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Ozet

Tekstil sanayinin 6nemli hammaddesi olan pamuk ozellikle dogal lifleri igin yetistirilmektedir. Bu nedenle lif olusumu ve olgunlasma
asamalar1 birgok aragtirmanin konusu olmustur. Pamukta lif uzamasiyla ilgili genlerin, pamuk 1slah caliymalarinda sik¢a kullanilan
germplazm igerisinde dagilimlarini ve polimorfizm durumlarini incelemek amaciyla yapilan bu ¢alismadafarkl tiirlere ait toplam 247 adet
genotip arasindan liflerinin uzun, orta, kisa ve lifsizlik Ozellikleri dikkate alinarak secilen 35 adet pamuk genotipi materyal olarak
kullanilmigtir. Segilen pamuk genotipleri, Gossypium barbadense L.(1-9), Gossypium hirsutumL.(10-25) ve diger diploid ve tetraploidler;
Gossypium herbaceum L. (26), G.laxum Phillipe (27), G.yucatanense (28), G.marie galante (29), G.mustelinum Miers ex Watt (30),
G.darwinii Watt (31), G.nelsonii Fryx. (32), G.Stocksii Mast. ex Hook. (33), G.areysianum Defl. Hutch. (34), G.bickii Prokh (35) tiirlerinden
secilmistir. Ayrica, lifsiz (23), P1 528429 (24) ve P1 528426 (25) genotipleri lifsiz 6zellikte olup, segilen yabani genotipler A, D, AD, C, E ve
G genomlarin1 kapsamaktadir. Lif uzamasinda etkili oldugu diisiiniilen genler genis bir literatiir taramasi yapilarak belirlenmis ve bunlarin
homolojilerine bakilarak 4 adet primer tasarlanmistir. Bu primerlerin tamami kullanilarak pamuk genotiplerinde amplifikasyon yapilmis ve
bu sonuglar dogrultusunda genotipler arasinda 6nemli farklilik gosteren CesA genine odaklanilmistir. Fenotipleme neticesinde, G.barbadense
genotipleri uzun ve Kaliteli lifler, G.hirsutum genotipleri ise orta kalite ve orta uzunlukta lif tiretmistir. Caligmada, segilen genotiplerde lif
uzunlugunun ortalama degeri 25,25 mm olup, 0- 36 mm arasinda degismistir. PI 528896 (1) genotipi 36 mm ile en uzun lif 6zelligine
sahiptir. Genotiplerin birgogunun lif uzunlugu 22 - 33 mm arasinda degismistir. Bununla birlikte, yaklasik olarak 500-510 bp uzunlugundaki
allellerin SNP tagidigi ve 2 allelde bulunan bu SNP’lerin amino asit degisimine neden oldugu belirlenmistir. Bu degisimlerin lif kalitesiyle

iliskili olabilecegi ve daha detayli calismalarin yapilmas: gerektigi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Lif Kalitesi, Lif Uzunlugu, Gen, Polimorfizm, GhCesA, Pamuk
Polimorfizm of the Genes Related to Cotton Fiber Elongation

Abstract

Cotton isespecially grown for natural fibers which is an important raw material for textile industry. For this reason, fiber initiation and
maturation steps are the subject of many researches. The goal of this study is to determine polymorphism of the genes related to cotton fiber
elongation and distribution throughout the germplasm. Plant materials used in the experiment were total of 35 genotypes that were selected
out of 247 according to length character of the fiber. The species in which cotton genotypes were belong are Gossypium barbadense L. (1-9),
Gossypium hirsutum L. (10-25) and other diploids and tetraploids; Gossypium herbaceum L. (26), G.laxum Phillipe (27), G.yucatanense
(28), G.marie galante(29), G.mustelinum Miers ex Watt(30), G.Darwinii Watt(31), G.nelsonii Fryx. (32), G.Stocksii Mast. ex Hook. (33),
G.areysianum Defl. Hutch. (34) and G.bickii Prokh (35). Selected genotypes also include fiberless traits in Lifsiz (23), Pl 528429 (24) and PI
528426 (25) genotypes. Genes related to fiber elongation were determined after a wide literature search and 4 primers were designed
according to their homologies. After screening 35 genotypes with the primers, CesA gene had more polymorphism. Phenotyping resulted
long and fine fibers for G.barbadense while medium length and quality fibers for G.hirsutum. Averaged fiber length was 25.25 mm and it
ranged from 0 to 36 mm. P1 528896 (1) had the longest fiber length that ranged from 22-23 mm for most of the genotypes. With this, alleles
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(500-510 bp) with SNPs were determined and two of them caused amino acid change in the sequence. This change may be related to fiber

length but detailed work is needed.
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1. Giris

Pamuk lifi tekstil sanayisinde hammadde olarak kullanildig: i¢in biiyiik dnem tasimakta ve pamuk
mahsuliiniin ekonomik degerinin yaklasik % 90’11 olusturmaktadir [1]. Pamuk lifi, tohumun epidermal
tabakasindaki hiicrelerde, her biri tek bir hiicrenin farklilagsarak uzamasiyla olusan trikom (trichomes) olarak
adlandirilan yapilardir[2]. Gelismeleri hiicre boliinmesi veya ¢ok hiicreli (multicellular) gelisme seklinde olmaz
ve yiiksek bitkiler igerisinde en uzun tek hiicredir. Ilave olarak, olgun liflerin neredeyse tamami (yaklasik %90)
tek hiicre duvari biyopolimeri olan seliiloz’dan olugsmustur [3].

Lif olusumu ¢igeklenmeyle (anthesis) baslar ve bu evrede tohum yiizeyinde kiiresel siskinlikler
goriilebilir. Bu kiiresel sigkinlikler, hiicre uzamastyla devam eder. Bu evreden 2-3 giin sonra, lif uclar1 sivrilmeye
ve koni seklini almaya baslar. Lif hiicreleri, anthesis’den sonra 3 hafta icerisinde yaklagik 30 mm’ ye kadar
uzayabilirler. Sekonder hiicre duvari (anthesisden 3-6 haftalik donem) kalin bir duvarin olugsmasiyla onceki
safhadan ayrilir [4].

