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ONSOZ

Bircok yonden ilgi g¢ekici bir bitki olan hashas (Papaver somniferum) yizyillar boyunca insanoglu
tarafindan bilinen en eski ve énemli tibbi bitkilerden birisidir. Haghastan elde edilen bazi ekstratlar en
az 3500 yildir agri dindirici ilag olarak kullaniimaktadir. Kapsil farmasotik endistrisinde ekonomik ve
tibbi kullanimi olan fizyolojik olarak aktif morfin, kodein, tebain, narkotine ve papaverine gibi bir ¢ok
major éneme sahip alkaloit icermektedir. Bu alkaloidler narkotik, analjezik, sadative gibi agri kesici
ilaclarin hazirlanmasinda yodun bir sekilde kullaniimaktadir. Dolayisiyla, hashas ilag sanayinde
kullanilacak alkaloidler icin en énemli yenilenebilir kaynak ham madde saglayan ve fazla alternatifi
olmayan bir Griin konumundadir. Bu 6zelliklerine ragmen, hashas Uzerinde ¢ok c¢alisiimayan ve ihmal
edilmis bir bitki turidir. Onerilen bu proje ile haghas bitkisi igin genomik araglarin gelistirilmesi esas
olarak amaclanmistir. Bu amag icin bir Tlrk hashas cesiti (Kemerkaya 97) kullanilarak genomik
dizileme (sekanz) yapiimistir. Bu diziler kullanilarak susam i¢in genomik SSR markdrleri gelistirilmistir.
Ayrica, halka acgik gen veribankalarindan hashas icin depolanmis diziler kullanilarak EST-SSR
markorleri gelistiriimistir. Gelistirilen bu markérler proje kapsaminda Tirk ve dinya susam
germplazmlari igin genetik ¢esitlilik analizlerinin yapilmasinda, drln igin bir molekller genetik baglanti
haritasinin olusturulmasinda ve iliskilendirme analizlerinde kullaniimistir. Bu proje TUBITAK tarafindan
Prof. Dr. Anne FRARY'ye saglanan destekle tamamlanmigtir (TUBITAK 1090797).
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OZET

Hashas (Papaver somniferum L.) eski ¢aglardan beri kapsullerindeki alkaloitler ve tohumlarindaki
besin icerikleri agisindan ilgi ¢eken bir Griindlr. Esas itibariyle kapsiillerindeki fizyolojik olarak aktif
alkaloitleri igin Uretiimektedir. Hashas uluslararasi anlagsmalar gercevesinde sadece 20 civarinda
Avrupa ve Asya Ulkelerinde yetistiriimektedir. Tirkiye’de haghas bitkisinin Uretimine ve ticaretine izin
verilen Ulkelerden birisidir. Hashas kapsdullerinde icerdigi ve esas olarak narkotik, analjezik, sadative
gibi agri kesici ilaglarin hazirlanmasinda kullanilan morfin, kodein, tebain, narkotine, papaverine gibi
major 6neme sahip alkaloidlerin saglandidi tek Griin olma 6zelligi tasimaktadir. Bu nedenle farmasotik
endustrisinde hammadede saglayan ©6nemli Urinddr. Dunya’da yaklasik 103.000 ha. alanda
yetigtirimektedir. Tirkiye’de ise 19.000 ha. da tarimi yapilmaktadir. Avustralya, Fransa, Hindistan,
Ispanya ve Turkiye en 6nemli hagshas Ureten Ulkelerdir. Son zamanlarda Cin’de de bu konuda énemli
calismalar yapiimaktadir. Sadece Cin ve Hindistan’da afyon sakizi Uretiimekte ve ticareti yapiimaktadir.
Hindistan afyon sakizi ithalatinda tekel durumundadir. Turkiye hem sahip oldugu genetik kaynaklari ve
hem de yetistirme ekolojisi bakimindan hashas icin tim imkanlara sahip bulunmaktadir. Bu 6zellikleri
ile Turkiye hashas Uretiminde ve ticaretinde rekabet giclni koruyabilece@i gibi hashas ve Urdnleri
pazarindan daha fazla miktarda kazanclar elde etme kapasitesindedir. Ekim alani sinirli oldugu igin
Tarkiye’nin hashas Uretimini artirabilmesi igin tek yol ihtiyaglara cevap verebilecek nitelikte yeni haghas
gesitlerinin gelistiriimesine baghdir. Klasik yontemler kullanilarak gelistirilen gesitler olmasina ragmen
ginimiz ciftcisinin ve ilag enddstrisinin ihtiyagc duydugu kalitede cesitler olma konusunda yeterli
bulunmamaktadir. Molekuler teknolojilerin haghas islahinda kullanimi giinimuze kadar yapilmamistir.
Tarkiye zengin hashas gen kaynaklarina sahip bulunmaktadir. Bu gen kaynaklarinin karakterizasyonu
ve i1slah calismalarinda daha etkili kullanimi énemlidir. Onerilen projede Ulusal Gen Bankasindan
temin edilecek bir grup hashas germplazminda genetik analizler yapilacak ve ¢ekirdek kolleksiyonlarin
olusturulmasi i¢in markorler belirlenecektir. Yine, proje kapsaminda ilk kez SSR markérleri
gelistirilecek ve bu markérler hashas igin yiksek ¢ozinUrlikte molekiler genetik baglanti haritasinin
olusturulmasinda kullanilacaktir. Olusturulan baglanti haritasi kullanilarak ilk kez haghas icin 6nemli
agronomik ve alkaloit igerikler igin kantitatif karakter analizleri (QTL) yapilacaktir. Ayrica, haghas dogal
populasyonlari kullanilarak iliskilendirme haritalamasi ile agronomik ve alkaloit iceriklerin genetik
esaslari belirlenecektir. Molekller teknolojilerin de kullanimi ile gelistirilecek yeni hashas cesitleri ile
hashas tarimina yon vermek ve Uretim, ihracat, gelir dizeyinde makro artiglari saglamak ve en
O6nemlisi Turkiye'nin bu Grinde rekabet glicind artirmak mimkun olacaktir.

Anahtar Kelimeler:
Hashas, Alkaloit, Genetik Cesitlilik, SSR, Haritalama, QTL, iligkilendirme Haritalamasi



ABSTRACT

Since ancient times, opium poppy (Papaver somniferum L.) has been of interest because of the
alkaloids found in its capsules and the nutritional quality of its seeds. Poppy is mainly produced for the
physiologically active alkaloids found in the capsule. Within the confines of an international agreement,
opium poppy is only grown in approximately 20 conuntries in Europe and Asia. Turkey is one of the
countries with permission to grow and trade opium poppy. Poppy is the only natural source of the
important alkaloids morphine, codeine, theabaine, narctine and papaverine. These alkaloids are of
pharmaceutical importance and are used as narcotic, analgesic, and sedative pain relievers. For this
reason, it is a crop that provides an essential raw material for the pharmaceutical industry. Opium
poppy is grown on approximately 103,000 hectares worldwide with 19,000 hactares grown in Turkey in
2007 according to FAO statistics. Australia, France, India, Spain and Turkey are the most important
opium poppy-producing countries. More recently, China has made important progress in this area.
Raw opium is only produced and traded in China and India. India is the only country that exports raw
opium. In terms of genetic resources and an appropriate ecology for poppy cultivation, Turkey has the
potential to produce high quality poppy products. With this potential, Turkey can sustain its
competitiveness in opium poppy trade and should be able to gain a more important place in the
worldwide poppy business. Because poppy production is limited to certain areas, the only way to
increase production, is to develop new cultivars with increased vyield. Despite the development of
cultivars by classic breeding methods, these cultivars are not enough because today’s farmers and
pharmaceutical industry require higher quality varieties. To date, molecular breeding techniques have
not been used for opium poppy improvement. Turkey has rich genetic resources for this crop but these
resources must be characterized so that they can be used more effectively. In the proposed research,
a subset of opium poppy germplasm from the National Genebank will be genetically analyzed and
markers identified for core collection determination. For the first time and in this project, SSR markers
will be developed for opium poppy and used to construct a high density genetic linkage map. The SSR
marker and map will then be used to do quantitative trait locus (QTL) analysis to identify genes for
important agronomic and alkaloid-content traits. In addition, natural opium poppy populations will be
used to map the same traits using association mapping techniques. New varieties developed using
molecular techniques will give new directions to poppy production and will help to increase production,
export and the income generated by this crop. Most importantly, with such new cultivars, it will be
possible to strengthen Turkey’s competitiveness in opium poppy trade.

Keywords
Poppy, Alkaloid, Genetic Diversity, SSR, Molecular Mapping, QTL, Association Mapping



1. GIRIS

Tuarkiye sahip oldugu cografyasi ile pek ¢ok drinde birinci dereceden gen merkezi durumundadir.
Papaver cinsi igerisinde yer alan 28 cins ve 250 turin 70’si Papaver genusuna aittir. Bu aile i¢cerindeki
5 cinse ait yaklasik 39 tir Ulkemizde belirlenmistir ve Turkiye hashas bitkisi igin de birincil dereceden
gen merkezi olarak degerlendiriimektedir. Bitki ¢esitliliginin sdrdirebilmesi ve c¢alisiimasi igin
islahgilarin ve gen bankalarinin elinde bulunan germplazm koleksiyonlarinin karakterizasyonu
gerekmektedir. Bu igslem icin klasik olarak bazi agro-morfolojik 6zellikler incelenmistir. Ancak, son
zamanlarda buyUk populerite kazanan ve bitki bilimlerinde yodun kullanim alani bulan molekuiler
markorler germplazm kolleksiyonlarinin karakterizasyonu ve idaresine yardimci olmak Uzere genis bir
sekilde kullaniimaktadir. Bu tip analizler ile genetik olarak farkli materyallerin belirlenmesi ve ¢ekirdek
koleksiyonlarin olugturulmasina imkan saglanmistir. Cekirdek kolleksiyonlar kuguk, idaresi nispeten
kolay ve daha ekonomik olduklari icin butin kolleksiyona gore daha iyi dizeyde ve tam anlamiyla
karakterize edilebilmektedir. Ulkemizde de hashas bitkisi icin ¢ekirdek kolleksiyonlarin olusturulmasi
gerekmektedir. Onerilen projede Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisi’nden temin edilen bir grup
materyalde genetik gesitlilik analizleri yapilmistir.

Molekiler markor teknolojileri ve genetik baglanti haritalari modern bitki islahinda son derece guigli bir
teknik olan markdre dayal seleksiyon yapilmasina imkan saglamistir. Bu tur haritalar birgok major ve
minér bitkilerde gelistirilmistir. Fakat, hashas’ta i1slah ve genetik calismalarda kullanilabilecek
¢ozunurlikte gelistiriimis bir molekiler genetik baglanti haritasi bulunmamaktadir. Hashas igin
olusturulacak bir molekuler genetik baglanti haritasi markére dayali seleksiyon ile i1slah programlarini
hizlandiracak ve bir ¢ok karakterin segici olarak manipllasyonuna imkan saglayacaktir. Son
zamanlarda, kompleks karakterlerin incelenmesi amaciyla kullanilan dogal bitki populasyonlarinin
genetik analizinde klasik baglanti analizlerinin yanisira iliskilendirme haritalama metoduda (association
mapping) yogun bir sekilde kullaniimaya baslanmigstir. Baglanti disequilibriumu (LD) olarakta bilinen
iliskilendirme haritalamasi kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) belirlenmesinde kullanilabilmektedir.
Baglanti disequilibrium konsepti (LD) Uzerine dayanan iligkilendirme haritalama yontemi ile bir
populasyon igerisindeki atasal rekombinasyonlari ve dogal genetik varyasyonu kullanarak kantitatif
karakter lokuslarini belilemek muimkindir. Onerilen proje kapsaminda Tirk dogal haghas
populasyonlari i¢cin LD analizleri yapiimistir. Bu proje hem genetik kaynaklar ve hem de yetigtirme
ekolojisi bakimindan tim imkanlara sahip olan Ulkemizde, hashasin ginimuz ihtiyaglarina cevap
veren bir bitki olarak degerlendiriimesine olanak saglayacak altyapiyi olugsturmak, gelistirilecek yeni
gesitlerle hashas tarimina yon vermek ve uretim, ihracat, gelir diizeyinde makro artislari saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

