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Oz

Bu ¢alismada, 10 adet pamuk (Gossypium hirsutum L.) ¢esidinin molekiiler karakterizasyonu yapilmigtir. DNA temelli 6 adet iPBS
markérleri kullanilmis olup, toplamda 36 adet polimorfik bant goriilmiis ve ortalama polimorfizm orant %77.65 olarak saptanmustir.
Markorlerin ortalama polimorfizm degeri (PIC) de 0.27, ortalama gen ¢esitliligi (H) degerleri 0.34, ortalama Dice benzerlik katsay1
degeri 0.37, korelasyon katsay1 degeri (r) de 0.9026 olarak hesaplanmistir. Genotipler arasindaki genetik iliski, NTSYS-pc yazilimi
kullanilarak belirlenmis ve 0.0456 ile 0.8387 arasinda degistigi saptanmustir. lk ii¢c eigen degerleri toplami, toplam varyasyonun
%71.93’1inli agiklamistir. Genotiplerin molekiiler varyasyon gosterdigi belirlenmis olup, genetik ¢esitlilik sonuglarinin gelecekteki
pamuk 1slah ¢aligmalarinin planlanmasinda kullanilabilecegi sonucuna vartlmistir.

Anahtar Kelimeler: Gossypium hirsutum L., Polimorfizm, Islah, iPBS.

Reveal of Genetic Variation by iPBS Analysis in Some Cotton
Varieties

Abstract

In current study, molecular characterization of 10 cotton (Gossypium hirsutum L.) varieties is performed. There are 6 DNA-based
iPBS markers, a total of 36 polymorphic bands were detected and the mean of polymorphism rate was 77.65%. The mean gene
diversity (H) of the markers was 0.34 and the mean polymorphism value (PIC) was 0.27. The Dice similarity coefficient value and
correlation coefficient was calculated as 0.337 and 0.9026, respectively. Genetic diversity among cotton genotypes using NTSY S-pc
software changed 0.0456 and 0.8387. Sum of the first three Eigen value explained 71.93% of the total variation. The cotton genotypes
used in this study showed highly molecular variation. It was concluded that results of genetic diversity could be used in the selection
planning in future cotton breeding studies.

Keywords: Gossypium hirsutum L., polymorphism, breeding, iPBS.
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1. Giris

Pamuk (Gossypium sp.) diinya ¢apinda onde gelen dogal lif
ve biyoenerji (petrol, yag) kaynagi olarak kabul edilmektedir.
2018 il i¢in kiiresel bazda, 71 milyon ton pamuk {iretimi ile
32.4 milyon hektarlik alanda seksenden fazla iilke tarafindan
yetistirilmistir (FAOSTAT, 2018). Pamuk bitkisi, genis kullanim
alani, istthdam olanaklar1 ve olusturdugu katma deger ile iiretici
iilkeler bakimimdan ekonomik degere sahip bir liriindiir.

Gossypium sp. 45 diploid (2n = 26) ve 5 allotetraploid (2n =
52) olmak fizere, yaklagik 50 tiirden olusmaktadir. Bu tiirler
genom yapilarina gore (A-G ve K) gruplandirilmaktadir (Fryxel,
1992). Allotetraploid tiirler A-genoma sahip Gossypium
herbaceum L. veya G. arboreum L. (2n = 2x = 26) ve D genoma
sahip olan G. raimondii veya G. gossypioides L. (2n = 2x = 26)
tirelerinin melezlenmesi yoluyla olugmustur (Beasley, 1942;
Wendel ve ark., 1992). Melezleme ile olusan bu tiirler, G.
barbadense L., G. darwinii Watt, G. hirsutum L., G. tomentosum
ve G. mustelinum tiirlerini igerir (Percival ve ark., 1999; Wendel
ve Crohn, 2003).