Anthesis siiresince gelisen oviillerde, lif olusumu “quasi-Synchronous” olarak adlandirilan; ayn1 mesajin
birden fazla iletici molekiil araciligryla ayn1 hizda yayilmasi veya iletilmesini kapsayan bir siire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Pamukta lif gelisimi 4 sathaya ayirilmigtir: 1. Olusum (initiation, differentiation) 2. Uzama
(expantion, elongation) 3. Sekonder hiicre duvari olusumu (Secondary wall thickening) ve 4. Olgunlasma
(maturation) [5, 6]. Lifin gelisme siiresi ve orani direk olarak lif kalitesini etkilemektedir. Lif kalitesi sanayi
acisindan ¢ok 6nemlidir ve gogunlukla genetik faktorler tarafindan kontrol edilmektedir [7]. Tozlasmanin hemen
ardindan gerceklestigi igin lif olusumunun molekiiler asamalar1 tam olarak anlagilamamistir. Bu nedenle lif
olusturan hiicrelerin (protodermal cells) lif olusumuna ne zaman ve nasil katildiklarini bilmek ¢ok zordur. Bu
konudaki molekiiler calismalar da olduk¢a kisithidir. Lif olusumuna; genler kontroliinde hiicre dongiisi,
transdiiksiyon, hormonlar, sitoskeleton yapi, karbonhidrat igerigi ve hiicre duvarinin protein yapist dolaylt olarak
etkide bulunmaktadir. Ancak bunlarin etkilerinin ne 6l¢iide oldugu tam olarak bilinmemektedir [8-11].

Lif olusumuyla ilgili klonlanan ve lizerinde ¢alisilan genlerden bazilari; glutamin sentetaz (GhGS) [12-
14], brassinosteroid sentetaz GhDWF1 [15], Myb109 ve MYB2 lif olusumu sirasinda ifade edilen (ekspres)
transkripsiyon faktorleri[16], kinesin proteini GhKCH1 [17] ve GhKCH2 [18], Sucrose Synthase (SuSy) [19],
transporter proteini GhWBC1 [20] ve GhRacl geni lif uzamasi asamasinda yiiksek oranda ekspres olmaktadir
[21].

Bu genlerden ¢aligmamizda segilen CesA geni, seliiloz sentezinin katalitik alt iinitelerini kodlayan ve
Arabidopsis’de karakterize edilen bir gendir. Genomda bilinen ve bilinmeyen fonksiyonlar1 olmak iizere iki
gruba ayrilmaktadir [22, 23]. CESA1, CESA3 ve CESAG6 genlerini igeren birinci grup genellikle genisleyen
dokularda ifade edilmekte [24-26] ve cesAl, cesA3 ve cesA6 mutantlar ciice kalmakta veya fideler 6lmektedir.
CESA4, CESA7, CESA8 ve cesA4, cesA7 ve cesA8 mutantlarini igeren diger grupta ise ksilemlerdeki
karakteristik ikincil kalinlasmada azalma goriilmektedir [27-29]. Geriye kalan CESA2, CESA5, CESA9 ve

CESAI10 genlerinin fonksiyonlar1 tam olarak anlagilmamis olmasina ragmen, son zamanlardaki ¢aligmalar,
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bazilarinin islevsel olarak gereksiz oldugunu ve/veya farkli fizyolojik durumlar altinda diger CESA genlerinin
fonksiyonlarina yardimei olabilecegine isaret etmektedir [30, 31].

Lif kalitesi iizerine etki eden genlerin yerlerinin, fonksiyonlarinin ve bunlarin ne sekilde aktive
olduklarinin bilinmesi bize daha verimli iiriinler elde etmemiz, bunlar1 daha az zahmetle ve daha kolay elde
edebilmemiz acisindan biiyiik imkanlar saglamaktadir. Bu amacla da ¢alismalarda genellikle DNA markorleri
kullanilmaktadir. PCR’ye dayali DNA markorleri; AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA), SSR (Simple Sequence Repeat), STS (Sequenced-Tagged Sites) ve
EST-SSR (Exppressed Sequence Tags-SSR) pamukta genetik haritalarin yapilmasinda genis bir sekilde
kullanilmaktadir [32-42].

DNA markdrleri ile belirlenebilen QTL’lerin ilgilenilen agronomik ve lif 6zelliklerine katki saglamasi
miimkiindiir. Pamukta 6zellikle lif kalite karakterlerini kontrol eden genlerin belirlenmesi ve 1slahta kullanimina
yonelik ¢aligmalar artmaktadir [43-56]. Bu nedenle, gerek rastgele primerler kullanilarak ve gerekse de
dizilimleri bilinen sekanslardan yararlanarak lif kalitesini kontrol eden gen veya QTL’lerin belirlenmesi ve bu
karakterlere yakin markorlerin haritalanmasi oncelikli hedefler arasindadir. Ayrica, bir gen igin farkli alellerin
belirlenmesi durumunda, gen piramitleme ¢aligmalar1 da yapilabilecektir.

Pamuk lif olusumu ve gelismesiyle iliskili bu genlerin agilim gosteren diizenli populasyonlarda
arastirilmasi ve 1slah amaciyla kullanilmalart 6nemlidir (RFLP-PCR metodu, 6zellikle tek genle kontrol edilen
karakterleri populasyonda taramak ve SNP bulmak amacryla kullanilan bir yontemidir). Bu g¢aligmada, lif
kalitesiyle ilgili bulunan genler farkli lif 6zelliklerinesahip pamuk germplasmi igerisinde taranarak, lif kalitesini

nasil etkiledikleri (polimorfizm durumlart) ve MAS amaciyla kullanilma olasiliklart arastirilacaktir.

2. Materyal ve Metot
2.1 Materyal

Gossypium hirsutum L., Gossypium barbadense L., Gossypium herbaceum L.ve Gossypium arboreum
L. tirlerini kapsayacak sekilde 247 adet genotip arasindan liflerinin uzun, orta, kisa ve lifsizlik 6zellikleri

dikkate alinarak segilen 35 adet pamuk genotipi materyal olarak kullanilmstir.