Hashas (Papaver somniferum L., 2n=22) Papavereceae familyasi igerisinde yer almaktadir.
Papavereceae 28 cins ve 250 tir igeren biyuk bir familyadir (KAPOO 1997). 250 tirGn 70’si Papaver
genusuna aittir (KADEREIT ve ark. 1993). Bu aileye ait 5 cins Tirkiye’de bulunmustur (SECMEN ve
ark. 1995). Hashas (Papaver somniferum) yizyillar boyunca insanoglu tarafindan bilinen en eski ve
onemli tibbi bitkilerden birisidir (WHITE 1985; SCHIFF 2002). Hashastan elde edilen bazi ekstratlar en
az 3500 yildir agri dindirici olarak kullaniimaktadir (BERNATH 1998). Afyon olgunlasmamis kapsulin
cizilmesiyle lateks (sut) formunda elde edilir. Kapsul farmasotik endustrisinde ekonomik ve tibbi
kullanimi olan fizyolojik olarak aktif bir cok major alkaloidin ana kaynagini olusturmaktadir. Bu dnemli
alkaloidler arasinda morfin, kodein, tebain, narkotine ve papaverine yer almaktadir ve esas olarak bu
alkaloidler narkotik, analjezik, sadative gibi agr kesici ilaglarin hazirlanmasinda kullaniimaktadir.
Hagshas ila¢ sanayinde kullanilacak alkaloidler i¢in en Onemli yenilenebilir kaynak ham madde
saglamaktadir (YADAV ve ark. 2006). Ayrica, Hashas yetistirilen bdlgelerde gunlik diyet igerisinde
Ozellikle afyon icermeyen tohumlar ekmek ve diger hamur dUrlnlerinde yogun bir gsekilde
kullaniimaktadir (GUMUSCU ve ark. 2008). Haghas tohumlarindan ¢ikarilan yagin narkotik bir ézelligi
yoktur ve eski caglardan beri yemek yagi olarak kullanilmaktadir. ilaveten, hashas tohumu yag: ten
nemlendiricisi olarak ve ayrica sabun, boya, parlatici yapiminda kullaniimaktadir. Diinya da yaklasik
84.000 ton haghas tohumu Uretiimektedir. Tuirkiye yillik 30.187 (%36) ton Uretimi ile Cek
Cumbhuriyeti'nden (31.591 ton/yil, %38) sonra ikinci sirada yer almaktadir (FAO 2006).

Dinya da uyusturucu maddelerin ekimi, Uretimi, ithali ve ihracatini, Glkemizin de imza koydugu
uluslararasi 1961 TEK Soézlesmesi (Single Convention on Narcotic Drugs) ve tadiline iliskin 1972
protokoll dizenlemektedir. 1961 TEK Sdzlesmesi, dinyadaki uyusturucu madde islerinin tek elden
yurltilmesi hikmina getirmekte ve Birlesmis Milletler Teskilatinin uyusturucu maddelerin kontroli
hususundaki yetkisini kabul etmektedir. Dinyanin, tibbi ve bilimsel uyusturucu madde ihtiyaglarinin
kargilanmasi icin; Birlesmis Milletler Teskilati denetiminde yasal olarak aralarinda Turkiye, Hindistan,
Avustralya, Fransa, ispanya, Macaristan ve Slovakya ile son yillarda Cin’inde bulundugu yaklasik 20
Ulkede hashas ekimi yapilmaktadir. Bu Ulkelerden Hindistan ve Cin’de hashas kapstulu cizilerek afyon
sakizi Uretilmektedir ve sadece Hindistan ham afyon sakizi ticareti yapmaktadir (BERNATH 1998).
Hindistan basta USA olmak Uzere ¢ok sayida avrupa Ulkesine yilda 600 mt civarinda ham afyon satisi
yapmaktadir. Diger Ulkeler sadece kendi i¢ tiketimleri icin ham afyon Uretmektedirler. Aralarinda
Turkiye’'ninde bulundugu diger ulkelerde Uretim gizilmemis hashas kapsulu seklinde hashag sapi,
tohumlari ve yag icin degerlendiriimektedir. Avustralya, Fransa, Ispanya, Suriye ve Tirkiye uyutucu
ham materyali ithal eden en 6nemli Ulkeler arasinda yer almaktadir (MANSFIELD 2002). Ancak,
Hindistan duinyadaki en blyiik afyon sakizi treten tlkedir (BERNATH 1998). Ulkemiz Diinyada 6nemli
haghas Gretimi yapan (lkelerden birisidir. Toplam 30.000 ha. ekim yapilmakta olup morfin esdegerine
gOre uyusturucu madde Uretimi 52 tondur. Avustralya, Fransa, Hindistan, Ispanya’dan sonra besinci
sirada yer almaktadir (INCB BM 2003).

Hashas, uzun yillardir Glkemizde geleneksel olarak ekilmektedir. Tohumu i¢ piyasada yad ve gida
olarak tiketilmekte olup ihra¢ edilen tirleri pastacilikta ve 6zel boya sanayisinde kullaniimaktadir.
Kapsulleri TMO kontrolinde Afyon Bolvadin’deki fabrikada morfin elde edilmek lzere islenmektedir.
Ulkemiz, birgok kdltir bitkisinin gen kaynagi olmasi ile birlikte, haghas bitkisinin de anavatanidir. Bu
bitkinin énemi ozellikle 18. ylzyildan itibaren hizla artmis, buglin endistriyel ve stratejik bir bitki haline
déntsmiustir. Ulkemiz hashas tohumu ve haghas kapsilinden elde edilen alkaloidlerin ihracatinda
diinya ticaretinde 6nemli bir paya sahiptir. Ulkemizde 1971 yilina kadar haghas kapsiilleri gizilerek
afyon elde edilmis ve afyon sakizi olarak ticareti yapiimistir. 1974 yilindan itibaren ¢izim yasagi ile
birlikte kapstllerden fabrika islemesi ile alkaloid elde edilmesi yoluna gidilmistir. 1981 yilindan itibaren
Afyon Alkaloidleri Fabrikasi morfin Uretimine baslamistir (Arslan ve ark. 1986). Afyon Alkaloidleri
Fabrikasi yilda 20.000 ton hashas kapsuli isleyebilecek kapasitededir.

Ulkemizde hashas tohumu uyusturucu madde igermedidi igin serbest piyasa sartlarinda iglem
gormektedir. Ciftci icin geleneksel degerini koruyan bu bitkinin tohumlarinin serbest piyasa sartlarinda
yuksek fiyatlarla satiimasi ve ihracat olanaginin olmasi hashas tohum uretimini vazgecilmez
kilmaktadir. Ulkemizde yillara gére degismekle beraber yilda 25.000 ton civarinda hashas tohumu
ihracati gergeklesmekte olup, bu ihracattan yilda 30 milyon $ civarinda doviz girdisi saglanmaktadir
(EKEN 2004). Dinya haghas tohum piyasasinda Ozellikle beyaz ve gri hashas tohumlari tercih
edilirken, i¢ tiketimde sari renkli haghas tohumlari tercih edilmektedir. Genel olarak hem i¢ hem de dis
piyasada vyillara gore degismek ile beraber tohum rengi bakimindan fiyat dalgalanmalari
yasanmaktadir. Ulkemizde hashas tarimi, Uluslararasi 1961 TEK Soézlesmesine uygun olarak
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hazirlanan Uyusturucu Maddelerle ilgili 3298 sayili Kanun ve Yénetmelidi gercevesinde; lisansa tabii,
kontrollli ve gizilmemis hashas kapsulu Uretimi seklinde yapiimaktadir. Birlesmis Milletler Teskilatinca
Ulkemize verilen 700.000 dekar limit dahilinde hashas ekimi ve ciziimemis hashas kapsuli Uretimi
yaptiriimaktadir. Hashas ekiminin kontroll, hashas kapsuli, ham afyon ve tibbi afyon Uretimi, satin
alinmasi, bunlardan uyusturucu madde imalati, yurt icinde satigi ve ihraci konularinda, Bakanlar
Kurulunun 13/04/1987 tarih, 87/11703 sayili karariyla Toprak Mahsulleri Ofisi Genel Mudirlugi
gorevlendirilmis olup, halen bu gérev s6z konusu kurumca yuritilmektedir. Haghas ekimi yapilacak il
ve ilgeler Ulkenin tarimsal ve ekonomik durumu, yurtigi uyusturucu madde ihtiyaci, mevcut stok
durumu, Afyon Alkaloidleri Fabrikasinin kapsil ihtiyaci, ihrag imkanlari dikkate alinarak yapilan
planlama cergevesinde her yil Bakanlar Kurulu Karariyla belirlenmektedir. Tarih, 2004/7679 sayili
kararname ile 2004 yili sonbaharindan itibaren Afyon, Amasya, Burdur, Corum, Denizli, Isparta,
Kltahya, Tokat ve Usak illerinin tamami ile Balikesir lli'nin Balya, Bigadi¢, Dursunbey, Ivrindi, Kepsut,
Savastepe ve Sindirgi ligeleri, Eskisehir Ili’'nin Alpu, Beylikova, Cifteler, Glinylzi, Han, Mahmudiye,
Mihalicgik, Seyitgazi, Sivrihisar ilgeleri, Konya ilinin Ahirli, Akéren, Aksehir, Beysehir, Derbent,
Doganhisar, Hiyilk, ligin, Kadinhani, Seydisehir, Tuzlukcu, Yalihilylk ve Yunak ilgeleri, Manisa ili'nin
Merkez, Demirci, Gordes, Kopribasi, Kula, Sarigdl ve Selendi ilgelerinde izin belgesi karsiliginda
haghas ekimi ve gizimemis haghas kapsiili Uretimine miisaade edilmektedir (ANONIM 2005). Uretilen
hashas kapsulleri Bolvadin’de kurulu bulunan ve yillik isleme kapasitesi 20.000 ton olan Afyon
Alkaloidleri Fabrikasinda islenmektedir.