Sagladig1 istihdam imkanlarindan dolayi, pamuktan daha
fazla yarar saglanabilmesi i¢in iistiin ekonomik 6zelliklere sahip
yeni gesitlerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle pamuk
yetistiriciliginin yapildigi bolgelerde 1slah caligmalart 6nem
arzetmektedir. Bu amagla, yiiksek lif kalitesi ve bilegenlere sahip
birgok stres ve hastaliga dayanikli verimli pamuk c¢esitlerinin
gelistirilmesinde mevcut gen kaynaklarindan yararlanmak
kacinilmazdir (Yu ve ark. 2012). Bitki genetik kaynaklari; yerel
cesit ve popiilasyonlar, kullanilmayan eski cesitler, yabani
akrabalar1 ve genetik Ozellikleri net olarak belirlenmemis
hatlardan olusmaktadir (Tan, 1998). Ozellikle yabani tiirlerin
korunmasi, bitki islah ¢alismalar1 i¢in son derece 6nemlidir.
Ciinkii kalitim materyallerinde bulunan genetik farklilik bitki
1slahinda ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.

Bu kapsamda 10 ¢esit pamuk genotipinin genetik cesitliligi
iPBS molekiiler markor yontemi ile incelenmistir. Bu ¢alisma ile
elde edilen veriler ile planlanacak islah programlarina ve
literatiire katki saglamasi hedeflenmektedir.

2. Materyal ve Metot

Calismada on adet pamuk cesiti (PG2018, CARISMA,
BA151, BA440, FLASH, LYDIA, BA525, BA119, EDESSA ve
BERKE) kullanilmigtir. Cesitler molekiiler karakterizasyon
calismalar1 igin Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Merkezi Tarimsal Biyoteknoloji Birimine ait molekiiler genetik
laboratuvarinda viyollerde ¢imlendirilip DNA izolasyonu
yapilmistir. DNA ekstasyonu i¢in Doyle ve Doyle (1990)’e gore
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yapilan CTAB protokolii modifiye edilerek uygulanmistir. izole
edilen DNA’larin miktarlari 230/280 nm dalga boyunda
BioSpec-nano Shimadzu Biotech spektrofotometrik cihazi
kullanilarak ol¢iilmiistiir. Miktar1 6lglilen DNA’lar PCR analizi
icin 5 ng/pul olacak sekilde hazirlanmistir. IPBS-retrotranspozons
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bilesenleri 9 pul dH20, 2 pl
primer, 2 pl 10X PZR buffer, 2 pul MgCl12, 0.5 pl ANTP, 0.5 pl
Taq DNA polymerase ve 4 ul DNA olmak iizere toplam hacim
20 pl olacak sekilde hazirlanmigtir. PCR isleminde reaksiyon
icin 95 °C’de 1 dakika 1 dongii, 95 °C’de 45 saniye markor
baglanma sicakliginda 45 saniye 72 °C’de 1 dakika 42 dongtiyle
yapildiktan sonra 72 °C’de 5 dakika 1 dongli basamaklar: ile
sonlandirilmistir. PCR iglemi sonrasinda cogaltilan DNA’lar
TBE tampon icerisinde %2’lik agaroz jel iizerinde elektroforez
kullanilarak 120 V’da 3 saat yiritilmistir. Elektroforez
isleminde kuyulara PCR iiriinii, 2 pl yiikleme boyast ve 100-
3000 be¢’lik 100 bp DNA Ladder H3 RTU (GeneDirex)
eklenmistir. Elektroforez islemi sonunda jeller UV 1sin1 altinda
fotograflar: ¢ekilip kayit edilmistir.

DNA’lar iPBS markérleri  kullanilarak — ¢ogaltilmustir
(Kalendar ve ark., 2010). Goriintiiler incelenerek bant profilleri
(bant varliginda “1”, bant yoklugunda “0”) kodlanmistir.
Kullanilan markdrlere ait H (gen cesitliligi) degerleri ve PIC
(polimorfizm bilgi icerigi) degeri PowerMarker V3.25 programi
kullanilarak hesaplanmistir (Liu ve Muse, 2005). Genotipler
arasindaki benzerlik katsayilart hesaplanarak (Dice, 1945)
UPGMA (Aritmetik Ortalamayr Kullanan Agirliksiz Cift Grup
Metodu) metodu ve Neighbor Joining (NJ) metodu ile
dendogramlar  NTSYS-pc V2.11  programi kullanilarak
olusturulmustur. Ayrica, Eigen vektorii hesaplanarak iki boyutlu
(2D) ve ii¢ boyutlu (3D) grafikler elde edilmistir (Rohlf, 2000).