2.2. Metot
2.2.1. Tarimsal islemler
2.2.1.1. Topragin ekim i¢in hazirlanmasi

Tarla, yabanci ot durumuna gére iki kez kiiltivator ile yiizlek olarak islenmis, dekara saf olarak 8 kg
azot (N) ile 8 kg fosfor (P,0s) baz alinarak giibreleme (20-20-0) yapilmis ve iki kez tapan ¢ekilmistir.
2.2.1.2. Ekim

Arastirma, Kahramanmarag Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii’nde (Sekil 3.1), 2010 yilinda ve
USKIM Bitki Molekiiler Genetik Laboratuvarinda 2011 yilinda yiiriitiilmiistiir. Denemede yer alan 247 adet
genotip, 11 Mayis 2010 tarihinde 5 m’lik siralara 2 tekerriirlii olarak ekilmis ve ayrica el ile parsel etrafina kenar
tesiri olarak Famosa ¢esidi ekilmigtir.
2.2.1.3. Bakim

Fidelerin kok gelisimi ve yabanci otlardan temizlenmesi amaciyla 4 kez el ¢apasi, 2 kez elle bogaz

doldurma ve 2 kez traktdr gapasi yapilmistir. Tki defa olmak {izere iist giibre uygulamasi (8.25 kg/da saf azot
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olacak sekilde %33’lilk Amonyum Nitrat) yapilmustir. Tlkinde 5.2 kg/da ilk sulamadan énce giibre mibzeri ile
sira aralarma uygulanmis ve azotun geri kalan kismu ise ikinci sulamadan 6nce giibre mibzeri ile sira aralarina
uygulanmistir. Bitkinin ihtiyact ve topragin durumu dikkate alinarak ihtiyaca gore sulama yapilmis ve lifler
olgunlagma siirecini tamamladiktan sonra sulamalara son verilmistir
2.2.1.4. Hasat islemi ve lif uzunlugunun belirlenmesi

Birinci ve ikinci meyve dallar1 {izerinde, birinci pozisyondan alinan kozalar lif analizi i¢in 10 Eyliil
2010 tarihinde toplanmustir. Elde edilen lifler, rollergin ¢ir¢irinda elyaf ve tohum unsurlarina ayrilmistir. Elyaf
ozellikleri, HVI 900 Spectrum ile analiz edilmis ve lif uzunluk (length) degerleri belirlenmistir. Analiz
sonuglarina gbére molekiiler asamada kullanilacak 35 adet genotip Gossypium hirsutum ve Gossypium
barbadanse tiirleri igerisinden lif uzunluk degerleri, {iretim durumlari dikkate alinarak se¢ilmistir. Se¢im islemi,
tarimsal acgidan uygun olanlardan panel olusturularak, bulunan uygun alleller daha sonra melezlerde

kullanilmistir.

2.3. Molekiiler Calismalar
2.3.1. Biyoinformatik analizler
2.3.2. Lif olusumu ve uzamasiyla iliskili genlerin belirlenmesi

Lif uzunlugu iizerine etkisinin oldugu diisiiniilen genler EST kiitiiphaneleri (Gen Bank) ve yaymlanmis
makaleler taranarak belirlenmistir. Belirlenen toplam 4 adet gen, Clone Maneger 5 programi kullanilarak analiz
edilmistir. Bu analiz sonucunda eldeki genlerin genelinde bir homoloji tespit edilememistir. Ancak aralarinda
homoloji bulundugu tespit edilen genler kendi aralarinda gruplandirilmistir (EK-1). Bu nedenle de, genis bir
makale taramasi yapildiktan sonra lif uzamasi 6zelligine katkisi en fazla oldugu diisiiniilen genler belirlenmistir.
2.3.3.  Sekans analizleri

Bulunan genler DNAstar software programinda analiz edilmis, NCBI adresindeki Blast software
programinda genlerin niikleotit dizileri taranmistir. Elde edilen sekanslar ClustalX software (version 1.81)
programinda karsilastirilmistir [57]. Filogenetik analiz ise PHYLIP in ClustalX (version 1.81) program ile
yapilmistir [57].
2.3.4. Primer tasarlanmasi

Belirlenen genlerden mevcut germplazmin taranmasi ve genlerin yerlerinin haritalanmasi amaciyla
primerler tasarlanmigtir (Tablo 4.3).

Primerlerin tasarlanmasi i¢in ilgili genlerin yerleri Clone Manager programi ile analiz edilerek, ilgili
bolgeyi tantyabilecek primerler tasarlanmistir.

Clone Manager’daki gen analizi neticesinde tasarlanmis olan primerlerin hesaplamalar internet tabanli

olan DNA Calculation (www.sigma-genosys.com/order DNACalc.asp ) programinda yapilmustir.

2.4, Genotipleme Cahsmalari
2.4.1. DNA izolasyonu

DNA izalasyonu; MACHEREY-NAGEL NucleoMag 96 Plant kiti kullanilarak ve sonrasinda
KingFisher DNA izalasyon cihazi kullanarak yapilmistir. Oncelikle yapraklar sivi azot ile 6giitiilmiis ve 1,5 ml
ependorf tiiplere 0giitlilmiis yaprak 6rneklerinden 10-20 mg eklenerek iizerine 500 ul MC1 buffer ve 10 pl RNaz
ilave edilmistir. Karisim, 57 °C de 30 dakika bekletildikten sonra 5600 devirde 20 dakika santrifiij edilerek
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yaprak pargalarinin ¢okmesi saglanmus, Ustteki sivi kistmdan 95 pl ‘plate’in A kuyucuguna eklenmistir. Sonraki
asamalar:

96°lik DNA izolasyon ‘plate’inin; A kuyucuguna 95ul cleared lysate + 95 ul MC2 buffer + 10 ul C-
beads, B kuyucuguna 180 pl wash buffer MC3, C kuyucuguna 180 pl wash buffer MC4, D kuyucuguna 180 pl
80% ethanol, E kuyucuguna 180 pl wash buffer MCS5, F kuyucuguna 50 ul Elution Buffer MC6 eklenmis ve
KingFisher DNA izolasyon cihazina birakilip cihaz ¢aligtirilmistir.

KingFisher DNA izolasyon cihazindan ‘plate’ ¢ikarilarak ¢oziinmiis DNA’lar 0,2 ml PZR tiiplere
aktarilmistir ve bdylelikle izolasyon islemi tamamlanmistir.

2.4.2. 1zole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez yontemi ile gosterimi

1. %1’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 2,5 gram agaroz tartilarak 250 ml 1X TAE igerisine konulmus,
mikrodalga firinda tasmamasina 6zen gosterilerek agaroz tamamen eriyene kadar kaynatilmistir. Daha sonra oda
isisinda veya musluk suyu altinda elle dokunulabilir sicaklifa erisene kadar sogutulup, kabarciklarin
olusmamasina dikkat edilerek tank aparatina dokiilmistiir.

2. Jel taraklar elektroforez tankinda uygun yerlere yerlestirilerek, 3-5 mm kalinliginda bir jel dokiiliip,
hava kabarcig1 olugsmus ise pipet ucu veya kagit pegete yardimiyla ortamdan uzaklastirilmistir.