Halen uUlkemizde ekilen hashas cesitlerinin morfin oranlan Uretici sartlarinda genellikle % 0.5-0.6
oranini gegememekte, bu da hashasta istenen bazi kalite Ozelliklerinin eksik olmasi anlamina
gelmektedir. Mevcut kapsil Uretiminin genelde az oldugu, Uretilen kapsillerdeki morfin orani
distkligi nedeniyle fabrika randimaninin distiga séylenmektedir. Bu nedenle kapsil ve tohum verimi
ylksek olan, morfin orani da %0.8-0.9’lar seviyesinde olan yeni hat ve cesitlerin gelistiriimesi
kaciniimazdir (GUMUSCU 2001). Alkaloid (retimi; bitkinin genotipi ve cevre sartlari tarafindan kontrol
edilmektedir. Alkaloid spektrumunda, bitki gelisimi siresince iklim faktorlerinin énemli etkisi bir ¢ok
arastirici tarafindan kaydedilmistir (BERNATH ve ark. 1988; GHIORGHITA ve ark. 1990). Agronomik
karakterler olarak; morfin orani i¢in kalitim tahminleri degiskendir ve g¢alisma sartlarinda populasyona
baghdir. Hint (KHANNA ve SHUKLA 1986) ve Avrupa (MORICE ve LOUARN 1071; DUBEDOUT 1993)
varyetelerinin morfin orani bakimindan orta derecede kalitim tahminleri kaydedilmistir. Hashas’da iklim
olaylarinin morfin olusumu Uzerine iligkileri arastirilmig; ylksek mintikalarda Nisan-AJustos
periyodunda sicakligin dismesiyle morfin oraninin dustigu, temmuz ayindaki fazla yagisin morfini
minimuma dasirdidl tespit edilmistir. Morfin orani kalitiminin intermediyer 6zellik gdsterdigi
belirlenmektedir. Tohum verimi ile morfin orani, yag verimi arasinda édnemli ve pozitif, tohum verimi ile
yag orani arasinda 6nemsiz, yag verimi ve yad orani arasinda 6nemsiz, yag verimi ile morfin
muhtevasi arasinda 6énemli ve pozitif iligkilerin mevcut oldugunu bildirmektedir (VOSKERUSE 1960).
Hashasta yag iceridi icin eklemeli gen etkisinin oldugu, morfin igerigi icin eklemeli gen etkisinin
olmadidi belirtiimektedir. Kalitimin yag igerigi icin yuksek, morfin icin distk oldudu gerek yag gerekse
morfin i¢in seleksiyonu surdirmenin faydal olacagi ifade edilmektedir (HLAVACKOVA 1973). Ekim
sikhi@r ve bitki basina kabuk veriminin, morfin verimiyle negatif korelasyon gdsterdigi belirtimektedir.
Morfin oraniyla tohum veriminin genetik kontrolleri arasinda bir iliski bulunmadigi, morfin ve tohum
yoninden Seleksiyon imkaninin oldugunu kaydetmislerdir (SIP ve SKORPIK 1981). Degisik gelisim
devrelerinde hasat edilen hashas bitkilerinin - muhtelif kisimlarindaki morfin orani farklilik
gostermektedir. Tam olum déneminde kapsuldeki; tepecikte % 0.8 ve kabukta % 0.58 morfin biriktigi
kaydedilmistir. Tohum renklerine gére morfin orani bakimindan siralamanin; gri, kahve, pembe, sari,
beyaz seklinde oldugu ifade edilmektedir (ARSLAN 1982). Hashasta verim ve verim potensiyelini
belirleyen unsurlar Gzerinde yapilan bir ¢ok calismada karakterlerin kontrollerinin komplex oldugu ve
bazi karakterlerin eklemeli gen etkisi ile ortaya ¢iktigi gdézlenmistir. SAINI ve KAICHER (1987) farkli
populasyonlarda, bitki boyu, ciceklenme gun sayisi, kapsil sayisi ve agirligi, tohum ve afyon verimi
gibi ekonomik 6neme sahip agro morfolojik karakterlerin genetik varyasyonlarini ¢alismiglardir. Birgok
arastirici  bitkinin bir ¢ok karakterinin genetik kontrolinde eklemeli varyansin etkin oldugunu
belirtmislerdir (KANDALKAR ve ark. 1992; SHUKLA 1992). KHANNA ve SHUKLA (1988) ayrica
hashasta 10 secilmis varyete arasinda yapilan diallel melezlerde agro-morfolojik karakterlerin eklemeli
etkiler tarafindan kontrol edildigini bulmustur. Calisilan populasyona bagl olmakla birlikte, bitki boyu ve
tohum agirhginin kalitiminda dominans ve yuksek dominans gérulmustir (HLAVACKOVA 1978).
SHUKLA ve KHANNA (1992) erkencilik icin eklemeli olmayan bir gen etkisi bulmuslardir. Haghasin
kapsul bayukligl ve sekli, gesit ve orijine bagh olarak genis varyasyon gosterir. Genisliginin boyuna
oranina gore (kapsul indeksi) 5 farkli grup karakterize edilmistir. Bunlar oval, genis oval, figimsi, diz ve
konik'dir. ilk iki gesit daha gok Hint varyetelerinde, son ligli de genelde Avrupa hashas gesitlerinde
gorilmektedir. Kapsul seklinin cografi dagilisla ve tohum verimiyle de ilgili oldugu gdrilmektedir
(VESELOVSKAYA 1976). Anadolu hashas varyetelerinde tohum ve afyon verimleri, morfin ve yag
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muhtevasi Uzerinde yapilan c¢alismada da tohum verimiyle; kapsuil ¢api, kapsul uzunlugu arasinda
pozitif, kapsul indeksi arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Pussuz ve az puslu kapsiile sahip
cesitlerin afyonlarinda morfin oraninin daha yiksek oldugu, pussuzluja daha ziyade beyaz gigekli
cesitlerde rastlandigi, bu karakterlerin kalitsal oldugunu belirtiimektedir (INCEKARA 1949).

Ulkemizde hashas 1slah calismalari Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitisi (ATAE) ve Toprak
Mahsulleri Ofisi tarafindan yiritiilmektedir. Ayrica, Ankara Universitesi Ziraat Fakiltesinde de Prof.
Dr. Neset ARSLAN onderliginde haghas 1slah ¢alismalari yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda kapsul ve
tohum verimi, morfin ve tebain igerigi yiksek, hastalik, zararlilara ve sojuda dayanikli cesitleri
gelistirmek hedeflenmistir. ATAE baslangigta; yurt igcinde hashas ekimi yapilan yerlerden, Ege
Tarimsal Arastirma Enstitisi Gen Bankasi gibi kaynaklarla uluslarasi kaynaklardan materyal
toplanarak germplazm olusturulmustur. Bu asamadan sonra islah amaglari dogrultusunda materyal
g6zden gegirilmis ve degerlendiriimistir. 2500’den fazla degisik diizeylerde (gdzlem bahgeleri, 6n verim
ve verim denemeleri ) materyal test edilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda 1985-1990 vyillari arasinda
yapilan islah cgalismalarinin hedefi olan % 0.5 morfin orani yakalanmis ve 1995 yilinda %0.5'in
Uzerinde morfin ihtiva eden iki ¢esit Kemerkaya-95 ve Anayurt-95 isimleriyle tescil ettiriimistir. Gegmis
yillarda ydruttlen galismalara ilave olarak, enstitide 1992 yilinda melezleme galismalarina baslanmis
olup, deneme materyali olarak 1985-1990 yillari arasinda yurt i¢i, yurt disi kaynaklardan temin edilen
3000 civarindaki hat kullaniimistir. Islah Metodu olarak ise modifiye bulk metodu kullaniimigtir. 2000
yilinda kurulus mevcut genetik varyasyonu artirmak Uzere mutasyon islah ¢alismalarina baglamistir.
Enstitli, 2003 yilinda mevcut tescilli standart g¢esitlerden morfin icerigi bakimindan yiksek iki gesit
adayini (85014.3.1 ve 85072.3.4) ve 2 tane morfin ve tebain bakimindan yiiksek olan hatlar Tohumluk
Tescil ve Sertifikasyon Mekezi Mudurligine géondermistir. Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma
Enstitist hashas islah galismalarini 1986—1997 yillari arasinda yuritmis olup bu kurulus tarafindan
Ankara-94, Suhut-94, Afyon Kalesi-95, Camci-95, Kocatepe-96, Karahisar-96 cesitleri tescil edilmistir.
Bu cesitlerin tohumluklarinin Gretimi ve muhafazasi Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisiinde
surdurdlmektedir. 1997-2004 yillari arasinda Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisindeki
mevcut ¢alismalar ve materyal Afyon Kocatepe Arastirma Enstitiisine devredilmistir. Bu kurulusta
yillara gore alkaloidlere gosterilen talep g6z énine alinanak 1996 yilindan itibaren kiltlr hashaslarinda
tebain icerigini belirlemeye ydnelik islah calismalari baglatiimistir. 2004 yilinda bu enstitinin
kapatilmasi ile tim genetik materyal Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitisinde degerlendiriimeye
alinmistir.

Hashas bitkisi ile yapilan molekuler diuzeydeki calismalar diger UrUnlerle kiyaslandidinda oldukcga
sinirhdir ve bu Urin igin gelistirilen genomik araglar olduk¢a az dizeydedir. Bu Urin igin su ana kadar
gelistirilen ve RAPD ve AFLP isaretleyicilerine dayal tek bir molekuler genetik baglanti haritasi vardir.
Bu calismada yuksek morfinli bir macar ¢esiti olan Papaver somniferum var. Cosmos ile distk morfinli
bir hat melezlenmis ve tirigi bir F2 populasyonu olusturulmustur. Alti morfolojik 6zelligin agilimi bitkisel
gelisiminin vegetatif asamasinda ve hatta hasat edilmis kapsullerde tespit edilmigstir. 77’si AFLP ve 48’i
RAPD isaretleyicisi olmak tzere toplam 125 molekiler isaretleyici belirlenmistir. Polimorfik bulunan 87
isaretleyici (%66) populasyonda uygulanmis ve 16 baglanti grubu olusturulmustur (STRAKA ve
NOTHNOPEL 2002). Simdiye kadar sadece bir morfolojik isaretleyici (NS) baglanti grublarinda lokalize
edilmisgtir. Hashas bitkisinin haploid kromozom sayisinin 11 (n=11) oldugu g6z ©ninde
bulunduruldugunda mevcut haritanin hashas genomunu tam olarak yansitmadidi ve dusuk
¢ozunurlikte bir harita oldugu anlasiimaktadir. Bu c¢alismaya ilavaten hashas germplazmlarinda
genetik cesitlilik ile ilgili caismalar mevcuttur. CAROLAN ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢calismada
plastid ve nuclear ribosomal sekanzlar'indan elde edilen nukleotid sekanzlar kiyaslanarak Papaver ve
yakin akraba genera’lar icerisindeki filogenetik iligskiler incelenmistir. Bu ¢alisma igin iki molekiler bolge
kullanilmigtir. Bu bolgeler arasinda (1) hicre igi traskript edilmis ara bolge (ITS) 18S-26S nikler
ribosomal DNA (BALDWIN ve ark. 1995) ve (2) plastid trnL intronu ve trnF intergenik ara bolge DNA
(TABERLET ve ark. 1991) yer almaktadir. Nukleer ve plastid sekanzlerinin yanisira RFLP, RAPD ve
AFLP gibi diger molekdler isaretleyicilerde genetik cesitlilik belirleme calismalarinda kullaniimigtir.
KADEREIT ve ark. (1997) dort cinse (Papaver, Roemeria, Stylomecon ve Meconopsis) ait 32 tir
kullanarak kloroplast trnK ve matK genleri ile yaptiklari RFLP analizinde Papaveraceae ailesi igerisinde
¢ogunlugu eski diinya (asya ve avrupa) Ulkelerinde genis yayilhm gdsteren bu cinslerin monofiletik bir
clade olusturduklarini belirlemiglerdir. SHOYAMA ve ark. (1998) Papaver turleri arasindaki genetik
analizlerin belirlenmesinde RAPD isaretleyicilerini kullanmiglardir. Bu ¢alismada P. pseudo-orientale
ve P. bracteatum arasinda yapilan melezlemede elde edilen F1’in gercek hibrit oldugu gdsterilmistir.
RAPD isaretleyicileri kullanilarak yapilan diger bir calismada PARMAKSIZ ve ark. (2004) Papaver cinsi
oxytona seksiyonunun Turkiye’de yetisen turlerinde genetik gesitliligi belirlemiglerdir. CAROLAN ve ark.
(2002) AFLP teknigini kullanarak Papaver Oxytona seksiyonu igerisinde yeralan tirler arasindaki
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genetik varyasyonu belirlemislerdir. Benzer sekilde SAUNDERS ve ark. (2001) degisik bolgelerden
temin ettikleri 40 adet Papaver somniferum tohum ornekleri igerisindeki gene havuzlarini ayirt etmek
amaciyla AFLP analizi yapmiglardir ve bu teknigin hashas cesitlerini ayirt etmede kullanilabilecek
potensiyel bir genetik isaretleyici sistemi oldugunu belirtmislerdir. Hashas bitkisinde bu ¢alismalar
disinda herhangi bir karakterin haritalanmasina yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Halbuki
ekonomik éneme sahip diger bitkilerde degisik molekiler teknolojiler genetik haritalama ve molekiler
islah galismalarinda rutin olarak kullaniimaktadir.

