinda oldugundan
Tekstil sektériiniin en énemli dogal hammaddesi olan pamuk Gretimi yapan ilkeler arasinda onemli bir yeri
pamuk (Gossypium L.), ticari olarak iiretimi diinyamn bulunmaktadir. Pamuk yaygin ve zorunlu kullanim
sicak enlemlerindeki alanlarda yogunlagmistir. Pamuk alaniyla insanlik agisindan, yarattigi katma deger ve
iiretimi, Kuzey yarimkiirede 45°, Giiney yarimkiirede ise istihdam olanaklariyla da iiretici iilkeler ve tiretici aileler
32° enlemlerine kadar uzanmaktadir (Mert, 2007).  agisindan biyiik ekonomik 6neme sahip bir triindir.
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Pamuk islenmesi acisindan ¢ir¢ir sanayisinin, lifi ile
tekstil sanayisinin, tohumu ile yag ve yem sanayisinin,
(hav) ile de Kkagt sanayisinin hammaddesi
durumundadir. Diinyadaki artisi ve yasam
standardinin yiikselmesiyle pamuk lifine olan ihtiyaci da

linteri
niifus

artirmaktadir (Aydin, 2023). Bundan dolay1 diinya da ve
ilkemizde pamuk bitkisinin 6énemini daha da ortaya
cikarmaktadir.

Pamuk bitkisinin Malvaceae ailesine ait yaklasik 52 tiirii
bulunmakta ve sitogenetik olarak 9 farklh genoma
sahiptir (Viot ve Wendel, 2023). 52 tiir icinde tetraploid
ve diploid genom yapisina sahip tiirler bulunmaktadir.
Diinya genelinde en ¢ok kiltiirii yapilan pamuk tiiri de
tetraploid kromozom (n=26) yapisina sahip olup bunlar
yeni diinya pamuklar1 olarak bilinen Gossypium hirsutum
ve Gossypium barbadense’dir (Witt ve ark. 2020). Eski
diinya pamuklar1 olaraksa Gossypium arberoum ve
Gossypium herbaceum diploid kromozom (n=13) yapisina
sahiptirler. Diploid kromozom yapisina sahip eski diinya
pamuklarinin iretimi ¢ok az diizeydedir. Diinyada ve
ilkemizde en ¢ok iiretimi yapilan pamuk tiiri G. hirsutum
tliriine ait pamuk c¢esitleridir. Bu tiiriin c¢esitleri G.
barbadense tirliinlin c¢esitlerine gore daha verimli ve
adaptasyon yetenekleri daha yiiksektir. Fakat lif kalitesi
(ince, uzun, saglam) olarak ele alindiginda G. barbadense
tlriinln cesitleri daha iistiin gelmektedir. Bu tiir verim
dustikliigi ve dar adaptasyon yetenegine
olmasindan dolay1 ekim alanlari sinirlidir. Arastiricilar G.
barbadense c¢esitleri ile G. cesitlerinin
melezlenmesi ile hem yiiksek verim hem de yiiksek lif
kalitesine sahip cesitler gelistirmeyi amag¢lamislardir. G.
barbadense tiiriinde bulunan {istiin
aktarilmasina yonelik yapilan melezleme ¢alismalarinda
istenmeyen geccilik, diisiik verimlilik, kiiciik koza vb.

sahip

hirsutum

lif ozelliklerin

ozelliklerde aktarilmistir. Bu sorunun ¢dziimii iginde
biitlin bir genomun aktarilmasi yerine G. barbadense'nin
biitlin bir kromozom ve kromozom parcalarinin G.
hirsutum cesitlerine aktarmaya yonelmislerdir (Stelly ve
ark., 2005). Buna yonelik yapilan 1slah ¢alismalari ile G.
hirsutum (Texas Marker-1)’'e izogenik bir hata G.
barbadense (Pima 3-79)un kromozom c¢ifti ya da
kromozom ¢iftinin kolunu tasiyan disomik kromozom
ikame (substitiisyon) hatlar1 (CS-B) gelistirilmistir (Liu
ve ark., 2000).