3. Jel tamamen donduktan sonra taraklar kuyucuklarin bozulmamasina 6zen gosterilerek ¢ikartilip,
igerisinde 1X TAE bulunan tanka yerlestirilmistir. Tampon ¢dzeltisinin agaroz jelin {izerini Imm’yi agmamasina
dikkat edilmistir.

4. Jel lizerindeki ilk kuyucuga DNA standart: yliklenmistir.

5. 1zole edilen genomik DNA &rneklerinden 8 pl alinip, 2 pl jel yiikleme tamponu (6X) eklenmistir.
Pipet yardimiyla iyice karistirilip, jel iizerindeki kuyucuklara dikkatlice yliklenmistir.

6. Elektrotlarin dogru olarak yerlestirildiginden emin olduktan sonra voltaj 1-5 V/cm olacak sekilde
hesaplanmistir (cm, pozitif ve negatif elektrot arasindaki uzakliktir). Mini jellerde ise 10-100 ng DNA 30-60
dakika igerisinde 5-20 V/cm olacak sekilde yiirtitilmiistiir.

7. Yiikkleme tamponunun goriilebilir boyalari jelin 2/3iine ulagtiginda yiiriitme durdurulmustur.

8. Jel transiluminatdrde UV 15181 altinda g6zlemlenmistir.

2.4.3. DNA miktar tayini

Her ornekteki DNA miktar1 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede dlgiilen absorbans degerleri
(Ageo) kaydedilerek; DNA (pug/ml)=260nm’de 6l¢iilen absorbans degeri x sulandirma orani x ¢ift iplik¢ikli DNA
icin standart katsay1 (50 pg/ml) formiilii kullanilarak hesaplanmistir. DNA kalitesi ve safligi hakkinda bilgi veren
230 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri (A3 Ve Ayg) de ayrica incelenmistir.

2.4.4. Genotipik analiz

Elde edilen primerler kullanilarak pamuk genotipleri PCR-RFLP yontemi ile taranmustir.
2.4.5. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Calismada belirlenen 4 adet primer yapilan analizler sonucu belirlenmistir. Bu primerlerin isimleri,
niikleotit dizilimleri, yapigsma sicaklik degerleri (Tablo 4.3) verilmistir.

PCR; 0.2 ml hacminde 96’11k PCR tiiplerine;

1 pul ANTP karisimi (10mM karisim (A+T+G+C)),2 ul 10x buffer,2,5 pl MgCI, primer ¢ifti (1 pl F ve 1
pul R), 1 ul genomik DNA, 11 pl dH,0 ve 0,5 pl DNA polimeraz (5U/ul, Fermantes) gelecek sekilde toplam 20

ul soliisyon hazirlanmistir.
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PCR reaksiyonlar1 “Eppendorf Mastercycler Gradient” marka PCR cihazinda; 94 °C’de 3 dakika
calistiktan sonra 94 °C (DNA iplik¢iklerinin ayrigmasi) 30 saniye, 65 °C (primerlerin yapigmasi) 30 saniye ve 72
°C (DNA eslesmesi)’de 2 dakika ¢aligarak, 94°C ile 72°C arasinda 35 dongii yapmasi saglanmis ve son asamada
72 °C'de 5 dakika ¢alistirilarak tamamlanmustir. Bitirilen PCR {irlinleri kullanima kadar -20 °C’de bekletilmistir.
2.4.6. PCR sonras1 agaroz jel analizi

Elektroforez;

% 3'liik agaroz [7.5 gr Agaroz + 250 ml 0.5XTBE (Tris-Brote-EDTA Tamponu)] jel hazirlanmustir.

PCR iiriinleri yiikleme soliisyonu ile yiikleme kuyularinda 10 pl PCR {iriinii ve 3 ul yiikleme soliisyonu
olacak sekilde karistirilarak elektroforez tankinin igine yerlestirilen jel {izerine yiiklenmis ve 100 W, 50 A’de 5
saat calistirtlmistir.

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra jel etidium bromide solusyonuna (100 ml 1xTBE i¢in 30 pl
etidium bromiir eklenecek) 20 dakika birakilarak daha sonra saf su igerisinde 10 dakika bekletilmistir.

Son olarak UV altinda goriintiilenerek resmi alinmustir.

Goriintiileme neticesinde bantlardaki farklilik daha iyi gézlenmistir. Bu bantlarin kurtarilmasi amaciyla
%4’liik agaroz jelle 50 W/25 A 14 saat elektroforez yapilmistir. Burada goriintiilenen herbir DNA bandi temiz
bir bistiiri yardimu ile dikkatli bir sekilde kesilerek alinmis ve darasi alinan temiz bir mikrosantrifiij tiipline
konarak miktar tespit edilmistir.

DNA, GF-1 DNA izolasyon kitiyle (FAVORGEN) iiretici firmanin talimatlarina gére agaroz jelden
armdirilmistir.

2.4.7. Niikleik asit ekstraksiyonu

Kesilip tartimi yapilan jellerin iizerine kendi agirligi kadar Buffer GB (0,1g jele 100 pul GB Buffer)
eklenmis ve 50 °C’de jel tamamuyla eriyinceye kadar inkiibe edilmistir. Eriyen jel pipet yardimiyla kolonlara
aktarilmis ve 10,000xg devirde 1 dk santrifiij edilerek alttaki sivi dokiilmiistiir. Ardindan kolona 750 pl Wash
Buffer eklenerek 10,000xg devirde 1 dk santrifiij edilip alta sizan sivi bosaltilmistir. Kolonda sivi kalmamasi
i¢in tekrar 10,000xg devirde 1 dk santrifiij edilip sizan sivi bosaltilmigtir. Kolonlar yeni mikrosantrifiij tiiplerine
almarak kolon {izerine 30-50 pl Elution Buffer eklenmis ve 2 dk beklemeye birakilmistir. Ardindan tekrar
10,000xg devirde 1 dk santrifiij edilmis ve alta gecen s1vi (DNA) 4 °C veya -20 °C de saklamaya birakilnustir.

Elde edilen DNA’lar yeni bir PCR protokolii uygulanarak ¢ogaltilmistir.