Agronomik ve evcillegtirmede rol oynayan ¢odu kompleks karakterler i¢in yapilan énceki ¢alismalarda
fenotipik varyasyonun c¢ok sayidaki kantitatif karakter lokuslarindan (QTL), bu lokuslarin birbirleriyle
olan iligkilerinden, cevresel faktorlerden ve QTL x gevre iligkilerinden etkilendigi gosterilmistir. Baglanti
analizleri (linkage analysis) ve iligkilendirme haritalamasi (association mapping) kompleks karakterlerin
ortaya cikarilmasinda en genel olarak kullanilan genomik araglardir (ZHU ve ark. 2008). Haritalama
populasyonunu olustururken meydana gelen rekombinasyon sayisinin sinirli sayida olmasindan dolayi
klasik baglanti analizleri ile tipik olarak bir kantitatif karakter lokusu (QTL) 10-20 cM aralarda lokalize
edilebilmektedir (DOERGE 2002; HOLLAND 2007). Gegen son 20 yil igersinde ¢ok sayida bitki
tirinde ylzlerce baglanti analizi galismalari ylritilmis olmasina ragmen belirlenmis QTL
lokuslarindan sadece c¢ok sinirli sayidakiler klonlanabilmistir (PRICE 2006). Son zamanlarda,
iliskilendirme haritalama metodu (association mapping) ile dogal populasyonlar kompleks karakterlerin
incelenmesinde yogun bir sekilde kullaniimaya baslanmistir (ERSOZ ve ark. 2008). iliskilendirme
haritalamasi (LD = Baglanti disequilibrium olarakta bilinmektedir) kantitatif karakter lokuslarinin
belilenmesinde kullanilabilecek oldukga yeni ve Umitvar bir genetik yontem olarak ortaya ¢ikmistir.
lliskilendirme haritalama metodu (LD haritalamasi) populasyon seviyesinde tarihsel rekombinasyon
olaylarini ortaya koyarak daha ylksek ¢dzunurlikte haritalama imkani saglamaktadir (NORDBORG ve
TAVARE 2002). Baglanti disequilibrium konsepti (LD) uUzerine dayanan iliskilendirme haritalama
yontemi ile bir populasyon igerisindeki atasal rekombinasyonlari ve dogal genetik varyasyonu
kullanarak kantitatif karakter lokuslarini belirlenebilmek mimkiindir (GEIRINGER 1944; LEWONTIN
ve KOJIMA 1960). Klasik baglanti analizlerine yeni bir alternative olarak, iliskilendirma haritalamasi
artan haritalama ¢6zinurligu, daha kisa surede arastirma imkani ve daha ¢ok sayida allel ile galisma
imkani gibi UG¢ avantaj sunmaktadir (YU ve BUCKLER 2006). Klasik baglanti analizlerine dayali
haritalama g¢alismalar ¢ok iyi karakterize edilmis pedigrilerde (F,, BC;, Double Haploid, RIL) bir fenotip
ve bir genotip arasindaki tesadufi olmayan iligkileri belirlemeye ¢alisirken, iliskilendirme haritalamasi
(LD) populasyon igerisinde birbiriyle genetik bir ge¢misi olmayan bireyler icerisindeki iliskilere odaklanir
ve daha genis kapsamli germplazm igerigindeki fonksiyonel varyasyonu arastirir (ZHU ve ark. 2008).
Genelde, bir populasyon igerisinde iliskisi olmayan bireylerden 6rneklenen kromozomlarda klasik
pedigri Uyelerinden érneklenen kromozomlara gore ¢ok daha uzak akraba iligkileri bulunacaktir. Bu
durum LD haritalamasini yiksek olgek haritalama ¢alismalari i¢in daha uygun kilmaktadir. Bu sekilde
bir kag generasyon boyunca ¢ok sayida allel arasinda rekombinasyonun gergeklesmesi i¢in daha fazla
firsatlar olusacaktir. Buna karsin pedigrili populasyonlarda sadece bir kag generasyonluk
recombinasyonlar mevcut bulunacaktir. Rekombinasyon oranindaki artis kromozom segmentlerini
karigtirip yeniden karacagi igin ¢ok kigulk pargalara bolinmesine sebep olacaktir. Bu durum lokus
etrafindaki kisa mesafede LD’nin azalmasina ve lokusla fiziki olarak yakinlasmasina ve bunun bir
sonucu olarak yiksek gozunurluge sebep olacaktir (ERSOZ ve ark. 2008). Baglanti dlsequmbrlumun
(LD) tahmininde genel olarak r? tiriinden istatistikler kullaniimaktadir (HEDRICK 1987) ve r? degeri bir
Gift lokus arasindaki tesadift olmayan iligkilerin derecesini veya iki lokustaki allellerin birlikte bulunma
seviyelerini acgiklamaktadir (HILL ve ROBERTSON 1968). rsifir oldugunda, iki lokustaki alleller
tesadifi 6rneklemeden beklenilen seviyeden daha siklikta birlikte bulunmazlar iki lokus arasindaki
alleller populasyon igerisinde daha siklikta birlikte bulunmalari durumunda r’ maksimum degeri olan
1’e ulasir. lligkilendirme haritalamasi LD istatistiginin ikili élgimleme &zelliklerini bir marker lokusun
lokalize oldugu kromozom bdlgesinde yer alan bir fenotiple iliskisinin tahmini degerini yorumlamada
kullanir. Bir igaretleyici etrafinda yer alan ylksel LD’li kromozom bdlgesi belirgin bir genetik
isaretleyicinin tahmini uzakligini tanimlamaktadir. Bu genomik sinir igerisindeki LD tam ise, bu
genomik sinir igerisindeki herhangi bir polimorfizm bir fenotiple iligkili olmak i¢in ayni tahmini degere
sahiptir. Dolayisiyla, énemli isaretleyici-fenotip iliskisinin bir sonucu olarak, ortaya ¢ikan polimorfizm,
isaretleyici lokus etrafinda yiksek LD’li bélge ile ayni yerde lokalize oldugu sonucuna variimaktadir.
Son zamanlarda, ¢ok sayida karakter igin LD ve iligkilendirme haritalamasi ile ilgili calismalar degisik
bitki tirlerinde yapiimistir. Bu drlnler arasinda misir (giceklenme zamani icin THORNSBERRY ve ark.
2001; ANDERSEN ve ark. 2005; SALVI 2007; dane igerigi icin WILSON ve ark. 2004; Maysin
sentezlenmesi icin SZALMA ve ark. 2005; Dane rengi igin PALAISA ve ark. 2004; Dane tadi igin
TRACY ve ark. 2006; Oleik asit icerigi icin BELO ve ark. 2008; Karotenoid igerigi icin HARJES ve ark.
2008), Arabidopsis (ciceklenme zamani icin OLSEN ve ark. 2004; hastaliga dayanikhlik igin
ARANZANA ve ark. 2005; surgin dallanmasi icin EHRENREICH ve ark. 2007), sorgum (dane
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blydkligi ve kalitesi icin CASO ve ark. 2008; hastaliga dayaniliklik icin KRAAKMAN ve ark. 2006),
bugday (dane blyldkligi ve hamur Kkalitesi icin BRESEGHELLO ve SORRELS 2006), arpa
(basaklanma glin sayisi, hastaliklara dayanikhlik icin KRAAKMAN ve ark. 2006), patates (ge¢ yaniklik
hastalidi icin MALOSETTI ve ark. 2007), celtik (verim ve verim komponentleri icin AGRAMA ve ark.
2007; nisasta kalitesi icin BAO ve ark. 2006), Sekerkamisi (hastaliga dayanikhlik icin WEI ve ark.
2006), domates (meyve kalite karakterleri icin CAUSSE ve ark. 2008) yer almaktadir. Bu bilinen érnek
galismalarin yanisira yine ayni tlrlerde diger 6nemli biyolojik ve agronomik karakterler igin LD
haritalama calismalari ydritiimektedir. Suana kadar, bilgimiz dahilinde, haghas tirlerini konu alan
herhangi bir karakter icin LD calismasi yayinlanmamistir. Onerilen bu projede hashas (Papaver
somniferum) igin ¢ok genis boyutlu LD haritalamasi yapilmasida planlanmaktadir.

Hashas bitkisinin kapstllerinden baslica morfin ve diger alkaloidler elde edilmektedir. Diinyada énemli
Hashas Ureticisi Ulkelerde yapilan islah ¢alismalari ile kapsildeki morfin ve diger alkaloidlerin orani
dnemli derecede arttirimis durumdadir. Ulkemizinde diger llkeler ile rekabet edebilmesi igin
hashastaki morfin, tebain, noskapin ve diger alkaloidlerin oraninin arttrilmasi gerekmektedir.
Melezleme ve mutasyon islah metotlari ile yapilan calismalarin, molekiler genetik analizler ile
desteklenmesi sonucunda daha etkili sonuglar alinabilecektir. Ayrica Hashas tohumunun ekonomik
degeri kapstul geliri ile basa bas olmakta, cogu zaman da kapstildeki alkaloid gelirlerinden daha énemli
duruma gegmektedir. Ayni sekilde Hashas tohumunun verim ve kalitesini arttrimak i¢in yapilmakta olan
melezleme ve mutasyon islahi galismalarinin molekiler genetik analizler ile desteklenmesi ayrica
6nem arzetmektedir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitkisel Materyaller

Bu calismada, Turkiye'de genis dlglide yetistirilen baslica hashas gesitleri ve degisik bdlgelerimizden
toplanmis bulunan hashas gen kaynaklari Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisi tarafindan temin
edilmigtir ve 125 adet haghas tohum 6rnedinden meydana gelen bu dogal populasyonlar genetik
cesitlilik analizlerinin yapiimasinda kullaniimistir. Ayrica, ¢alismada kullanilacak Papaver somniferum
tird yanisira birkag yabani ture ait tohum 6rnekleri USDA Gen Bankasindan temin edilmis olup grup
digi ornekleri temsil etmek Uzere incelenmistir. Bu yabani tlrler arasinda Papaver bracteatum ve
Papaver somniferum ssp. setigerum yer alacaktir. Molekuler genetik haritalama populasyonu olarak
Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitisi tarafindan gelistirilen Papaver somniferum var. Kemerkaya 95 x
Papaver somniferum var. 1061 hatlarinin melezlenmesiyle elde edilmis ve 100 adet bitkiden olusan bir
F, populasyonu kullaniimistir. Bu populasyonun olusturulmasinda Kemerkaya 95 gesiti ana ebeveyn
olarak kullaniimistir. Kemerkaya 95 gesiti Turkiye yerel hashas populasyonundan seleksiyon metodu
ile gelistiriimistir ve 1995 yilinda Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlist tarafindan tescil ettirilmistir.
Kemerkaya 95 cesiti tohum rengi sari, iri kapsulli, tohum ve kapsul verimi yUksek, kapsuldeki morfin
orani %0,4-0,5 dluzeyinde ve soguga mukavemeti iyi olan bir gesittir. Haritalama populasyonunun
olusturuimasinda baba ebeveyn olarak kullanilan 1061 nolu hat sari tohum renkli, kapsulleri orta
blyuklikte, tohum ve kapstl verimi orta dizeyde, kapsuldeki morfin orani % 0,7-0,8 diizeyinde ve
soguga mukavemeti iyi olan bir hattir. Bu hat Ankara Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisu
tarafindan melezleme metodu ile gelistiriimis olup morfin duzeyi ylksek bir hattir.

3.2. Morfolojik Karakterizasyon

3.2.1. Cicek rengi

Hashas bitkisinde genelde beyaz ve viyole gigek renkleri goriilmektedir. Ancak, yabanci déllenme
sonucunda ¢zellikle viyole renkli ciceklerde ton farkhliklari olabilmektedir ve tag yapraklarin taban
kisminda koyu bir benek bulunmaktadir. Beyaz gigeklerde de viyole giceklerden toz aldiktan sonra tag
yapraklarinin taban kisminda viyole benekler gézlenmektedir. Bu ¢alismada, tim gicek renkleri her bir
parsel icin belirlenmistir. BOylece denemeler sirasinda yabanci tozlanma nedeni ile hatlarda
bozulmalarin olup olmadigi kontrol edilmistir.
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3.2.2. Pusluluk

Kapstullerin Gzerinde bir mumsu tabakanin olup olmayigi genotipe bagli bir 6zelliktir ve pusluluk 6zelligi
kapstl yesilken ve olgunlastiktan sonra rahatga goérilmektedir. Pusluluk &zellikleri kapstuller gizim
olgunluguna geldikleri ddnemde kaydedilmistir.

3.2.3. Tohum Rengi

Tohum rengi genotipe baglidir ve gevre etkilerine gore degisiklik gostermesi nedeni ile galismada
kullaniimis ve bu o6zellikleri daha 6nceden belirlenmis olan hatlarda agilma olup olmadigi kontrol
edilmistir.

3.2.4. Bitki Boyu (cm)

Parselden tesadifi olarak secilen 10 bitkide kdk bogazindan ana kapsulin baglandigi yere kadar olan
mesafe metre ile dlgllerek tespit edilmistir.

3.2.5. Bitki Basina Kapsiil Sayisi (adet)

Parsellerden tesadifi olarak secilmis olan 10 bitkinin kapsdulleri sayilarak bitki sayisina bélinerek
bulunmustur.

3.2.6. Kapsiulde Tepecik Sayisi (adet)
Hashas kapsillerinin stigma pargali bir durumda olup, stigma isinlarinin her biri kapstl igerisindeki

plasentaya karsilik gelmektedir. Kapsul plasenta sayisini belirlemek igin kapsuldeki tepecik sayisinin
sayillmasi ile belirlenmistir.

3.2.7. Kapsil uzunlugu (cm)

Her parselden tesadufi olarak secilen 10 bitkinin ana kapsdullerinde, sapin sona erdigi en Ust bogum ile
stigmanin en Ust noktasi arasi kumpas ile dl¢tlerek bulunmustur.

3.2.8. Kapsul Genisligi (cm)

Parsellerden segilmis olan bitkilerin ana kapsillerindeki kapsulin en genis kismi kumpas ile dlgilerek
hesaplanacaktir.

3.2.9. Kapsiil indeksi

Parsellerden secilmis olan 10 bitkinin ana kapsullerinde 6l¢llen kapsul uzunlugu degerinin kapsul
genigligini degerine boélinmesi ile bulunmustur.