Fenotip destekli markirlar, ¢evre sartlarindan etkilendigi,
uzmanlk gerektirdigi ve yetersiz kaldiklar1 igin
arastiricilar teshislerin daha giivenilir yapilmasi igin
molekiiler tabanli markirlara y6nelmislerdir (Song ve
ark., 2023). DNA molekiiler markirlar1 genom diizeyinde
farkliliklar1 ortaya koyan ve DNA dizisinde 6zel bolge
(Lateef, 2015). DNA
makirlar1 direk gen iizerinde ise genik, dogrudan gen
degilse genomik markir
DNA molekiiler
organizmalarda kullanilan dokunun gelisim siiresine
baglh olmadan her dokuda belirlenebildigi, degisim
gostermedigi, cevre sartlarindan etkilenmedigi, gen
interaksiyonlarindan (pleotropi, epistasi vb)

olarak tanimlanmaktadirlar

lizerinde olarak

isimlendirilmektedirler. markirlar

etkilenmediginden kullanim alanlar1 ¢ok genistir. Bundan
dolay1 molekiiler markirlar fenotip tabanli markirlardan
daha avantajli konumdadirlar (Arif ve ark., 2010; Lateef,
2015; Younis ve ark., 2020; Shah ve ark., 2023).

Kullanilan DNA markirlar1 arasinda en ¢ok tercih edilen

ise  SSR olarak bilinen mikrosatellitlerdir. SSR
markirlarinin  ¢ok kullanilmasinin nedenleri ytiksek
polimorfizme sahip olmasi, ko-dominant d&zellik

gostermesi, tekrar edilebilir olmasi, uygulanmasinin
kolay ve ucuz olmasindan kaynaklanmaktadir (Peng ve
ark, 2021). Bu markir tekniginin tek dezavantaji

kullanilacak  tiiriin genom bilgisinin olmasi
gerekmektedir. Giinlimiizde in-silico yontemler ve veri
tabanlarinin ~ kullaniminin  avantajlar1  sayesinde

gelistirilen primer ciftleri bir cinsin tiirleri arasinda ve
hatta yakin cinsler arasinda ayni primerlerin cahstigl
rapor edilmektedir (Karaca ve ark., 2013, Preethi ve ark.,,
2020). In-silico yontemlerle gelistirilen mikrosatellit
markirlarinin dustik polimorfizm
gostermeleridir. SSR’larin in-silico veri tabanlarindan

dezavantajl

gelistirilenlerde ve monomorfik markirlarin polimorfik
doniistiiriilmesinde teknikse
Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (CAPS)-
mikrosatellit yontemidir. CAPS-mikrosatellit tekniginde
Expressed sequence taq (EST) tabanli mikrosatellitlerde

markirlara kullanilan

post-transktipsiyon olaylarindan kaynaklanan ¢ok biiyiik
ve monomorfik mikrosatellit farkl
restriksiyon ¢ikan
polimorfizme dayanan bir tekniktir. Bu teknik genelde
ko-dominant markir iiretmektedir. Ayrica bu ydntem
agaroz jel elektroforez ayristirma teknigine uygun olmasi
kullamimini da kolaylastirir (Ince ve ark., 2009, ince,
2010). Bu calismada monomorfik olarak bilinen 11 EST-
SSR markir1 16 farkh restriksiyon enzimi ile kesilerek

lokuslarinin

enzimleri  kullanilarak ortaya

polimorfik 6zelliklerinin ortaya konmasi ve Pamuk
substitiisyon hatlarinin  belirlenmesinde
kullanilmasi amaglanmuistir.