PCR; 0.2 ml hacminde 96°lik PCR tiiplerine; 1 pl dNTP karigimi (10mM karisim (A+T+G+C)),2 pl 10x
buffer,2 ul MgCI, primer ¢ifti (1 pl F ve 1 pl R), 2 ul genomik DNA, 32,5 ul dH,0 ve 0,5 ul DNA polimeraz
(5U/ul, Fermantes) gelecek sekilde toplam 42 ul soliisyon hazirlanmistir. PCR reaksiyonlar1 “Eppendorf
Mastercycler Gradient” marka PCR cihazinda; 94 °C’de 3 dakika calistiktan sonra 94 °C (DNA iplik¢iklerinin
ayrismasi) 30 saniye, 65 °C (primerlerin yapigmast) 30 saniye ve 72 °C (DNA eslesmesi)’de 2 dakika calisarak,
94°C ile 72°C arasinda 35 dongli yapmasi saglanmig ve son agamada 72 °C'de 5 dakika calistirilarak
tamamlanmistir. Bitirilen PCR iiriinleri kullanima kadar -20 C°’de bekletilmistir. PCR hazirlandiktan sonra
%2’lik agaroz jelde kosturma iglemi yapilmistir. Elektroforez sonucunda bantlarin teke diisiiriilmesi
gergeklestikten sonra sekans iglemine gecilmistir.

2.4.8. Dizi sekans
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PCR-RFLP sonucuna gore (bant uzunluklarmma ve lif Ozellikleri dikkate alinarak) yapilan
gruplandirmada secilen 6rnekler sekanslanmistir. Olusturulan sekans bilgileri blast programi ile mevcut dizilerle
karsilastirilmistir.

2.4.9. Verilerin istatiksel degerlendirilmesi
Ortalamalar arasindaki farkliliklar ve 6nem dereceleri SAS [58] istatistik programi kullanilarak

belirlenmistir.

3. Bulgular
3.1. Lif Analizleri ve Fenotipik Seleksiyon

Denemede ekimi yapilan G. hirsutum ve G. barbadase cesitleri agirlikli olmak {izere 247 adet genotip
hasat edildikten sonra lifler ¢irgirlanmig sonra HVI 900 Spectrum ile lif uzunlugu analiz edilmistir. Analiz
sonuglarna gore molekiller asamada kullanilacak 35 adet genotip, Gossypium hirsutum ve Gossypium
barbadanse tiirleri igerisinden lif uzunluk degerleri, iiretim durumlari, agronomik ve genom &zellikleri dikkate
alinarak se¢ilmistir (Tablo 4.1).

Ekimi yapilan 247 adet genotipin uzunluk verileri dikkate alinarak (uzun, orta, kisa ve lifsiz olma
durumlarma gore) segim yapabilmek amaciyla karsilagtirma yapilmistir. Bu karsilagtirma neticesinde Tablo
4.1°deverilen 35 genotip se¢ilmis ve molekiiler ¢aligmalarda kullanilmustir.

Genotipler P1528806 (1) ve Giza-45 (2)’in lifleri ekstra uzun bulunurken, GB620 Moc/22 (3), Askabat-
91 (4), Askabat-100 (5), Bahar-14 (6), Is-4 (7), Bahar-82 (8), Askabat-71 (9) ve Carmen (10) uzun lifli
bulunmustur. Bununla birlikte, genotipler Marag-92 (11), Nazilli-845 (12), Suregrow-125 (13) ve Stonville-468
(14) ortadan biraz uzun, Ekstrem Okra (15), YB-225 (16), TX 0060-2 (17), YB-141 (18), Pl 528420 (19), YB-
216 (20), YB-222/2 (21) ve P1 528450 (22) ise kisa lifli olarak ol¢iilmiistiir (Tablo 4.1).

Lif uzunlugunun ortalama degeri 25,25 mm olup, 0- 36 mm arasinda degismistir. Genotiplerin biiyiik
cogunlugunun (Pl 528450, G.B.620 Moc/22, Askabat-91, Askabat 100, Bahar-14, Is 4, Bahar 82, Askabat-71,
Carmen, Maras 92, Nazilli 845, Suregrow 125, Stonville 468, Ekstrem Okra (Brown), Kahverengi, TX 0060-2,
Yesil Lif, PI 528420, Yesil Lif, Havsiz Lifli) lif uzunlugu 22-33 mm arasinda degismistir. Genotipler; YB-109
(23), PI 528429 (24) ve PI 528426 (25) lifsiz ozellik gostermektedirler. Bununla birlikte Pl 528896 (1)
genotipinin 36 mm ile en uzun lif 6zelligine sahip oldugu gézlenmistir.

Lif 6zellikleri igin yapilan varyans analizinde esitler arasinda ¢ok dnemli farkliliklar (p<0.01) oldugu

belirlenmistir. Varyasyon katsayis1 degeri %0,003 olarak bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Lif 6zelliklerine gore molekiiler caligmalarda kullanmak amaciyla segilen genotipler

No Tiir Genotip LU Lif Ozelligi**
(mm)

1 G.barbadense P1528896 36 Lifleri ekstra uzun
2 G.barbadense Giza-45 34,4 Lifleri ekstra uzun
3 G.barbadense G.B.620 Moc/22 339 Lifleri uzun