3.2.10. Dekara Kapsil ve Tohum Verimi (kg/da)

Parsellerdeki tim bitkilere ait kapsuller toplanarak tartiimistir. Bu kapsiillerin tohumlari ¢ikarildiktan
sonra tohum ve kapsilleri ayri ayri tartilarak parsel verimleri bulunmustur. Bu degerden yaralanarak
ise dekara verim hesaplanmigtir.

3.2.11. Hashas’taki Alkaloidleri Analizi

Hashas materyallerindeki alkaloidlerin analizi igin HPLC yéntemi kullaniimistir. Oncelikle bu analizler
icin drnek kapsuller parcalanmis, havanda ddévilerek ve 0,5 mm elekli degirmende 6gutiimustar. 0.5
mm blydkliginde 6gutiimus 6érnekler 100 ml'ye seyreltmek i¢in 0,5 gr tartilmistir. Cam havanlara
konulan o6rnekler 10-15 dakika sireyle islatiimis ve Uzerine AI203 (Aliminyum Oksit) konularak
karigtinlmigtir. Islatilmis olan numuneler tipler igirisine bosaltiimis ve damlatilarak sizilmesi
saglanmigtir. Ornekler (izerine 100 ml oluncaya kadar su ilave edilmisir. Bu islem yaklagik 2 saat
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surmUstir. Balon jojedeki soliisyon karistirilarak saklama kaplarina alinmistir. Buradan da HPLC
cihazi igindeki Olgiim kaplarina konmustur. Morfin analizi i¢in 4,1 gr sodyum asetat tartilarak suda
¢ozulmistir. Daha sonra, elde edilen hacim su ile 1 It ye tamamlanmistir. Glasiyal asetik asit PH
3,6’'va ayarlanip 15 ml etanol, 15 ml tetra hidrofuran, 75 ml asetonitril ilave edilmistir. Bu sekilde
hazirlanan ornekler mobil faz HPLC cihazinda morfin analizinde kullaniimistir. Tebain analizi igin 775
ml su, 220 asetonitril, 5 ml trifulora asetik asit ile hazirlanmis olan tampon ¢oézeltisi kullaniimistir.

3.3. Molekiler Genetik Analizler

Oncelikle ulusal haghas gen kaynaklari Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisi’'nden temin edildikten
sonra muhtemel tohum karisimlarindan kaynaklanacak problemleri ¢ézmek Uzere ilk yil sire ile
Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitisu deneme tarlalarinda her bir tohum 6érneginden 20 tohum ekilmis
ve elde edilen her bir bitki tek tek kendilenmistir. Tip disi goériinen bitkiler uzaklastiriimistir. Proje
kapsaminda yapilan genetik cesitlilik belileme c¢alismalarinda kendilenmis bitkilerden elde edilen
tohumlar kullaniimistir. Dolayisiyla, ¢alismada kullanilan hatlar genetik olarak homogenous hatlar
oldugu icin her bir hattan en az 10 bitki yetistiriimis ve bu hatlardan fenotipik veriler (agro-morfolojik ve
alkaloid igerikleri) toplanmistir. Ayrica, DNA izolasyonu igin yaprak érnekleri birlikte toplanarak havuz
yapilmistir. Hashas tohum 6rnekleri ve F2 haritalama populasyonundan DNA izolasyonu i¢in Promega
Wizard Genomic DNA Purification Kiti kullaniimis. Genotipik profilleme islemi icin CAP (Pargalanmis
Cogaltilmis Polimorfizmi), SSR (Basit Dizi Tekrarlari), AFLP (Cogaltiimis Par¢ca Uzunlugu Polimorfizmi)
gibi cesitli markor sistemleri uygulanmistir. CAP ve SSR markérleri proje kapsaminda gelistirilmistir.
Bu markér sistemleri genetik cesitlilik analizlerinde ve baglanti analizleri ile LD (association mapping)
haritalamasinda kullaniimigtir. Genotipik profilleme analizleri igin kullaniimis olan molekiler markdr
sistemleri PCR’a dayali sistemlerdir. CAPs isaretleyicilerinin gelistiriimesi icin NCBI (National Center for
Biotechnology Information) databaselerinde mevcut bulunan hashas spesifik 133 nukleotid sekanzi
kullanilmistir. Bu sekanzlar SSR tekrari tasimadigi i¢in primer dizayn edilmesinde kullaniimamistir. Bu
diziler BatchPrimer3 (http://probes.pw.usda.gov/cgi-bin/batchprimer3/batchprimer3.cgi) programi
kullanilarak generik primerler bakimindan taranmistir. CAPs isaretleyicilerinin PCR analizleri icin
toplam 25 ul reaksiyon karigimi kullaniimis olup reaksiyon karigimi igerisinde 50 ng kalip DNA, 1 pmol
ileri (forward) ve geri (reverse) primerler, 1x PCR tamponu, 0.2 mM dNTPs ve 0.5 U Taq polimerase
icermistir. PCR urUnleri belirtilen programla gogaltiimistir: baslangic DNA denatlrasyonu igin 94°C‘de 5
dakika; denatlirasyon icin 94°C’de 45 saniye; tavlama (annealing) reaksiyonu igin 55°C’de (primerlere
gore bu sicaklik dereceleri degisiklik gosterebilmektedir) 45 saniye ve uzama igin 72°C’de 45 saniye
(35 doéngu olmak Uzere); son uzama 72°C’de 10 dakika ve 4°C’de tutmayi igermistir. CAPs markorleri
icin gerekli oldugu igin polimorfizmi belirlemek tzere elde edilen PCR urlnleri restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. DNA parcalar %2‘lik agaroz jel ile elektroforezde ayristiriimistir. CAPs markérleri sadece
F, hatlarinin haritalanmasinda kullaniimistir. Hashas gen kaynaklarinin genotiplenmesi igin CAPs
markorleri uygun degildir. Bu amag igin SSR ve AFLP markoérleri kullaniimistir.

3.3.1. EST-SSR Gelistirilmesi

SSR markdrlerinin gelistiriimesi icin NCBI (National Center for Biotechnology Information) veri
bankalarinda mevcut bulunan hashas spesifik yaklasik 30.000 EST (http://www.ncbi.nim.nih.gov
[Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id =3465) dizisi kullaniimistir. Veri tabanindan indirilen
EST dizilerindeki klonlama vektérl, adaptér, linker ve primer dizilerinden kalintilar olabilecegi igin
oncelikle SeqClean (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) bilgisayar programi kullanilarak s6zi konusu
potansiyel kirlilikler temizlenmistir. SeqClean programi tarafindan vektér dizilerinin temizlenmesinde
kullanilan referans vektdr dizileri NCBI (http://ftp.ncbi.nih.gov/pub/ UniVec/Univec, 11 Agustos 2010
versiyonu) veritabanindan indirilmistir. ilaveten, Roche 454 pyro-sekanslama cihazi igin kullanilan
muhtemel adaptdr ve linker dizileri de SeqClean programi igin ek veritabani olarak kullaniimistir.
SeqClean programinin parametreleri EST dizileri icindeki faydali olabilecek poly(A)/(T) dizilerini de
uzaklastirmamak uzere ayarlanmistir (MORIN ve ark. 2008). NCBI BLAST (ZHANG ve ark. 2000)
programi kullanilarak vektdr dizilerinin ne kadar basarili bir sekilde uzaklastirildigi test edilmigtir.
Verilerin bir araya getiriimesi ve ontoloji analizleri igin poly(A)/(T) kuyruk dizileri 6n isleme tabii
tutulmustur. Bu amacg icin, EST dizileri icindeki poly(A)/(T) dizileri MIRA bilgisayar programi ile bir araya
getirilirken baskilanmistir (CHEVREUX ve ark. 2004). Bir araya getirme ve birbirinin ayni olan EST
dizilerinin temizlenmesinden sonra, EST dizilerinin fonksiyonlarin belirlenmesinde kullanilan ontolojik
analizler icin Blast2Go programi kullaniimistir (CONESA ve ark. 2005). BatchPrimer3 programi bir
araya getirilen ve birbirinin tekrari olan EST dizilerinin yukarida belirtildigi gibi ayiklanmasindan sonra
SSR motiflerinin  belilenmesinde ve bu bdlgelerin ¢ogdaltiimasi icin PCR primerlerinin dizayn
edilmesinde kullaniimigtir (YOU ve ark. 2008). En uygun primerleri belirlemek Uzere programin
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kurulum ayarlarinda bazi diizeltmeler yapiimistir. Bu dizeltmeler: Griin uzunlugu 100-300 bp, optimum
150 bp; primer uzunlugu 18-27 nt, optimum 21 nt; primer Tm 50-60°C, optimum 55°C; primer GC
icerigi 40-60%, optimum 50%. Bu parametreler kullanilarak dizayn edilen EST-SSR primerlerinden 67
tanesi genetik cesitlilik analizlerinde kullaniimigtir. EST-SSR primerleri kullanilarak yapilan PCR
analizleri igin hazirlanan karigsim; 8 pmol ters ve M13-isaretli primer ve 2 pmol diiz primer, 25 ul toplam
hacimde 2.5 ul 10x PCR tamponu, 0.2 mM dNTP karigsimi, 2mM MgCI2, 50-100ng kalip DNA ve 1 U
Taq DNA polimeraz icerecek sekilde hazirlanmistir. EST-SSR PCR amplifikasyonu igin asagidaki
protokol kullaniimistir: 94 °C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, tavlama
(annealing) 50 °C’de 1 dakika ve uzama 72 °C’de 1 dakika (35 dongii), son uzama 72 °C de 5 dakika
olarak ve 4°C’ tutmayi icermistir. Elde edilen PCR Urlnleri 2 pl mavi boya ile karistirildiktan sonra her
bir érnek TAE buffer ile hazirlanmis %3 metaphor agarose jelde 120 mA de en az 4 saat
yurGtdlmastir.  Ethidium bromide eklenen agaroz jeller elektroforez igleminden sonra jel
dokimantasyon sisteminde goérintilenmistir. Bu yolla gorintilenemeyen PCR rlnleri igin kapillar
elektroforez cihazi kullaniimigtir (Qiaxell, QIAGENT%A Bu yolla da ayristinlamayan EST-SSR PCR
ardnleri icin DNA Analiz sistemi (BECKMAN CEQ "8800) kullaniimistir. Bu g¢alisma igin EST-SSR
primerleri Beckman Well Red boyasiyla isaretlenmistir. Bu amag icin SSR primer ciftinden ileri primer
(forward) 5’ ucuna M13 dizisi eklenmistir (TGTAAAACGACGGCCAGT). Normal uygulamada, her bir
primer icin isaretleme gerektirmektedir. Ancak, bu sekilde masraflar cok artacagi icin her bir SSR
primerine M13 dizisi eklenmis ve bdylece daha uzun forward primer sentezlenmistir. Boylece, sadece
M13 primeri isaretlendigi icin diger primerlerin isaretlenmesine gerek kalmamistir. M13 eklenmis ve
Beckman WellRed boyaslyla isaretlenen primerler Sigma-Proligo tarafindan sentezlenmistir. Bu sistem
kullanirak yapilan PCR calismalari igin en uygun sartlar denemelerle belirlenmistir. Bu sistemin
kullaniimasi igin 6zel bir PCR amplifikasyon protokoll uygulanmistir. PCR karigimi igerisinde: 0.75 pl
ileri (0.8 uM stok solliisyonu), 0.75 ul geri (3.2 uM stok soltisyonu) ve 0.75 ul M13 primerleri ile birlikte 2
pl 10X PCR buffer, 0.4 pl dNTP (10mM), 0.2 ul Taq DNA polimeraz enzimi, 13.15 ul ddH,O ve yaklasik
olarak 50 ile 100 ng Ik 2 pl kalip DNA yer almistir. Bu galismada PCR profili: ilk 27 déngi igin: 94 °C
de 5 dakika 6n denatirasyon, 94 °C de 30 saniye denatiirasyon, 56 °C de 45 saniye tavlama
(annealing) ve son uzama icin 72 °C de 45 saniye ve daha sonra son bir 8 déngii icin: 94 °C de 30
denatiirasyon, 53 °C de 45 saniye tavlama ve 72 °C de 45 saniye uzama, daha sonra {riin en son
uzama icin 72 °C de 10 dakika seklinde uygulanmistir. Ornekler Beckman-Coulter CEQ™8800 Genetic
Analysis Systemine yiklenmeden dnce SLS drnek ylikleme sollsyonu ile 1:10 oraninda seyreltilmistir.
Her bir 6rnek 3 pl PCR drtind 27 pl SLS soliisyonu ve 0.5 pl 600 bp size standarti ile seyreltiimistir. Bu
sekilde hazirlanan érnekler DNA Analiz sisteminde kapillar olarak ayristiriimistir.