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Yaptigimiz calismaya goére, en az polimorfik bant sayisi
IPBS-2087 ve IPBS -2390 markorlerine ait olup, en fazla bant
sayist IPBS-2222 isimli markérdiir. Toplam bant sayisi 46 ve
polimorfik bant sayist 36 olarak tespit edilmistir. Markor bagina
ortalama polimorfik bant sayist1 7.66 olarak hesaplanmistir
(Tablo 1). Noormohammadi ve ark. (2013), Iran‘da pamuk
cesitlerinde ve 1slah hatlarinda genetik ¢esitliligi ortaya koymak
igcin 17 RAPD, 18 ISSR ve 4 SSR markoriini kullanmigslardir.
Calismada test edilen RAPD markdrlerinden  ortlama
polimorfizim oranin1 %25.8 olarak, ISSR markdrlerinden
ortlama polimorfizim oranini1 %50.4 olarak, SSR markdrlerinden
ortlama polimorfizim oranini %57 olarak hesaplamiglardir.
Bizim g¢alismamizin ortalama polimorfizm oran1 %77.65 olup,
polimorfizm oran1 Noormohammadi ve ark. (2013)’nin
caligmalarindan yiiksektir.
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Tablo 1. iPBS markérlerinin karakterizasyon bilgileri

Bant Bilgileri Cesitlilik Degerleri
Markér Ismi Markor Sekanslari Sicakhik | Toplam Bant | Polimorfik Bant | P% H | PIC
s__2» 0
IPBS -2087 GCAA'?GG?AACCA (5C7:) 6 4 66.66 | 0.32 | 0.26
IPBS -2298 | AGAAGAGCTCTGATACCA 60 8 6 75 1048 0.36
IPBS -2390 GCAACAACCCCA 57.5 5 4 80 | 0.35] 0.28
IPBS -2222 | ACTTGGATGCCGATACCA 55 11 10 90.9 | 0.27 | 0.23
IPBS -2278 GCTCATGATACCA 47 10 7 70 | 0.38 |0.30
IPBS -2388 TTGGAAGACCCA 50 6 5 83.33 | 0.26 | 0.22
Toplam 46 36

Ortalama 7.66 6 77.65 | 0.34 | 0.27

P%: Yiizdelik polimorfizm, H: Gen ¢esitliligi, PIC: Polimorfizm bilgi icerigi

Calismamizda en disiik H degeri 0.26 olup en yiiksek H
degeri 0.48 olarak belirlenmistir. Ortalama H degeri 0.34 olarak
hesaplanmistir. En diisiik PIC degeri 0.22 olup en yiiksek 0.36
olarak saptanmisti. Ortalama PIC degeri 0.27 olarak
belirlenmistir (Tablo 1). Noormohammadi ve ark. (2013),
tarafindan RAPD molekiiler markorlerini kullanarak ortalama
PIC degerini 0.19 ve ortalama H degerini 0.114 olarak
bulmuslardir. ISSR molekiiler markéorlerini kullanarak ortalama
PIC degerini 0.321 ve ortalama H degerini 0.223 olarak
bildirmiglerdir. SSR molekiiler markdrlerini kullanarak ortalama
PIC degerini 0.353 ve ortalama H degerini 0.154 olarak

hesaplamiglardir. Ashraf ve ark. (2016) 30 pamuk genotipinde
ISSR markoérii kullanarak elde ettikleri PIC degerini 0.064 ile
0.492 arasinda degistigini bildirmislerdir. Mevcut calismalar ile
tutarl sonuglarin sergilendigi goriilmektedir.