kromozom

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki Materyali

Bu ¢alismada Prof. Dr. Sukumar Saha (USDA/MSU, USA)
tarafindan tedarik edilen ve Stelly ve ark. (2005)
tarafindan gelistirilmis olan 17 adet
substitiisyon (CS-B) hatti kullanilmistir. Bu genetik
stoklar G. barbadense Pima 3-79’a (double haploid) ait 17
kromozom ya da kromozom kolu, TM-1’e (G. hirsutum L.
Marker-1) izogenik hat olan bir hatta
aktarilmasiyla elde edilmistir (Stelly ve ark. 2005). Her
bir CS-B hatti G. barbadense Pima 3-79'dan bir cift
kromozom, kromozom kisa kolu (Sh) veya kromozom
uzun Kkolu (Lo) tasimaktadir. 17 CS-B, 1 TM-1 ve 1 Pima
3-79 olmak {zere toplamda 19 genotip {zerinde
calisilmistir. Bitki materyaline ait Ornekler Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Deneme

kromozom

Texas

Alanlarinda yetistirilerek yaprak érnekleri toplanmistir.
2.2. DNA izolasyonu

Bitkiler besinci gergek yapraklarini ¢ikardiktan sonra her
bir bitki icin steril sartlarda yaprak ornekleri toplanarak
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DNA izolasyon islemleri Karaca ve ark. (2005)’e gore

gerceklestirilmistir.
2.3. DNA Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi
DNA kalite ve miktarinin belirlenmesinde

spektrofotometrik yaklasim ile agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilmistir. Spektrofotometre ile ol¢ciimde
DNA ornekleri 25 kat seyreltilerek 200-300 nm arasi
tarama gerceklestirilerek Az3o, A260 ve Azgo absorbans
degerleri 6l¢lilmiistiir.

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Calismada kullanilan kimyasallar molekiiler biyoloji
grade olup Vivantis firmasindan temin edilmistir. PZR
islemlerinde GeneAmp System 9700 marka Termal
Dongii Cihazindan yararlanilmistir. PZR islemlerinde
hacim 25 pl’ye ayarlanmis ve icerisinde 85 nanogram
toplam genomik DNA, 0,5 pM kullanilan primer ifti, 10X
buffer, 0,28 mM her bir dNTP, 2,5 mM MgCl; ve 1 linite
Taqg DNA polimeraz (Vivantis) igeren soliisyonda
gergeklestirilmistir. CAPS-SSR calismalar1 i¢in Touch-
Down PZR metodu uygulanmis ve ilk 10 dongii icin her

Tablo 1. Kullanilan restriksiyon enzimleri

dongiide 0,5 °C sicaklik diisiiriImiistir.

On denatiirasyon icin 4 dakika 94 °C, denatiirasyon i¢in
94 oC’de 20 saniye, primer baglanma sicakligi 61 °C’de 30
saniye, 72 oC'de 1 dakika ve son olarak 72 °C’'de 10 dakika
olarak toplamda 40 dongiide gergeklestirilmistir.

2.5. CAPS-Mikrosatellit Analizleri

CAPS-mikrosatellit DNA markir teknigi polimorfizmin
ortaya ¢ikarmasi yoniinden RFLP ve SNP tekniklerinin
her ikisinden de faydalanmaktadir. CAPS-mikrosatellit
teknigi genik
kullanilabildigi gibi genomik markirlarinda elde
edilmesinde kullanilabilmektedir. Calismada kullanilan
restriksiyon enzim isimleri, tanima boélgeleri ve calisma
sicakliklar1 Tablo 1’de verilmistir.

2.6. Primer Ciftleri

PZR calismalarinda kullanilan primerin sekans ve motif
bilgileri Tablo 2’de verilmistir. Karaca ve Ince (2011)
tarafindan gelistirilen MK primerleri genomun ifade
edilebilen kismindan gelistirilmis markirlardir.