4 G.barbadense Askabat-91 33,8 Lifleri uzun

5 G.barbadense Askabat 100 33,1 Lifleri uzun

6 G.barbadense Bahar-14 331 Lifleri uzun

7 Gossypium sp. is4 33 Lifleri uzun

8 G.barbadense Bahar 82 32,9 Lifleri uzun
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9 G.barbadense Askabat-71 32,6 Lifleri uzun
10 G.hirsutum Carmen 29,4 Lifleri uzun
11 G.hirsutum Maras 92 28 Lifler ortadan biraz daha uzun
12 G.hirsutum Nazilli 845 28,2 Lifler ortadan biraz daha uzun
13 G.hirsutum Suregrow 125 28 Lifler ortadan biraz daha uzun
14 G.hirsutum Stonville 468 27,6 Lifler ortadan biraz daha uzun
15 G.hirsutum Ekstrem Okra (Brown) 23 Lifleri kisa
16 G.hirsutum Kahverengi 22,8 Lifleri kisa
17 G.hirsutum TX 0060-2 22,7 Lifleri kisa
18 G.hirsutum Yesil Lif 22,6 Lifleri kisa
19 G.hirsutum P1528420 22,6 Lifleri kisa
20 G.hirsutum Yesil Lif 22,1 Lifleri kisa
21 G.hirsutum Havsiz Lifli 27,7 Lifler ortadan biraz daha uzun ve havsiz
22 G.hirsutum PI 528450 (Az Havl) 23,7 Lifler orta uzunlukta ve havsiz
23 G.hirsutum Lifsiz 0 Lifsiz
24 G.hirsutum P1528429 (Lifsiz) 0 Lifsiz
25 G.hirsutum P1528426 (Lifsiz) 0 Lifsiz
26 G. herbaceum L. A Genomu - yabani tip (wild type 1 (A))
27* G. laxum Phillipe D Genomu - yabani tip (D9-3 (P))
28* G. yucatanense AD Genomu - yabani tip ((AD)1-1469)
29* G. marie galante AD Genomu - yabani tip ((AD)1-1607)
30* G. mustelinum Miers ex Watt AD Genomu - yabani tip ((AD)4-9)
31* G. darwinii Watt AD Genomu - yabani tip ((AD)5-14, (AD)5-3)
32* G. nelsonii Fryx. C Genomu - yabani tip (C9-1 (P))
33* G. stocksii Mast. ex Hook. E Genomu - yabani tip (E1-2, E1-1)
34* G. areysianum ( Defl ) Hutch. E Genomu - yabani tip (E3-1)
35* G. bickii Prokh. G Genomu - yabani tip (G1-4, G1-1 (P))
Ortalama 25,25
Minimum 0
Maksimum 36
Standart Sapma 10,51
Varyasyon Katsayisi 0,003

*: Lif elde edilemedigi i¢in 6l¢iimii yapilamayan ve analize dahil edilmeyen genotipler, **: Lif 6zellikleri Bradow ve Davidonis, 2000’e gore

siiflandinlmistir, LU: Lif uzunlugu.

Lif uzunlugu ve varyans analiz sonuglari incelendiginde genotiplerin genelinde farkliliklar
gbzlenmesinin yani sira G.barbadense ve G.hirsutum genotiplerinin kendi iglerinde benzer, birbirleri arasinda
biiyiik farkliliklarin oldugu bulunmustur. Ancak G. hirsutum (23), PI 528429 (24) ve P1 528426 (25) genotipleri
lifsiz oldugu i¢in diger genotiplerden ¢ok daha fazla farklilik gostermistir.

3.2 Genlerin Belirlenmesi ve Bu Genlere Ait Primerlerin Tasarlanmasi

Lif uzamasiyla iligkili genler EST Kkiitiiphaneleri ve yaymlanmis makalelerde taranarak belirlenmistir
(Tablo 4.2). Belirlenmis olan bu genler Clone Maneger 5 programu kullanilarak aralarinda homoloji olma
durumlarina gore incelenmis, genlerin genelinde bir homoloji tespit edilememesi tizerine lif uzamasi 6zelligine

etkisinin en iyi oldugu diisiiniilen genler etki mekanizmalarina gore gruplandirilmig ve her bir grubun kendi
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icindeki homolojilerine bakilarak genler belirlenmistir. Bulunan genlerin niikleotid dizileri analiz edilerek bu

genlere uygun primerler olusturulmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Molekiiler ¢aligmalarda kullanmak amaciyla lif uzunlugunu etkileyen genler i¢in tasarlanan primerler

Olugturulan  Aksessiyon

Genler No Dizilim 5'-3' Ozellik Uzunluk  Kaynak
GhSuSy | FJ713478 | F-CCGCCCAACTCTTTCAAAAT Siikroz sentaz 236
AY464055 | R-ATGGTGTCTCAGGAGGTAGGG

U73588

u73587
GhACT2 | AY305724 | F-TGGCATCATACATTCTACAAC Aktin 318 [59]
GhACT3 | AY305725 | R-TCTCGGTAAGAATCTTCATCA [59]
GhACT4 | AY305726 [59]
GhACT5 | AY305727 [59]
GhACT6 | AY305728 [59]
GhACT7 | AY305729 [59]
GhACT8 | AY305730 [59]
GhACT9 | AY305737 [59]
GhACT10 | AY305731 [59]
GhACT11 | AY305732 [59]
GhACT12 | AY305735 [59]
GhACT13 | AY305734 [59]
GhACT14 | AY305733 [59]
GhACT15 | AY305736 [59]

Seliiloz sentezi
GhCesA-5 | GQ200734 | F-TGGTTCAAGAAAGAAGGGAAA | katalitik altiinitesi 617 [60, 61]
(RWS1)
HQ525184 | R-CTTCTTTTAAAAGCGTTGCAG
Uzama faktorii 1-

AW561930 | F-GGTATTGACAAGCGTGTGATT alfa 416 [62]

GhEF1A
GhEFIA4 | DQ174250 | R-ACAATTTCATCATACCTTGCC [63]
DQ174251
DQ174253
DQ174254
DQ174258

3.3. Genotipleme Calismalari
3.3.1. DNA izolasyonu ve genomik DNA’larin agaroz jel yontemiyle gosterimi
Lif ozelliklerine gore belirlenen genotiplerde DNA izolasyonu 2.4.1°de verilen yonteme gore

yapilmustir. Izole edilen genomik DNA’lar %1°lik agaroz jelde kosturularak gériintiilenmistir (Sekil 4.1).
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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Sekil 4.1. Genomik DNA’larin jel goriintiisti ( %1°lik Agaroz Jel; M: 1 kb))

3.3.2.  DNA miktar tayini

Elde edilen genomik DNA’larin konsantrasyonu Nanodrop cihazinda bolim 2.4.3’de belirtildigi gibi
260 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis ve PCR sartlarina en uygun konsantrasyona ayarlanmistir.

3.3.3. Belirlenen genlerin secilen genotiplerle taranmasi

Tasarlanan primerlere uygun olan gen bolgelerine uygulanan PCR ile ¢ogaltilmig ve jel analizi
sonucunda 100 bp’lik markor seviyesinde herbir gene ait uzunluklardan (Tablo 4.2) daha biiyiik bantlar meydana
geldigi gézlenmistir.