3.3.2. Genomik SSR (gSSR) Geligtirilmesi

Proje kapsaminda 6ngorilen SSR markori gelistiriimesi igin Ulkemizde genis bir ekim alani bulan
Papaver somniferum cv. Kemerkaya 95 gesiti kullaniimistir. Bu amag igin yakhsik 30 civarinda
Kemerkaya 95 cesitine ait bitki DNA’lari ¢ikariimis ve pirosekans analizleri icin ROCHE Firmasi (454
Life Sciences, Branford, CT, USA) dizileme merkezine gonderilmistir. Dizileme calismasinda genomik
shotgun dizileme teknolojisi (Roche 454 GS-FLX sistemi) kullaniimistir. Bu amag icin hashas bitkisine
ait DNA'lar izole edilmis ve saflastirilan DNA’lar GS-FLX sistemde shotgun metodu ile dizilemeye tabi
tutulmustur. Pirosekans sonucu elde edilen dizi verilerinin uygun sekilde montajlanabilmesi icin, bu
dizilerde bulunan adaptér ve linker kdkenli diziler belirlenerek silinmistir. Standard Flowgram Format
(SFF) formatinda olan dizi verileri, bu dosya formati genom montajlama programlari tarafindan
kullanilamayacagindan (KUMAR ve BLAXTER 2010), FASTAQ dosya formatina donistariimuagtar.
Doénlstirme islemi python programlama dili ile yazilan bir paket programin varsayilan parametreleri
kullanilarak yapilmistir (http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/download.html). MIRA (CANCER 2005)
montajlama programi montajlama parametrelerinin optimizasyonuna olanak verdiginden, genomik
dizilerin montajlanmasi ¢alismasinda kullaniimistir. Kontig uzunluklarinin ortalamalari (N50), genel
olarak kullanilan élgiimler (GULTEKIN ve ark., yayina hazirlaniyor), gibi birgok parametre genom
montajlama kalitesini belirlemektedir. Bu parametreler dikkate alindiginda MIRA montajlama
programinin optimum montajlama parametreleri sunlardir; number_of_passes = 6, SKIM_each_pass =
on, spoiler_detection_last_pass_only = yes, bases_per_hash=18, maximum_hit_per_read = 1000,

percent_required = 75, ~minimum_relative_score = 75, nasty repeat rato = 150,
possible_vector_leftover_clip = on, advanced_contig_editing = on, minimum_overlap = 20,
minimum_neighbor_quality = 15, number_of bases_free_of sequencing_errors = 18,

minimum_repeat_coverage = 300. Kontig dizileri SSR’lar bakimindan IYTE biyoinformatik grubu
tarafindan gelistirilen SiSeeR programi kullanilarak taranmistir (http://bioinformatics.iyte.edu.tr/index.
php?n=Softwares.SiSeeRHelp) (GULTEKIN ve ALLMER, yayina hazirlaniyor). En az SSR motif tekrari
mononukleotit i¢in 12, dindkleotit icin 10, trinkleotit icin 9, tetranikleotit icin 7, pentanikleotit icin 6,

16


http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/download.html
http://bioinformatics.iyte.edu.tr/index.%20php?n=Softwares.SiSeeRHelp
http://bioinformatics.iyte.edu.tr/index.%20php?n=Softwares.SiSeeRHelp

hekzanikleotit icin 5, heptanukleotit 4 icin oktoniikleotit icin 3 tekrar olarak belirlenmistir. SiSeeR
programi, belirlenen SSR motiflerinin 6zelliklerini 6zetleyen bir sonug dosyasi vermektedir. Belirlenen
SSR motiflerini godaltmak icin Primer3 programi kullaniimistir. Toplam 19,046 adet kontig dizisi primer
cGifti tasarlamada kullaniimigtir. Elde edilen gSSR primerleri asadidaki sekilde PCR islemine tabi
tutulmustur. PCR reaksiyonlarinda kullanilan karisimin igeridi su sekildedir; 1X PCR tamponu, 3 mM
MgCl,, 0.125 nM dNTP, 1 U Taq Polimeraz, 2 pmol ileri ve geri primerler ve 80 ng DNA. Toplam
reaksiyon hacmi 25 pL olarak kullaniimistir. PCR kosullari; 94°C/5 dakika (bir dongti); 94°C/45 saniye ,
primerin baglanmasi i¢in 55°C/1 dakika, 72°C/1 dakika (35 dongu); 72°C/5 dakika (bir dongi) olarak
uygulanmistir. PCR Urlnlerinin CEQ 8000 (Beckman) Kkapiler elektroforez sistemi ile analiz
edilebilmeleri icin, her bir érnek icin 3 pul PCR drtinG 27 ul 6rnek yukleme tamponu ile (sample loading
buffer, Beckman) seyreltiimistir. Tim c¢alismalarda her bir érnek icin 0.5 pl, 600 bp DNA referansi
kullanilimig ve tiim gesitler Frag3 metodu kullanilarak yuaritilimustir (kapiler sicakhdr 50 °C,
denatiirasyon 90 °C/120 s., enjeksiyon voltaji 2.0 Kv/3 s., ayirma voltaji 4.8 kV/ 60dak.).

3.3.3. AFLP Analizleri

Hashas gen kaynaklarinin genotiplenmesi igslemlerinde AFLP markérleri de (VOS ve ark. 1995)
kullaniimigtir. Bu analizler icin SOUNDERS ve ark. (2001) tarafindan verilen yéntem kullaniimigtir. Bu
amag icin Invitrogen AFLP Core reaktif kitleri ve Starter Primer kitleri kullaniimistir. Yaklasik 10 primer
kombinasyonu analizlerde Uretici firma tarafindan kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi DNA Ornekleri
icin kullaniimistir. AFLP analizinde ilk adim olarak genomik DNA’lar restriksiyon enzimleri ile
kesilmistir. Kesim iglemleri igin, 5 pl DNA (=250 ng), 5 pl 5x reaksiyon tampon ¢oézeltisi, 2 pul EcoR
I/Mse | ve 13 pl steril dH,O igeren karisim 1.5 pl mikrosantrifiij tlipU icerisine konmus, daha sonra
karistinimis ve 2 saat siureyle 37°C'de inkiibe edilmistir. Daha sonra, restriksiyon endonuklease
aktivitesini inaktif hale getirmek igin, bu karisim 15 dakika siireyle 70°C’de tutulmustur. ikinci asamada,
24 yl adaptér baglama solisyonu ve 1 pyl T4 DNA ligase enzimi DNA karisimina eklenmistir ve iki saat
siireyle 20°C’de inkiibe edilmistir. Bu baglama karigimi 1:10 oraninda TE tampon gozeltisi (10 pl
mixture + 90 pl TE tampon c¢ozeltisi) ile dilisyon edilmistir. Uglinci asamada, 6n amplifikasyon
reaksiyonu hazirlanmistir. Bu asamada, 40 pl 6n amplifikasyon primer karisimi, 6n asamada
hazirlanmis olan 5 pl dilisyon edilmis kalip DNA, 5 yl 10x PCR tampon ¢ozeltisi + Mg ve 1 yl Tag DNA
polymerase enzimi iceren karisim 0.5 ml. mikrosantrif(j tibu icerisine eklenmis ve iyice karistiriimistir.
Santrifligasyondan sonra, karisim miiteakip profil (94°C/30 saniye, 56°C/1 dakika, 72°C/1 dakika ve 20
déngii; 4°C’de tutulur) kullanilarak PCR ile gogaltiimistir. Bu reaksiyondan 3 pl PCR (riini alinmis ve
147 pl TE tampon c¢dzeltisi icerisinde diliusyon edilmigtir. Son asamada, secici AFLP amplifikasyonu
gerceklestiriimistir. Bu agsamada, iki reaksiyon karistiriimistir. ilk karigim (karisim 1) 2.5 pl isaretlenmis
EcoRI primeri, 1.5 pl Msel primeri (dNTP igerir) ve 1 pl steril dH,O igermistir. ikinci karisim (karigim 2)
2 ul 10x PCR tampon ¢ozeltisi + Mg, 0.1 pl Taq DNA polymerase enzimi ve 79 pl steril dH,O igermistir.
PCR reaksiyonunu baslatmak i¢in, Gglincii asamadan elde edilen 5 pl dilisyon edilmig PCR arind, 5 pl
karisim 1 ve 10 pl kansim 2 bir PCR tlpu igerisine konulmus ve miuteakip touchdown profili
kullanilarak gogaltiimistir (94°C/30 saniye, 65°C/30 saniye, 72°C/60 saniye; sonra 12 déngi PCR
yapllmistir. Bu islem igin her bir déngide baglanma sicakligi 0.7°C disurilmistir ve son olarak,
94°C/30 saniye, 56°C/30 saniye, 72°C/1 dakika profili olan 23 déngiiliik bir PCR daha yapiimistir.
Bitin bu PCR'lar sonrasi, elde edilen Uriinlerde iki dilisyon daha yapilmistir. ilk dilisyon; 1:3 PCR
Urini/dH,O (7 pl PCR + 14 pl dH,0) dilisyonudur. ikinci dilisyon; 27 ul érnek yiikleme soliisyonu
(SLS), 0.5 pl isaretleyici standarti 600 bp ve ilk dilisyondan 3 pl kullanarak 1:10 hazirlanan
dilisyondur. Bu sekilde hazirlanan érnekler dizi analizi cihazi kabina 1y(JkIenmig ve bir damla mineral
yag ile kaplanarak Beckman-Coulter Genetic Analysis System CEQ M8800 igerisine yerlestirilmigtir.
Frag-4 metodu AFLP analizleri (ayrisma 90 °C, 120 saniye. ; capillary 50 °C; injeksiyon 2.0 kV, 30
saniye; ayrisma 4.8 kV, 60 dakika) i¢in kullanilmistir. Bu asamadan sonra, sonuglar istenmeyen veya
dusuk kaliteli 6rnekleri gikarmak icin filtrelenmistir. Elde edilen veriler AFLP fragmanlarinin varhdi igin
(1) yoklugu igin (0) seklinde degerlendirilmistir.

3.3.4. Veri Analizleri

Molekuller genetik baglanti haritasinin (baglanti gruplarinin ve isaretleyici siralarinin belirlenmesi)
olusturulmasinda Mapmaker v. 2 (LANDER ve ark. 1987) ve JoinMap v. 4 (STAM 1993) programlari
kullanilmistir. iliskilendirme (association) haritalamasi (ERSOZ ve ark. 2008) igin, veriler Tassel v.
2.0.1 (YU ve ark. 2006) bilgisayar programi ile analiz edilmistir. iliskilendirme analizlerinin yapilmasi
kisaca 6zetlenmistir. Hashas populasyonu igerisindeki ailesel iliskiler 11 haghas kromozomuna esit bir
sekilde yayilan yaklasik 500 SSR ve AFLP lokuslari kullanilarak hesaplanmistir ve LD (linkage
disequilibrium) degeri karakterize edilmistir. LD bir ¢ift lokus arasindaki tesadifl olmayan iliskilerin
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derecesini veya iki lokustaki allellerin birlikte bulunma seviyelerini aciklayan R? istatistigi ile
hesaplanmistir (HILL ve ROBERTS 1968). 100 x 100 iliski matriksi (K matriks) TASSEL programindaki
“kinship” katsayisi kullanilarak elde edilmistir. AFLP ve SSR markoarleri icin iliskilendirme analizi
TASSEL programindaki “MLM (mixed linear model)” komutu ile yapilmistir (YU ve ark. 2006). Burada
MLM modeli es zamanli olarak genel populasyon yapisini (Q matriks) ve iki homolog gen arasindaki
nisbi akrabalik derecesini (K matriks) hesaba almaktadir. K matriksi bir ¢ift birey arasindaki genetik
kovaryansin derecesini tanimlamaktadir. AFLP ve SSR isaretleyicileri kullanilarak elde edilen genotipik
veriler kullanilarak akrabalik (kinship) katsayisi (K matriks) degerleri SPAGeDi programi (HARDY ve
VEKEMANS 2002) ile elde edilmistir. Analiz edilen bireylerin ve tanimlanan populasyonlarin sayilari
dikkate alinarak Q matriksi STRUCTURE programi (PRITCHARD ve ark. 2000) ile elde edilmigtir.
SPAGeDi ve STRUCTURE programilari ile elde edilen verilerin TASSEL (YU ve ark. 2006) programi
tarafindan okunmasi igin text dosyasi olusturulmustur. En sonunda butin veriler TASSEL
programindaki MLM modeli galistirilarak analiz edilmigtir. MLM modeli genetik markérleri fikslenmis
etkiler olarak poligene background etkisinide random etki olarak ele almaktadir. Ikinci etki (poligen
bcakground etkisi) “kinship” katsayilarinin “K” matriksi ile tahmin edilmektedir. P-degeri herhangi bir
QTL'in bir markér ile olan iligkisini ve R*degeri ise belirlenen QTL'in fenotip lizerine etkisini
gOstermektedir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Morfolojik Karakterizasyon

Calismada kullanilacak hashas genetik materyallerinde homogenityi aglamak lizere kendilenmistir. Bu
calismada, Turkiye'de genis Olcude yetigtirilen hashas cesitleri ve degisik bdlgelerimizden toplanmig
bulunan hashas gen kaynaklari Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlisi (ATAE) tarafindan temin edilmis
125 adet haghas tohum 6rneginden meydana gelen bu dogal populasyonlar genetik cesitlilik
analizlerinin yapilmasinda kullaniimistir. Ayrica, bazi yakin akraba tirlere ait tohumlat USDA Gen
Bankasindan temin edilmistir. Genetik cesitlilik dizeyinin belirlenmesi icin 6ncelikle butin tohum
ornekleri ATAE deneme tarlalarinda yazlik dénem icim ekilmis ve heterojen olan tohum o&rnekleri
temizlenerek homojen hale getiriimistir. Asagidaki resimlerde ATAE’de yapilan calismalar
gosterilmektedir (Sekil 1).