markirlarin elde edilmesinde

No Eim adi Tanima Bolgesi Calisma sicaklig Ticari Kaynagi
1 Hinf1 5'.GANTC..3 37°C Bioron
3'..CTNA,G..5’
2 Cla1 5'..AT" CGAT..3 37°C Fermentas
3..TAGC,TA..5’
3 Rsal 5'.GT7AC..3 37°C Fermentas
3'..CA,TG..5’
5..GATYATC..3’ .
4 EcoRV 3..CTA,TA G..5' 37°C Fermentas
5 Hae 111 5'.GGYCC..3 37°C Fermentas
3'..CC,GG..5’
) 5'..AYAGCTT..3’
6 Hind 111 37 °C Fermentas
3..TTCGA ,A..5’
7 Ecorl 5'.." CCWGG..3' 37°C Fermentas
3..GGWCC,..5
8 Aat 1l 5'..GACGT"C..3 37°C Fermentas
3'..Co,TGCAG...5’
9 Vsp 1 5'.AT"TAAT..3 37°C Fermentas
3..TAAT,TA..5’
10 Hpa ll 5".C7 CGG..3 37°C Fermentas
3'..GGC,oC..5'
11 BamH 1 5'..GYGATCC..3 37°C Fermentas
3'..CCTAG,G..5
12 Hin6 1 5.6 CGC..3" 37°C Fermentas
3..CGC,G..5’
13 Taq1l 5.T"CGA..3 65 °C Fermentas
3. AGC,T..5'
14 Dral 5. TTTTAAA.3' 37°C Fermentas
3..AAA,TTT..5
15 Not1 5..GC" GGCCGC..3 37°C Fermentas
3'..CGCCGG,CG..5’
16 Ncol 5'..C” CATGG..3 37°C Fermentas
3'..GGTAC,C..5
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Tablo 2. Kullanilan primer ciftlerine ait bilgiler

Markir Primer Sekans Dizisi (5'=3") MOTIF
MKO11 F:CCTCCTCGTTTCTTCACTGC [TCT]12
R:CTTGTTCCATTTCACCCAAAG
MKO048 F:TTTGGGCTTTCTTTTCTCTCTC [CT]17
R:AGACTTTGTGTCCCGCTCA
MKO070 F:GAGACGGTGGTGATGATGG [AAG]16
R:CCTTGTCAGTGTCCGAGTTG
MKO095 F:AAACTGCAAACCCCACACTC [CTT]s
R:GGAGAGGCTATTCAGGGAGA
MKO098 F:TCACAAGAGGCTTTCAATGCT [ATTT]s
R:TTACACCTCCAGGCATCAAA
MK101 F:TCATCATCATCCTCGTCTTGA [CAT]1s
R:TTATGGCCCAATCCTCTCAC
MK105 F:CAAAGATGCCGAAAGAGAGG [CCG]12
R:GTAAGATCGGCGGGTCATC
MK114 F:ATGGTCATTCCGATGCTGTT [CTG]s
R:CCAATGGTCCCTACATGACC
MK158 F:CTTCCAGTTCCACCATAGCC [AC]14
R:ACCAAATCCAGGTTCCACAG
MK159 F:TTTGGGCTTTCTTTTCTCTCTC [CT]17[TCTCTT]4
R:AGACTTTGTGTCCCGCTCA
MK173 F:GGGGTCCACAGATACAGG [TATG]o

R:GTCCAAAACTTGTCCCATTAG

2.7. CAPS-Mikrosatellit Markirlarinin Belirlenmesi

CS-B’lerde kullanilan CAPS markirlarin belirlenmesinde 3
kriter tizerinde durulmustur. Bu kriterler: 1) hem G.
hirsutum hem de G. barbadense tiiriiniin cesitlerinin
DNA’larinda amplikon ftretmesi, 2) tekrar edilebilir
markir ortaya koymasi ve 3) agaroz jelde polimorfizmi
net bir sekilde ortaya koymasidir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. DNA Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi

Toplam 19 bitkiye ait tohumlar tarla sartlarinda ekilerek
bitkilerden sekilde yaprak
toplanmustir. Bitki yaprak ornekler toplanirken kaliteli

steril  bir ornekleri
DNA elde etmek amaciyla bitkinin strese girmedigi sabah
Clinkii  bitki
yaprak oOrnekleri toplandiginda polisakkarit ve fenolik
bilesik miktar fazlalasir ve DNA izolasyonunu zorlastirir
(Karaca 2001, Aydin ve ark., 2018). Bitki yaprak dokular:
-196 oC s1v1 azot yardimi ile havan ve havaneli yardimiyla

saatlerinde toplanmistir. stres halinde

toz haline getirilerek DNA izolasyonu Karaca ve ark.
(2005)’e gore
gerceklestirilen

izolasyonu
miktarinin

gerceklestirilmistir.
DNA’nin
belirlenmesinde spektrofotometrik yontemde 25 Kkat

kalite ve

seyreltilmis olan toplam DNA'nin analizinde 200 nm ile
300 nm dalga boylarinda tarama yapilmis ve Az3o, Aze0 Ve
Azgo degerleri tespit edilmistir (Sekil 1).

Sekil 1'de spektrofotometre ile okunan degerler arasinda
restriksiyon enzim kullanimina uygun protein,
polisakkarit ve fenolik bilesiklerden arindirilmis bir
grafik cizmektedir. Saf DNA Aze60/A230 degeri yaklasik
1,80 degerini vermesi gerekmektedir (Aydin ve ark,

2018). Tablo 3’'te genomik DNA’larin spektrofotometre

okumalari belirtilmistir. Spektrofotometrik yontemler ile
DNA kalite ve miktar1 belirlenmis ve yapilan goézlemler
sonucunda elde edilen DNA’larin hem protein hem de
polisakkarit ve fenolik bilesiklerinden arindirildig tespit
edilmistir. Ayrica elde edilen DNA miktarlarinin da
yeterli diizeyde oldugu saptanmistir. Fakat
spektrofotometrik yaklasim ile elde edilen DNA'nin kirik
olup olmadigl anlasilamamaktadir (Karaca ve Ince,
2023). Bundan dolay1 da agaroz jel elektroforez yontemi
ile bu tespit edilebilmektedir (Ince, 2010). Elde edilen
DNA’larin kirik olup olmadigi anlasilmasi i¢in her bir
ornege ait 700 ng genomik DNA % 1’lik agaroz jelde 90
dk yiritilmis ve elde edilen jel goriintiisiinde DNA'nin
kirik olmadig tespit edilmistir (Sekil 2).

Abs
300.0 nm

‘\\
I\

0.150
\_// \
0.075 \\

kY

280 300

Spectrum
0.010

0.300

0.225

0.000

200 220 240 260

Sekil 1. Spektrofotometre okumasi ile genomik DNA'nin
kalitesinin belirlenmesi
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Tablo 3. izolasyonu gerceklestirilen genomik DNA spektrofotometre verileri ve genomik DNA miktari

Materyal Az30 Azeo Azso Az60/280 Az60/230 ug/mL
TM-1 0,124 0,241 0,132 1,82 1,93 601,3
Pima 3-79 0,149 0,321 0,173 1,85 2,15 801,3
B01 0,158 0,328 0,176 1,84 1,97 731,7
B02 0,185 0,400 0,215 1,86 2,09 906,7
B04 0,168 0,364 0,195 1,85 1,97 837,5
B05 Sh 0,155 0,324 0,174 1,84 1,98 737,9
B06 0,140 0,285 0,152 1,87 1,96 601,3
B07 0,157 0,325 0,175 1,81 1,91 718,8
B11 Sh 0,145 0,300 0,161 1,86 2,01 638,3
B12 Sh 0,176 0,375 0,201 1,84 1,99 831,3
B14 Sh 0,129 0,265 0,142 1,87 2,02 550,8
B15 Sh 0,110 0,208 0,113 1,83 1,87 454,2
B16 0,123 0,241 0,128 1,87 1,89 500,8
B17 0,127 0,251 0,134 1,87 1,97 522,1
B18 0,147 0,292 0,160 1,83 1,99 625,4
B22 Sh 0,129 0,262 0,142 1,83 1,94 577,9
B22 Lo 0,135 0,270 0,145 1,85 1,93 605,0
B25 0,143 0,270 0,145 1,85 1,86 545,8
B26 Lo 0,130 0,263 0,140 1,88 2,02 657,5