Bu calismamizin sonucunda DICE benzerlik katsayr degeri
ortalama 0.37 olarak belirlenmistir. Benzerlik katsay1 degerlerine
gore BAS25 ile BAIL19 isimli genotipler 0.0456 degeri ile
birbirine en az benzerlik gosteren, BERKE ve BA119 isimli
genotipler 0.8387 benzerlik katsayr degeri en ¢ok benzerlik
gosteren genotipler olarak tespit edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. IPBS bantlarina gore DICE benzerlik katsayr degerleri

PG2018 CARISMA BA151 BA440 FLASH LYDIA BA525 BA119 EDESSA BERKE

PG2018 1

CARISMA 0.2500 1

BA151 0.6923 0.4000 1

BA440 0.3448 0.3200 0.3810 1

FLASH  0.3158 0.2667 0.4706 0.3000 1

LYDIA 0.1000 0.2857 0.4444 0.1333 0.3636 1

BA525 0.0983 0.0521 0.0846 0.0654 0.1248 0.5714 1

BA119 0.6250 0.4286 0.6923 0.6061 0.2609 0.1000 0.0456 1

EDESSA  0.3846 0.5455 0.3810 0.5926 0.3529 0.1333 0.1245 0.5333 1

BERKE  0.7407 0.3478 0.8182 0.5714 0.3333 0.1250 0.0741 0.8387 0.4800 1
Calismamizda elde edilen dendogramdan ultrametrik ve LYDIA isimli genotipler kendi aralarinda grup

benzerlik degerleri olusturulmus olup, DICE benzerlik degerleri
ile Mantel testi gerceklestirilmistir. Analizin sonucuna gore 10
pamuk genotipine ait r=0.9026 (korelasyon katsayr degeri)
olarak saptanmigtir. Korelasyon degerinin 0.9 veya 0.9’dan
biiyllk olmasi1 dendrogram ile benzerlik degerleri arasinda
yiiksek korelasyon olusturdugunu ve dendrogramin benzerlik
degerlerini iyi temsil ettigi bildirilmektedir (Mohammadi ve
Prasanna, 2003).

UPGMA dendogramu (Sekil 1) incelediginde, genotipleri ilk
basta iki ana kiimeye ayirmistir (A ve B). A kiimesinde BA525
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olusturmuslardir. Tki boyutlu temel bilesen analizinde de bu iki
genotip digerlerinden ayrilmistir (Sekil 3). Bu iki genotip her ne
kadar diger genotiplerden ayrilsada ii¢ boyutlu grafikte ise
birbirinden farkli noktalarda yer aldiklar1 goriilmistiir (Sekil 4).
B ana kiime altinda alt kiimeler olusmustur (C ve D). C
kiimesinde sadece FLASH isimli genotip yer almistir. D alt
kiimesinde ise iki yeni alt kiime meydana gelmistir (E ve F). E
kiimeside sadece CARISMA isimli genotip yer almistir. F
kiimesi de kendi igerisisinde iki alt katagoriye ayrilmistir (F1 ve
F2). F1 kiimesini olusturan EDESSA ve BA440 isimli genotipler
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iki boyutlu ve {i¢ boyutlu temel bilesenler grafiginde de ayni
kiimeye ait olduklarin1 gostermislerdir. F2 kiimesini olusturan
BERKE, BA119, BA151 ve PG2018 isimli genotiplerde iki
boyutlu ve ii¢ boyutlu temel bilesenler grafiginde ayni1 kiimeye
ait olduklar1 goriilmiistiir.

NJ dendograminda (Sekil 2), genotipler ilk olarak iki ana
kiimeye boliinmiistiir (1 ve 2). Sonrasinda, 1 numarali kiime iki
alt kiimeye boliinmiistiir (3 ve 4). 3 numarali kiimeyi BA440
isimli genotip olugturmustur. 4 numaral kiime 5 ve 6 numarali
alt kiimelere ayrilmistir. 6 numarali kiimeyi olusturan EDESSA
ve CARISMA isimli genotipler UPGMA dendogramindan farkli
olarak kendi aralarinda kiime olusturmus olup, iki ve {i¢ boyutlu

A

dendogramda da birbirine daha yakin olduklar1 belirlenmistir. NJ
dendogramimin 6 numarali kiimeyi, temel bilesenler grafigiyle
benzer sonu¢ verdigi saptanmigtir. 5 numarali grup kendi
icerisinde iki alt kiimeye ayrilmistir (7 ve 8). FLASH isimli
genotip 8 numarali kiimeyi olustururken, BA525 ve LYDIA
isimli genotipler 7 numarali kiimeyi olusturmustur. Temel
bilesen analizinde de bu genotipler diger genotiplerden oldukg¢a
farli noktalarda yer aldigi belirlenmistir. 2 numarali ana kiime
kendi igerisinde iki alt kiimeye ayrilmistir (9 ve 10). 2 numarali
ana kiimenin UPGMA dendogrami ile benzerlik gosterdigi
saptanmistir. BA119 ve BERKE isimli genotipler 9 numarali
kiimeyi olustururken, PG2018 ve BAI151 isimli genotipler 10
numarali kiimeyi olusturmuslardir.
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Sekil 1. Benzerlik degerleriden yararlanilarak olusturulan UPGMA dendogrami
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Sekil 2. 10 pamuk genotipi icin NJ dendogrami