Genetik cesitlilik duzeyinin belirlenmesi i¢cin yapilan bu c¢alismada Anadolu Tarimsal Arastirma
EnstitlisU tarafindan temin edilen yaklasik 150 civarinda genotipe ait tohumlar ekilmis ancak ekilen bu
tohum o6rneklerinden sadece 125 adet genotipin tohumlari gimlenebilmistir. Bu nedenle, ¢calismada 125
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hashas genotipi kullaniimistir. Tablo 1’de proje kapsaminda yirutllecek genetik gesitlilik analizleri igin
kullanilacak 125 adet tohum 6&rnegdinin (genotip) Enstiti pedigri numaralari, c¢icek renkleri ve

toplandiklari lokasyonlar verilmistir.

Tablo 1. Genetik cesitlilik analizlerinde kullanilacak tohumaorneklerinin listesi

No Pedigri No Cicek Rengi Toplandigi Lokasyon

1 85066.3.3 PEMBE SANDIKLI-AFYON

2 85025.6.2 BEYAZ SANDIKLI-ALAGOZ

3 85060.2.1 SARI SANDIKLI ALACAMI

4 85057.1.1 MAVI SANDIKLI ALACAMI

5 85003.2.1 PEMBE BURDUR-CELTIK

6 85024.4.2 YESIL SANDIKLI-ALAGOZ

7 85025.7.2 KAHVE SANDIKLI-ALAGOZ

8 85083.3.2 BEYAZ SANDIKLI-ALACAMI

9 85052.2.3 SARI COBANLAR-AFYON

10 85043..1 SARI BURDUR-CELTIK

11 86362.2.2 YESIL AFYON-MERKEZ

12 85007.61 PEMBE YALVACHOYUKLU-ISPARTA
13 85007.3.1 YESIL YALVACHOYUKLU-ISPARTA
14 84895.2.1.3 | KAHVE SIVAS-MERKEZ

15 86004.1.1 YESIL SUHUT-KOCYATAGI-AFYON
16 89004.1 SARI CAMLIBEL ULUBEY-USAK
17 86013.4.3 YESIL KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
18 85083.3.1 YESIL ISPARTA

19 86693.2.1 SARI DiSLi KASABASI-AFYON

20 86774.2 SARI BOLVADIN-AFYON

21 86013.4.2 BEYAZ KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
22 86750.1 SARI SUHUT-ANAYURT

23 85004.1.1 YESIL AFYON-MERKEZ

24 85017.6.1 SARI SANDIKLI ALAGOZ

25 86013.3.3 PEMBE SUHUT-KOCYATAGI-AFYON
26 85045.1.1 MAVI DERESENEK-AFYON

27 85041.3.1 BEYAZ BANAZ-USAK

28 86011.1.1 YESIL KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
29 86803.1 SARI YUKARISOGUT-ESKISEHIR
30 86736 SARI ISABEY-CAL-DENIZLI

31 86889.5.3 SARI KARAYAHSILER-CIVRIL DENIZLI
32 85004.3.1 BEYAZ AFYON-MERKEZ

33 86012.3.2 YESIL SANDIKLI-EKINHISAR

34 85017.3.1 SARI SANDIKLI ALAGOZ

35 86010.2.1 SARI SUHUT KOCYATAGI

36 86895.2.1 YESIL SIVAS-MERKEZ

37 85083.2.3 BEYAZ YALVACHOYUKLU-ISPARTA
38 85043.4.2 SARI BURDUR-CELTIK

39 86013.3.1 SARI SUHUT KOCYATAGI

40 85083.2.4 SARI ISPARTA

41 85070.1.2 BEYAZ SUHUT KOCYATAGI

42 86014.1.1 YESIL SANDIKLI ALACAMI

43 85043.5.3 PEMBE BURDUR-CELTIK

44 85004.2.1 SARI AFYON-MERKEZ

45 86115.4.2 YESIL SIMAV-KUTAHYA

46 85043.6.2 SARI BURDUR-CELTIK
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47 86789.1.1 MAVI CiIVRI L KARAYAHSILER-DENIZLI
48 86782.1.1 KAHVE CIVRIL KARAYAHSILER-DENIZLI
49 86271.6 SARI USAK- CEVREKOYU

50 86473.3.1 MAVI SUHUT-MAMAT KOYU

51 86889.3.1 YESIL CIVRIL KARAYAHSILER-DENIZLI
52 86803.2.1 PEMBE YUKARISOGUTONU-ESKISEHIR
53 86889.1.1 MAVI DENIZLI-CIVRIL

54 86505.4.2 MAVI ERICE-USAK

55 86468 SARI SANDIKLI-EKINHISARKOYU-AFYON
56 86566.2.4 SARI DERESENEK-AFYON

57 86895.2.2 KAHVE SIVAS-MERKEZ

58 86491.2.1 SARI KEMERKAYA-AFYON

59 86155.1.1 SARI SULUMENLI-AFYON

60 86625.1.3 KAHVE KOCYATAGI-AFYON

61 86238.3.1 YESIL SUHUT-AFYON

62 85004.1.2 KAHVE SULUMENLI-AFYON

63 85007.1.2 BEYAZ YALVAC HOYUKLU-ISPARTA
64 86005.1.3 KAHVE SULUMENLI-AFYON

65 85052.2.4 KAHVE COBANLAR-AFYON

66 85052.3.2 YESIL COBANLAR-AFYON

67 86015.1.3 BEYAZ ALACAMI-SANDIKLI-AFYON
68 86014.3.4 KAHVE ALACAMI-SANDIKLI-AFYON
69 86895.2.2 KAHVE SIVAS-MERKEZ

70 85052.2.2 SARI COBANLAR-AFYON

71 86895.2.1.2 | SARI SIVAS-MERKEZ

72 86004.1.4 SARI KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
73 85005.4.1 BEYAZ SULUMENLI-AFYON

74 85005.2.2 PEMBE SULUMENLI-AFYON

75 86714 SARI AFYON-MERKEZ

76 85080.1.2.2 | YESIL USAK-GOGEN

77 86807 SARI DISLi KASABASI-AFYON

78 86015.2.2 KAHVE SANDIKLI-ALACAMI-AFYON
79 85096.4.1 YESIL HISARCIK EMET —KUTAHYA
80 85052.5.1 KAHVE COBANLAR-AFYON

81 86008.3.1 YESIL KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
82 86692.2.1 SARI DISLi KASABASI-AFYON

83 86010.2.3 SARI SUHUT-KOCYATAGI-AFYON
84 85052.1.4 YESIL COBANLAR-AFYON

85 86014.3.3 YESIL SANDIKLI ALACAMI-AFYON
86 86008.2.1 YESIL KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
87 86013.4.1 SARI KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
88 86010.1.3 SARI KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
89 85014.2.4 SARI GURE-USAK

90 85029.3.2 SARI CAY-AFYON

91 86010.2.1 SARI KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
92 86765.1 SARI BOLVADIN-MERKEZ

93 86173.1.8 MAVI SUHUT-AFYON

94 86158.4.8 MAVI ACIPAYAN-DENIZLI

95 86140.1 SARI ACIPAYAN-DENIZLI

96 86117.3.2 SARI KUTAHYA

97 86173.5.1 SARI SUHUT-AFYON
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98 86102.1.2 SARI CAY-KARACAOREN-AFYON
99 86166.2.2 SARI SUHUT-ANAYURT-AFYON
100 86060 SARI SUHUT-ANAYURT-AFYON
101 86029.2.1 SARI CAY-AFYON

102 86047.3.1 SARI DERESENEK-AFYON

103 86029.2.2 KAHVE CAY-AFYON

104 86173.1.1 MAVI SUHUT-MAHMUTKOYU

105 86008.1.1 SARI SUHUT-KOCYATAGI-AFYON
106 86055.1.1 SARI SUHUT-ANAYURT-AFYON
107 86140.2.2 SARI ACIPAYAN-DENIZLI

108 86162.3.1 SARI SUHUT-ANAYURT

109 86156.3.1 BEYAZ ACIPAYAN-DENIZLI

110 86047.4.1 KAHVE DERESENEK-AFYON

111 86060 SARI SUHUT-AFYON

112 86347.3.4 PEMBE SULUMENLIKOYU-AFYON
113 86335.1.1 SARI ARIZLAR KOYU-SANDIKLI-AFYON
114 86347.3.1 SARI SULUMENLI-AFYON

115 86361.1.1 YESIL SULUMENLI-AFYON

116 86267.3.2 KAHVE DERESENEK-AFYON

117 86047.1.1 SARI DERESENEK-AFYON

118 86060.1 SARI SUHUT-ANAYURT-AFYON
119 86316.2.3 MAVI EBER-AFYON

120 85060.5.3.3 | MAVI SUHUT-ANAYURT-AFYON
121 85060.3.3.2 | MAVI SUHUT-ANAYURT-AFYON
122 86050.2.1 MAVI DERESENEK-AFYON

123 86029.1.4 KAHVE CAY-AFYON

124 86029.4.1 YESIL CAY-AFYON

125 86363.5.3 MAVI SULUMELI-AFYON

2010-11 yih kiglik ekim déneminde homojen hale getirilen batiin hashas genotipleri ATAE deneme
tarlalarina her bir genotipten en az 30 bitki olacak sekilde augmented deneme desenine goére ekilmistir
ve bu galismada 3 adet hat ve ¢esit kontrol olarak kullaniimigtir ve proje kapsaminda éngérilen agro-
morfolojik ve kapsul igerigi karakterleri bakimindan karakterize edilmiglerdir. 2010-11 yili kiglik ekim
doéneminde elde edilen bazi agro-morfolojik ve morfin degerleri Tablo 2'de verilmistir. Gelisme
doénemleri boyunca hashas tarimi ile ilgili gerekli tim agronomik uygulamalar (tekleme, capalama,
glbreleme, sulama) uygun zamanlarinda yerine getirilmistir. Bu calismalar kapsaminda kullanilan
genetik materyallerin tarla resimleri Sekil 2'de verilmistir.

Sekil 2. Genetik gesitlilik analizinde kullanilacak ve agro-morfolojik karakterler bakimindan incelenecek
hashas genotiplerinin tarla ¢alismalari.