Sekil 2. Genomik DNA'nin agaroz jel elektroforez yontemi ile belirlenmesi.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyon Uygulamalar kullanilarak belirlenen primer ile PZR calismalari
Calismada 11 primer c¢ifti TM-1 ve Pima 3-79 hattinin yapimistir. PZR’nin iiretmis oldugu amplikonlar jelde
genomik DNA’larindan 8,5 pL kullanilarak (10 ng/pL teyit edilerek her bir primer ciftinin amplikonlar1 Tablo

stoktan) final hacmi 25 pL olacak reaksiyonda PZR iginde 1’de belirtilen restriksiyon enzimleri ile kullanim
gerceklestirilmistir. 25 pL final hacim icinde 0,5 pM kilavuzuna gore islem yapilarak gerceklestirilmistir. Sekil
primer cifti konsantrasyonu, 10X Tagq soliisyonundan 2,5 3’te Hae III restriksiyon enziminin 11 MK primeri ile
pL, her bir dNTP i¢in 0,28 mM konsantrasyon, 2,5 mM reaksiyonu sonucunda jel goriintiileri bulunmaktadir.

MgClz ve 1 tlnite Taq DNA Polimeraz (Vivantis) enzimi

Haelll
MK11 MK48 MK70 MK95 MK98 MKI01l MKI105 MKI114 MKIS8 MKI159 MKI173

.‘”i E

Sekil 3. Hae III restriksiyon enziminin 11 MK primeri ile PZR sonrasi reaksiyonlarinin agaroz jel elektroforez
goruntusu.
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CAPS markirlar1 ko-dominant bir markir teknigi olup
ozellikle 500 baz ¢ifti (bg) lizerinde olan monomorfik
markirlari polimorfik markirlara dontstiiren bir markir
yontemidir (Matuszczak ve ark., 2020). Bu markir teknigi
gen belirleme, genetik iligkilerin ortaya konmasi, cinsiyet
belirleme, organizmalarda biyotik ve abiyorik streslere
karsi  hassasiyeti ya da
kullanilabilmektedirler. Ayrica uygulamasi kolay ve ¢ok
maliyet gerektirmemektedir (Walkowiak ve ark., 2022;

direnci  belirlemede

Wang ve ark., 2023). CAPS markir teknigi bu ¢alismada
da kromozom substitiisyon hatlarinin belirlenmesinde
kullanilmistir.

Yapilan gozlemlemeler ve analizler sonucunda Hae III
restriksiyon enzimi i¢in polimorfik markirlara doniisen
pirimerler 17 CS-B hattinda taranarak kromozom
lokasyonlarinin belirlenmesinde kullanilmistir. Tablo 4’te
her bir primer icin hangi
polimorfik oldugu belirtilmistir.

restriksiyon enziminde

Tablo 4. MK primerlerinin farkli restriksiyon enzim ile kesim sonuglari

MK Primer Ciftleri

Enzim/

. MK MK MK MK MK
Primer

011 048 070 095 098

MK MK MK MK MK MK
101 105 114 158 159 173

Hinf1 M P M -
Clal - - - -
Rsa 1 P P - -
EcoRV - - M

Hae 11l - P M P -
Hind 111 - - M

Ecorl - - - - -
Aat 11 - - - - -
Vsp 1 - -
Hpa 1l - -
BamH 1 - - - - -
Hin6'1 M
Taq 1 P
Dral P
Not 1 -
Nco l - - -

=T =2=EE

=

M

u < ©

P -

P - -

2=
g
o
g

= = =
' ==
=T =2E=EEE

==X

-= kesim bolgesinin olmadigi, M=: kesim bolgesinin oldugu ama monomorfik bant verdigi, P= kesim bélgesinin oldugu ve polimorfik

bant oldugunu gosterir.

tablo MKO098
primerinin kullanilan restriksiyon enzimleri arasinda hig¢
birisi  tarafindan polimorfik bant olusturmadig
gbzlemlenmistir. Bunun nedeni primerin hem G. hirsutum
hem de G. barbadense igin kullanilan hatlarin bu gen
bolgesi igin