Seliiloz ¢ok sayida multimerik seliiloz sentaz (CesA) kompleksleriyle sentezlenip, plazma membraninda
kortikal mikrotiibiil boyunca iletilmektedir. Bu komplekslerin sadece bilinen bilesenleri, seliiloz sentaz
proteinleridir [64]. Genotiplerin GhCESA geniyle taranmasinin neticesinde (Sekil 4.2) polimorfik bantlar
bulunmustur. 1-10 arasindaki genotipler G. barbadense tiiriine ait olup bunlar fenotipleme neticesinde uzun ve
kaliteli liflere sahip olmasina karsin 1, 3, 5, 7 ve 9. siradaki genotiplerin genetik bakimdan G. hirsutum’a benzer
Ozellik gosterdigi belirlenmistir. 10-26 arasindakiler G. hirsutum tiiriine ait olup fenotipik olarak orta kalite ve
orta uzunlukta lif iiretmekte ve genetiksel olarak ta aralarinda farklilik goriilmemistir. Bununla birlikte, 26- 35
arasindaki genotipler ise yabani tip pamuklardir. Bunlar da ise 27, 28, 29, 30 ve 35. geotiplerde G.hirsutum
Ozelligi gozlenirken digerleri genetiksel a¢idan G. barbadense 6zelligi gostermektedir. Bu sonuglar neticesin de
ise 500-510 bp uzunlugundaki allellerin lif uzamasi agisindan 6nemli olabilecegi yargisina varilmigtir. Calisma,
2, 4, 6 ve 8 numarali genotiplerin ve G. hirsutum tiiriine ait genotiplerin sekanslarinin kargilagtirilmasiyla daha

da netlesecektir.

M1 23 456 7 8 910111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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Sekil 4.2. CesA primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisit

Diger taraftan lif uzamastyla etkili diger genlere bakacak olursak;
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GhEF1A (elongation factor 1A-1,2,4,5 ve 9) uzama faktoriiniin translasyonunda islev gérmektedir (Xu
ve ark.,2007).

GhEF1A genin 35 genotip tizerinde taranmasinin neticesinde (Sekil 4.3) 1, 5, 8, 10, 29, 30, 31, 32, 33,
34 ve 35. genotiplerin digerlerinden farkli bir sonug gosterdigi gdzlenmistir. Bu genotiplerde digerlerinden farkli

olarak, yaklagik 500 bp uzunlugundaki bantlar bulunmamaktadir. Bunun neticesinde de 500 bp uzunlugunda

c¢ikan allellerin bulunmasi halinde ¢esitlerin lif uzunlugunu olumsuz yonde etkileyebilecegi sonucuna varilmistir.
M1 2 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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Sekil 4.3. EF1A primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii

Pamukta siikroz sentezi (SuS) pamuk lilflerinin gelisiminde dnemli bir rol oynamaktadir (Ruan ve ark.,
2008). Buna gore; (a) tohum olusumunun baslamas: sirasinda sakkaroz kullaniminda (b) trikom farklilagsmasinda
ve (c) hiicre duvari biyosentezi ile lif uzamasini hizlandirmada etkili olmaktadir [65].

SuSy geninde ise sonuglara baktigimizda genotiplerde farkli amplifikasyonlar goriilmektedir. Bu

farkliliklarin fenotipe ne gibi etkileri oldugu tespit edilememistir(Sekil 4.4).
M1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 1314 15 1617 18 1920 21 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32 33 3435
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Sekil 4.4. SuSy primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii

GhACT1 geni aktin sitoiskeleton agin1 diizenlemekte ve bundan dolay: lif uzamasinda etkindir. Ancak
GhACT1 geninin RNA ile birlikte olusturdugu yapi liflerdeki aktin sitoiskeleton agimi bozmakta, protein ve
mRNA diizeyini 6nemli 6lglide azaltmaktadir. Aktin aginin bozulmasi lif uzamasim engellemektedir [59].

GhACT geninin jel gorintiisii dikkate alindiginda (Sekil 4.5) biitiin genotiplerde benzer alleller olarak
bulundugu gozlenmistir. Ancak lifsiz olan ¢esitlerde de GhACT1 geninin iyi ve orta kalitede lif ireten
cesitlerdekiyle ayni allelleri vermesi, Li ve ark. [59] makalesindeki GhACT1 geninin RNA ile birlikte
olusturdugu yapmin aktin agint bozdugu ve bunun neticesinde de liflerde uzama olaymin gergeklesmedigi

sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.5. ACT primeriyle taranan 35 genotipin jel goriintiisii

3.3.4. Genotip ve fenotip iliskisi

Belirlenen 35 genotipin CesA primeriyle taranmasiyla yapilan okumalar ve bu genotiplere ait lif
uzunluklarinin elde edilen bantlarla korelasyonlar1 incelendiginde, CesAl ile lif uzunlugu arasinda (r=0,49)
pozitif ve Onemli bir iliski bulunmaktadir. CesAl mevcut iken lif uzunlugu da Onemli Olgiide artis
gostermektedir. CesA2 ile lif uzunlugu arasinda (r=-0,49) negatif ve 6nemli bir sonu¢ bulunmaktadir. Yani
CesA2 mevcut iken lif uzunlugu 6nemli 6l¢iide azalma gostermektedir. SuSy ile lif uzunlugu arasinda (r=0,88)
pozitif ve ¢ok 6nemli bir iligki bulunup, SuSy mevcut iken lif uzunlugu da buna bagli olarak ¢ok dnemli diizeyde

artig gostermektedir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Lif uzunlugu ile amplifikasyonda farklilik gosteren genlerin korelasyonu

esAl |esA2 |uSy

Lif

Uzunlugu .49 0.49 .88
Onem

Derecesi (p) .0204 |.0204 |.0001

Korelasyon analizinde kullanilan ve 6nem seviyelerini etkileyen bantlar Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de detayl

olarak gosterilmistir.
M1 2 3 456 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35
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Sekil 4.6. Korelasyon analizinde kullanilan CesA primeri ve ilgili bantlarin gosterimi
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M1 2 3 45 67 8 91011121314 151617 18 1920 21 22 23 24 25 26 2728 29 30 31 32 33 3435
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Sekil 4.7. Korelasyon analizinde kullanilan SuSy primeri ve ilgili bantlarin gosterimi

Bunula birlikte, lif uzunluguyla CesA geni polimorfizminin iligkilendirilmesi Sekil 4.8’de verilmistir.
Stitunlarin en altinda bulunan ve 500 bp’ye yakin allelin lif uzunluklarina gore degisimi tiirlere gore farklilik

gostermektedir.