10 pamuk genotipi arasindaki genotipik farkliligi gostermek  veya 3D mekanlarda gorsel grafik olusturmada kullanilmaktadir
icin PCA yapilmistir. PCA sonucunda 2D ve 3D grafikler elde  (Klaedtke ve ark., 2017).

edilmistir. PCA popiilasyonlarin genetik olarak iligkilerini 2D
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Sekil 4. IPBS verileriyle elde edilen 3D grafik

PCA ile elde edilen dendogramlar ve grafikler
incelendiginde birbiri arasinda tutarli sonuglar tespit edilmistir.
Benzerlik degerleri kullanilarak elde edilen PCA sonucunda 2D

ve 3D grafiklerin ilk ii¢ anabilesenin degerleri toplamina gore
toplam varyasyonun %71.93’iinli agikladig1 saptanmistir (Tablo
3).

Tablo 3. [ik ii¢ anabilesene gire Eigen degerleri

Bilesenler Eigen Degeri Yiizdeleri Eklemeli Toplamlar:
1. 4.52 45.21 45.21
2. 1.61 16.11 61.32
3. 1.06 10.61 71.93
BA525 ile BA119 isimli genotipler DICE benzerlik

4. Sonug

Bu c¢alisma cergevesinde ticari olarak tescilli 10 pamuk
¢esidi 6 IPBS markorleriyle incelenmistir. Elde edilen veriler
NTSYS ve POWERMARKER programlari ile analiz edilmistir.
Markorlere ait karakterizasyon degerleri hesaplanmigtir. Pamuk
genotiplerinin DICE benzerlik degerleri, iki ve {i¢ boyutlu temel
bilesenler grafigi, UPGMA ve NJ dendogramlar1 belirlenmistir.
Son olarakta, temel bilesenler analizine ait Eigen degerleri
hesaplanmigtir.

Calismamizda 6 IPBS markorlerii pamukta DNA bdlgelerini
cogalttigi saptanmustir. Bu markorler toplamda 46 bantin
36’sinda  polimorfizm olusturmus ve ortalama %77.65
polimorfizm yiizdesi belirlenmistir. Ortalama H degerlerini 0.34,
ortalama PIC degerini 0.27 ve DICE benzerlik katsay1 degerini
0.37 olarak tespit edilmistir. Korelasyon katsay1 degeri ise (r) de
0.9026 olarak saptanmigtir. BA525 isimli genotip ile BAI119
isimli genotip 0.0456 benzerlik katsayi degeri ile birbirine en
uzak, BERKE ve BA119 isimli genotipler 0.8387 benzerlik
katsay1 degeri ile en yakin iliski gosteren genotipler olarak
belirlenmistir.

e-ISSN: 2148-2683

indeksinden yararlanilarak olusturulan UPGMA ve NIJ
dendogramlar1 iizerinde birbirlerinden farkli kiimelerde yer
aldiklar1 belirlenmistir (Sekil 1 ve Sekil 2). Bu iki genotip 1slah
caligmalarinda amaca yonelik kullanilabilecegi kabul edilebilir.
Fakat, farkli molekiiler ve morfolojik c¢alismalar ile bu iki
genotipin incelenmesi devam etmelidir.

Sonug olarak, 1slah programlarinda kullanilan pamuk
genotiplerinin molekiiler varyasyonu goz oniine alinarak IPBS
markdrlerinin  filogenetik ¢alismalarinda etkili bir sekilde
kullanilabilecegi, bu sonuglarin genetik ve islah ¢alismalarina
katk: saglayabilecegi kanaatine varilmistir.
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