Kesim  sonucunda incelendiginde

yliksek oranda benzerlik gosterdigi
anlasilmaktadir. MK158 primeri i¢in ise Hinf'I ve Hae III
restriksiyon enzimleri tarafindan polimorfik bantlar
ortaya koydugu tespit edilmistir. BamH 1, Aat 11, Not 1
restriksiyon enzimleri sadece bir kesim bdlgesi oldugu,
Nco 1 restriksiyon enzimi igin hicbir primerde kesim
bolgesinin olmadig1 saptanmistir. Primerler iizerinde en
¢ok kesim bolgesine sahip restriksiyon enzimi Hinf I
olarak tespit edilmistir. Her bir primer ayr1 ayri
incelendiginde MKO011 iizerinde 2, MK048 iizerinde 3,
MKO70 tizerinde 9, MK095 iizerinde 4, MK098 iizerinde
8, MK105 iizerinde 1, MK114 {izerinde 6, MK158
tzerinde 10, MK159 iizerinde 5 ve MK173 tlzerinde 5
farkli restriksiyon enzim kesim bélgelerinin oldugu
belirlenmistir. Polimorfik primerlerin belirlenmesinde
kullanilan restriksiyon enzimleri 11 MK primerinden 9
tane MK primerinde polimorfik olarak aday kullanilacak
primerler oldugu belirlenmistir. Elde edilen bilgiler
degerlendirilerek TM-1, Pima 3-79 ve 17 disomik

kromozom substitiisyon hattinda taramalar yapilmistir.
3.3. Polimorfik CAPS-Mikrosatellit Lokuslarimin
Tespiti

Son yillarda kromozom substitiisyon hatlarinin kullanimi
genetik ara¢ olarak ¢ok fayda saglamaktadir. Ayrica
1slahgilar yeni gesit gelistirme siirecindeki hem uzun stire
hem de istenmeyen 6zelliklerin aktarilmasindan dolay:
bu siirece girmeyi pek istememektedir. Buna karsin
kromozom substitiisyon hatlarinin kullanimi ve sadece
istenen lokuslarin aktarilmasi bu zahmeti azaltmaktadir
(Saha ve ark., 2023). Kromozom substitiisyon hatlarinin
kullanim amaglarindan birisi de bitki biiylimesindeki
mikro-besin elementlerinin kromozom veya lokus
dizeyinde iligkileri incelenmistir. Yapilan arastirmalarda
kromozom substitlisyon hatlarinda mikro-besin element
dizeylerinde farkliliklar oldugu saptanmistir (Bellaloui
ve ark., 2020; Saha ve ark., 2023).

Yapilan taramalar sonucunda sadece CS-B02 nolu hat
primerler tespit edilmigtir. CS-B02’nin
belirlenmesinde daha o6nceki literatiir calismalarinda
BNL1434 ve BNL3971 kodlu primerler bu hat tizerinde
oldugu Gutierrez ve ark. (2009) tarafindan rapor

tarafindan
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kromozom substitiisyon hatti teyit edilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda MK070 primeri TM-1, Pima -79 ve
17 CS-B hatt1 PZR sonrasi Taq [ restriksiyon enzimi ile
kesilmis ve Sekil 4 ve 5’te de goriildiigii tizere CS-B02
nolu kromozom substitiisyon hattinin G. barbadense
tlriinin 2 nolu kromozomunu tasidig1 saptanmistir. Ayni
durumda MKO048 primeri ve Rsa I restriksiyon enzimi
kullanildiginda da CS-B02 nolu kromozom substitiisyon
hatt1 teyit edilmektedir.