Uzun Lifli Genotipler (G. barbadense) Orta-Kisa Lifli (G. hirsirum) Havsiz-Az Havh
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Sekil 4.8. Lif uzunlugu ve CesA polimorfizminin iliskilendirilmesi

3.3.5. Bantlarin jelden kesimi, temizlenmesi ve tek banda indirgenmesi

Elde edilen jel goriintiileri incelendiginde, is yogunlugu ve zaman kisitlamasi da dikkate alinarak, 4 gen
iizerinde yapilan analizlere tek genle devam edilmis ve ayrica kullamilan genotip sayisi kademeli olarak
azaltilmistir. Ik olarak farkli gruplardan (genom durumu, tiir ve lif zelliklerine gére) toplam 19 genotip
secilerek agaroz jelde kosturulmustur (Sekil 4.9-A).

Daha sonra, 19 genotip arasindan tiim Ornekler arasindan benzerlik bakimindan gruplandirilma
yapilarak her bir grubu temsil edebilecek 1 genotip belirlenmis ve sekanlama igleminde kullanilmak amaciyla bu
genotiplere ait her bir bant ayr1 bir numune haline getirilmistir (Sekil 4.9-B).

Jel tlizerinde verilen 1 numarali 6rnekten kesme islemiyle herbir bant ayr1 ayr elde edilip PCR’la
cogaltildiktan sonra %3’liik agaroz jelde kosturulmus ve sekil 4.9-B’deki goriintii elde edilmistir. Bantlarimizin
tek olup olmadigimi ve sekanslama igin gerekli olan yogunluga sahip oldugundan emin olunduktan sonra

sekanslama iglemine geg¢ilmistir.
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Sekil 4.9. Segilen 19 genotip ve bunlardan 1. 6rnege ait kesilmis bant goriintiisit

Her bir bant sekanslandiktan sonra elde edilen bantlarin sekans uzunluklar1 ve baz ciftleri arasindaki
farkliligr gormek icin sekanslar karsilagtirilmistir. Baz dizilimleri arasinda farkliligin goriilmesi iizerine bu
sekanslarin amino asit dizilimleri kargilastirilmis ve baz farkliliklarinin amino asit dizilimini degistirip
degistirmedigi incelenmistir. Inceleme sonucunda hem jel goriintiisii iizerinde hem de korelasyon analizinde
onemli farklilik gosteren 4. bantin amino asitlerinin CesA sekansma ait amino asitlerden farkli oldugu
gbézlenmistir (Tablo 4.4). Bu farkliliklar 3 ayr1 SNP noktasi seklinde olup, ilk farklilik 328. baz olan Guanin’in
adenin’e doniismesi seklinde olup, aminoasit sentezinde farkliliga yol agmadigi belirlenmistir. Diger SNP
noktasinda 343. baz olan Timin’in Sitozin’e doniismesiyle Lizin (L) amino asitinin Serin’e (S) doniismesini
sagladigr ve son olarak goriilen SNP’nin ise 397. baz olan Adenin’in Guanin’e doniismesiyle Histidin (H)
aminoasitinin Arjinin’e (A) doniismesini saglamistir. Ancak, diger bantlarin aminoasit karsilastirmalar1 dikkate
alindiginda sadece 2. bantin ortak baz dizindeki 28. bazi olan Guanin’in Timin’e doniismesiyle Glisin (G) amino
asitinin Valin’e (V) doniistigii gozlenmistir. Hem 2. bantdaki SNP hem de 4. banta ait SNP’lerin amino asit
degisimlerinin fenotip {izerine ne sekilde etki ettiginin daha iyi anlasilabilmesi igin farkli oldugu diisiiniilen G.
barbadense ve G. hirsutum tiirlerine ait genotiplerde sekanslama ve karsilagtirma uygulamalarinin yapilmasi
gerekmektedir.

Glisin, hiicre uzamasi siirecinde etkin rol almaktadir. Mangeon ve ark. [66] ¢aligmalarinda, A. thaliana
bitkisinde glisin sentezinde rol alan genler lizerine ¢aligmiglar ve glisinin hiicre uzamasinda direkt veya indirekt
olarak etkili oldugunu, glisin sentezini saglayan genlerin mutant ve transgenik bitkilerde normal bitkilere
nazaran daha az ifade edildigini belirlemislerdir.

Lozin hiicre proliferasyonu, kok hiicre bakimi, hormon algilama gibi gelisimsel ve simbiyotik yagamda

ve yaralanmalara 6zel veya 6zel olmayan cevaplar gibi savunma ile ilgili siireclerde etkilidir [67].
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Serin, kloroplast, sitosol ve mitokondriye bagli olarak siilfat asimilasyonunu ve azaltma yollarinda etki
gostermektedir [68]. Serin metabolizmada, piirinler, pirimidinler, sistein, triptofan (bakterilerde) ve daha bircok
metabolitin biyosentezinde dnemli bir role sahiptir [69].

Histidin, dokular1 gelistirmeye ve korumaya yardimci olmaktadir [70].

Arjinin nitrit oksit olusumunda etkilidir ve boylelikle de patojen infeksiyonlara karsi savunmada,
sinyalizasyon ve sinyal iletimini saglamaktadir. Kotiledon ve tohumlardaki amino asitlerde fazla miktarda

bulunmakta ve tohumlarda nitrojen birikiminde etkin bir rol oynamaktadir [71].

Tablo 4.4. Sekanslanan bantlardaki amino asit dizilimlerinin orijinal sekansla kargilastirilmasi

Amino asit degisimi | Niikleotid degisimi (yeri)
_ A->G (352)
. Bant
G>V G->T (28)
. Bant
_ A>T (29)
. Bant
- A->G (139)
. Bant
- G>A (328)
. Bant
L>S T->C (343)
. Bant
H>A A->G (397)
. Bant

Bu ¢aligmada, elde edilen sekanslarda ise;
Glisin’in>Valin’e, Lozin’in - Serin’e ve Histidin’in—> Arjinin’e degisimi lif kalitesine etkili olabilir.

Ancak arastirmanin dogrulugu daha detayli calismayla ortaya konabilecektir.

4, Sonug ve Tartisma

Secilen genotiplere iliskin lif uzunluklar1 0-36 mm arasinda degismistir.

G.barbadense L. genotipleri daha kaliteli lif tiretmis olup, G.hirsutum L. genotipleri orta derecede
kaliteli lifler iiretmislerdir.

CesA geni, segilen genotipler arasinda daha fazla polimorfizm olusturmustur.

Yaklasik olarak 500-510 bp uzunlugundaki allellerin SNP tasidigi ve 2 allelde bulunan SNP’lerin amino
asit degisimine neden oldugu belirlenmistir. Bu degisimlerin lif kalitesiyle iliskili olabilecegi ve daha detayli

calismalarin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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