Kromozom substitiisyon hatlarinin énemli 6zelliklerden
biri niceliksel 6zellik lokuslar1 (“Quantitative Trait Loci”
QTL) c¢alismalarinda kullanimidir. Pamuk lif kalitesi ve
diger o6zelliklerden herhangi birisinin QTL belirlenmesi
yapilacak 1slah c¢alismalarinda da bilyilik Onem arz
etmektedir. Bundan dolay1r pamuk kromozom
substitlisyon hatlarinin bu ¢alismalarda kullanilmasi ve
bu hatlarin belirlenmesi 1slah programlari icin ¢ok

onemlidir (Zhu et al. 2020).

2 oJpd ol ion i 19 10 11 12 dSHIREeR 16 17 18 19

T ] | L 1 L

mew

Sekil 4. Taq I restriksiyon enzimin MK070 lokusu kullanilarak substitiisyon hatlarinda analiz edilmesi (1: TM-1, 2: Pima
3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B05Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12:
CS-B15Sh, 13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo).

|

300 bp

2 3 4567 89

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Sekil 5. Rsa I restriksiyon enzimin MK048 lokusu kullanilarak substitiisyon hatlarinda analiz edilmesi (1: TM-1, 2: Pima
3-79, 3: CS-B01, 4: CS-B02, 5: CS-B04, 6: CS-B0O5Sh, 7: CS-B06, 8: CS-B07, 9: CS-B11Sh, 10: CS-B12Sh, 11: CS-B14Sh, 12:
CS-B15Sh, 13: CS-B16, 14: CS-B17, 15: CS-B18, 16: CS-B22Sh, 17: CS-B22Lo, 18: CS-B25, 19: CS-B26Lo).

4. Sonug¢

Calisma kapsaminda CAPS-mikrosatellit analizleri i¢in
MK primer ciftleri ile taranan TM-1 ve Pima 3-79 hatlar1
arasinda monomorfik ve500 baz ciftinden biiyiik
amplikon olusturan MK011, MK048, MK070, MKO095,
MKO098, MK101, MK105, MK114, MK158, MK159 ve
MK173 lokuslart kullanilmistir. PZR irtnleri 16 farklh
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile taranmistir. Bu
tarama sonucunda MK098 ve MK114 nolu primerler
harig diger primerlerin polimorfik markirlara déniistiigi
tespit edilmistir. Kullanilan restriksiyon enzimlerinden
Nco 1 ¢alismada kullanilan primerlerin olusturmus
oldugu gen bolgelerinde herhangi bir kesim bélgesinin
olmadigl analizler sonucunda ortaya konulmustur.
Kullanilan restriksiyon enzimlerinden Ras I ve Taq I
sirasiyla MK048 ve MK070 nolu primerlerin CS-B02 nolu
pamuk kromozom substitiisyon hattini teyit ettigi tespit
edilmistir. Sonug olarak tilkemiz pamuk 1slahi i¢in 6nemli

olan pamuk kromozom substitiisyon hatlarinin teyit
edilmesi biiylik 6nem arz etmektedir. Ayrica EST-SSR
markirlart her ne kadar monomorfik olsalar da CAPS
yontemi ile polimorfik markirlara déniistiiriilebilecegi bu
calisma ile ortaya konulmustur. Ulkemiz pamuk islahi
icin bu tir molekiiler yaklasimlarin daha ytiksek biitce ve
is hacmi ile arastirilmasi ve 1slah ¢alismalarina katki
saglamalari gerekmektedir.
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Katki Orani1 Beyam
Yazar(lar)in katki yiizdesi asagida verilmistir. Tim
yazarlar makaleyi incelemis ve onaylamistir.

AA. M.K

50 50
T 100
Y 100
VTI 50 50
VAY 50 50
KT 50 50
YZ 50 50
KI 50 50
GR 50 50
PY 50 50
FA 50 50

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, Kl= Kkritik inceleme, GR= gonderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon alimi.

Catisma Beyani
Yazarlar bu ¢alismada higbir c¢ikar iligkisi olmadigini
beyan etmektedirler.

Etik Onay Beyam

Bu arastirmada hayvanlar ve insanlar tizerinde herhangi
bir ¢alisma yapilmadigi igin etik kurul
alinmamugtir.

onayl
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