Tablo 2'de verilen degerler incelendiginde incelenen verim, kalite kriterleri bakimindan ¢alismaya konu
olan materyal arasinda genis bir genetik varyasyon oldugu dikkati gekmektedir. Bu yetistirme sezonuna
ait galismada bitki boyu degeri 72 ile 129 cm arasinda degismekte olup ortalama 97.9 cm (SH: +
0.749) olarak belirlenmistir. Bu deger ¢alismada kontrol ¢esit olarak kullanilan 1257-14 hattinda 105
cm, Zaferyolu gesidinde 96.2 cm ve Tinaztepe cgesidinde ise 98.6 cm olarak belirlenmistir. Kontrol
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cesitlere ait ortalama deger ise 99.9 cm’dir. Calismada dal sayisi ile yapilan incelemede bitki basina
dal sayisi 2.2 ile 7.4 (ortalama de@er: 4.4 SH:+0.104) arasinda degisim gostermistir. Bu o6zellik
bakimindan kontrol hat ve gesitlere ait ortalama deger 4.2 olarak belirlenmistir. Kapsul indeksi ile ilgili
yapilan 6lgim sonuglari incelendiginde, Kapsul indeksi 0.35 ile 1.31 arasinda degismekte olup
ortalama kapsul indeksi degeri 0.97 (SH: + 0.009) olarak belirlenmistir. Bu 6zellik bakimindan kontrol
hat ve cgesitlere ait ortalama deger 0.9 olarak bulunmustur. Ayrica kapsulde tepecik sayisi 2.2 ile 7.4
arasida degismekte olup ortalama deger 4.4 (SH: £ 0.104) olarak belirlenmistir. Kapstil eni degeri 2.2
ile 7.4 arasinda degismekte olup 3.1 ile 6.58 (ortalama deger: 4.3 SH* 0.04) arasinda degismektedir.
Kapsul boyu en dusuk 0.42 en yuksek 5.98 olarak bulunmustur. Kapsul boyuna ait ortalama deger 4.1
(SE % 0.048) olarak belirlenmistir. Arastirmada tohum veriminin 38-130 kg/da (SH + 1.571) arasinda,
kapstl veriminin ise 35-101 kg/da (SH = 1.237) arasinda degistigi bulunmustur. Calismada kontrol
olarak kullanilan 1257-14, Zaferyolu, Tinaztepe gesitlerine ait tohum verimi ve kapsil verimi sirasi ile
98.6 kg/da ve 72.2 kg/da, 81.4-52.0 kg/da ve 94.2-66.2 kg/da olarak belirlenmistir. Projede her iki
Ozellik bakimindanda kullanilan genotiplerin blylk bir kisminin kontrol gesitlerin altinda yer aldigi
gorilmektedir. Morfin orani incelendiginde bu oran % 0.17 ile % 0.68 arasinda de@ismekte olup
ortalama %0.40 olarak belirlenmistir. Kontrol gesitlere ait degerler 0.7 (1257-14), 0.65 (Zaferyolu), 0.5
(Tinaztepe) olarak belirlenmistir.

Calismanin yaritaldiga 2011-2012 yillari arasinda ayni genetik materyal yine Agumented deneme
deseni gore ekilmis olup incelenen karakterlere ait sonuglar Tablo 3’te verilmistir. Calismada bitki boyu,
90-120 cm (SH + 0.579), dal sayisi 2.2-12 (SH £ 0.151) adet, kapsul indeksi 0.73-1.1(SH + 0.004)
arasinda degisim géstermistir. incelenen bu 6zellikler bakimindan 1257-14 hattina ait degerler sirasi
ile 106.2 cm, 4.12 adet, 0.89 olarak belirlenmistir. Diger kontrol gesitler Zaferyolu ve Tinaztepe igin bitki
boyu degeri 107.5 cm ve 111.2 cm, dalsayisi i¢in 5 adet ve 3.6 adet, kapstil indeksi ise 0.99 ve 0.93
olarak bulunmustur. Ayrica, kapsulde tepecik sayisi 2.2-12 (SH £ 0.139), Kapsul eni 2.8-5.44 (SH *
0.03) ve Kapsul boyu 2.72-4.86 (SH + 0.024) arasinda degisim gostermistir. Calismada Uzerinde
degerlendirme yapilan genotiplerin tohum verimi 70-174 kg/da (SH * 0.265), kapsul verimi 45-139
kg/da (SH * 1.107) arasinda degisim gdstermistir. Calismada morfin degeri ise 0.2 ile 1.14 arasinda
degisim gostermekte olup ortalama deger 0.5 olarak belirlenmistir. Bu Ug¢ 6zellik bakimindan
standartlara ait ortalama tohum verimi 119.5 kg/da kapsul verimi 87.7 kg/da ve morfin orani ise %0.6
olarak belirlenmistir.

Tablo 2. Turk hashas cesitlerinin agro-morfolojik 6zellikleri ve alkaloid icerikleri (2010-2011)

Kapstl Tohum Kapsdul
Bitki | Bitki Dal Tepecik | Kapstl | Kapsul Kapsdul Verimi Verimi Morfin
No | Boyu | Sayisi sayisi Eni Boyu indeksi (kg/da) (kg/da) (%)
1 95 5.8 5.8 4.18 3.88 0.92 87 58| 0.675
2 108 4.6 4.6 4.24 4.24 1 81 66| 0.378
3 103 3.6 3.6 4.18 4.94 1.18 93 86| 0.306
4 93 4.6 4.6 3.76 3.22 0.85 76 52| 0.583
5 101 4.4 44| 422 3.96 0.93 70 55| 0.502
6 102 4.6 4.6 4.46 4.12 0.92 55 46| 0.443
7 105 5 5 4.8 4.12 0.85 112 89| 0.486
8 94 3.8 3.8 4.38 4.04 0.92 70 52| 0.476
9 111 3.4 34| 4.68 4.42 0.94 88 76| 0.476
10 94 3 3 4.46 3.48 0.78 60 53| 0.51
11 102 5.4 5.4 6.58 2.34 0.35 106 66| 0.493
12 101 5.2 5.2 3.1 2.28 0.73 71 63| 0.405
13 112 5.6 5.6 4.26 4.06 0.95 100 68| 0.427
14 105 4.6 4.6 4.4 4.74 1.07 90 48| 0.464
15 98 2.6 2.6 3.52 3.92 1.11 50 40| 0.352
16 96 4 4| 3.86 4.06 1.05 65 60| 0.405
17 93 4.6 4.6 4.2 4.42 1.05 68 48| 0.377
18 87 4.6 4.6 3.88 3.5 0.9 73 44| 0.442
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19 85 6.2 6.2 4 4.08 1.02 70 62| 0.442
20 95 2.6 2.6 4.32 4.26 0.98 38 35| 0471
21 89 5 5 3.62 3.54 0.97 86 57| 0.449
22 106 7 7 4.76 4.28 0.89 104 74| 0.293
23 93 6.8 6.8 4.24 4.44 1.04 94 65| 0.322
24 90 3 3 3.74 3.8 1.01 76 47| 0.437
25 88 3.8 3.8 4.16 3.62 0.87 129 93| 0.266
26 90 3.2 3.2 3.6 4.58 1.18 66 40| 0.374
27 102 5.2 5.2 4.54 5.98 1.31 76 55| 0.546
28 82 2.8 2.8 4.06 4.32 1.06 52 46| 0.324
29 94 4.8 4.8 4.6 4.32 0.93 97 93| 0.385
30 89 2.8 2.8 3.96 3.86 0.97 78 60| 0.508
31 101 3.6 3.6 4.24 4.16 0.98 83 73| 0.449
32 99 5.6 5.6 4.4 4.42 1.004 110 101 | 0.438
33 100 4.2 4.2 4.44 4.24 0.95 74 59| 0.391
34 100 5.2 5.2 4.92 4.5 0.91 92 80| 0.647
35 95 4 4 4.22 4.26 1.009 85 61| 0.308
36 88 4.4 4.4 3.64 3.94 1.08 69 50| 0.377
37 88 4.8 4.8 3.98 3.78 0.94 75 56| 0.423
38 95 3.6 3.6 4.74 4.3 0.9 97 75| 0.459
39 105 4.4 4.4 4.48 4.1 0.91 57 41] 0.499
40 94 3.6 3.6 4.06 4.04 0.99 65 53| 0.505
41 101 5 5 4.72 4.48 0.94 71 70| 0.365
42 | 106.5 6 6 4.82 4.37 0.9 75 70| 0.498
43 96 3.2 3.2 4.56 4.16 0.91 122 100 | 0.406
44 100 5.8 5.8 4.5 4.18 0.92 70 60| 0.362
45 98 4 4 4.48 4.14 0.92 64 58| 0.377
46 93 3.6 3.6 4.18 0.422 1.009 67 51 0.4
47 90 3.4 34 3.62 3.84 1.06 58 45| 0.45
48 94 3.2 3.2 4.34 4.48 1.032 61 56| 0.227
49 89 3.8 3.8 4.38 4.08 0.93 52 49| 0.26
50 84 3.6 3.6 4.12 3.66 0.88 84 52| 0.382
51 94 3.4 3.4 4.04 3.84 0.95 87 57| 0.415
52 106 3.6 3.6 4.48 4.66 1.04 98 52| 0.33
53 100 3.2 3.2 4.52 4.3 0.95 93 52| 0.372
54 92 4.2 4.2 4.72 4.08 0.86 93 67| 0.279
55 89 3.6 3.6 3.86 3.98 1.03 61 58| 0.408
56 90 6.8 6.8 3.6 3.24 0.9 61 43| 0.327
57 103 3.8 3.8 4.38 4.36 0.99 82 69| 0.301
58 106 3.6 3.6 4.52 4.22 0.93 76 58| 0.532
59 82 5.2 5.2 4.8 4.6 0.84 71 48| 0.395
60 111 5.6 5.6 4.84 4.44 0.91 88 74| 0.394
61 94 6.8 6.8 4.6 4.22 0.91 100 76| 0.172
62 72 5.2 5.2 3.9 4.06 1.04 57 41| 0.398
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63 97 4 4 4.14 4.16 1.004 104 80| 0.388
64 110 3.1 3.1 4.4 4.2 0.95 130 100 0.5
65 95 3.6 3.6 3.58 3.9 1.089 72 67| 0.299
66 108 4 4 4.48 4.46 0.99 51 36| 0.297
67 93 3.4 34 3.96 3.82 0.96 50 42| 0.508
68 103 4 4 4.6 4.68 1.01 60 52| 0.468
69 100 2.2 2.2 3.76 4.04 1.07 64 39| 0.308
70 96 2.6 2.6 4.24 4.64 1.094 51 48| 0.33
71 105 6.8 6.8 4.78 4.54 0.94 92 64| 0.333
72 114 5 5 4.2 3.92 0.93 65 52| 0.266
73 104 7.4 7.4 4.76 4.34 0.91 95 75| 0.375
74 95 5.2 5.2 4.1 4.08 0.99 60 53| 0.258
75 108 6.2 6.2 4.14 4.6 111 72 66| 0.444
76 101 5.2 5.2 4.6 4.56 0.99 130 89| 0.395
77 100 4.8 4.8 4.5 4.06 0.9 76 55| 0.388
78 105 54 54 4.46 3.88 0.86 64 51| 047
79 93 3.6 3.6 3.78 3.62 0.95 75 55| 0.448
80 97 3.6 3.6 4.14 4.62 1.11 68 65| 0.506
81 105 3 3 3.44 3.88 1.12 54 471 0.496
82 103 4 4 4.4 4.4 1 95 62| 0.575
83 99 4 4 4.26 4.08 0.95 70 65| 0.402
84 101 2.6 2.6 4.74 4.76 1.004 79 72| 041
85 99 3.4 34 4.46 4.32 0.96 76 62| 0.602
86 | 1034 4 4 4.64 4.44 0.95 90 80| 0.354
87 95 5 5 4.62 3.98 0.86 69 63| 0.38
88 108 3.8 3.8 4.64 4.14 0.89 64 58 0.4
89 95 3.4 34 3.72 3.86 1.037 60 56| 0.498
90 109 3.8 3.8 4.22 4.02 0.95 78 56| 0.283
91 100 4 4 4.36 4.12 0.94 70 58| 0.269
92 99 5 5 4.28 4.18 0.97 69 56| 0.464
93 98 4.6 4.6 4.2 4.3 1.02 81 60| 0.305
94 88 4.6 4.6 3.9 4.18 1.07 64 51| 0.453
95 107 3.2 3.2 5.38 5.02 0.93 75 61| 0.472
96 92 2.8 2.8 3.78 3.76 0.99 89 56| 0.371
97 95 4.4 4.4 4.42 4.08 0.92 62 59| 0.462
98 87 4.2 4.2 4.14 4 0.96 87 59| 0.454
99 93 4.2 4.2 3.72 3.94 1.05 62 50| 0.443
100 94 3.8 3.8 4.4 4.28 0.97 72 64| 0.442
101 81 4.2 4.2 4.2 4 0.95 64 46| 0.62
102 108 6.4 6.4 4.74 5.04 1.06 81 54| 0.34
103 99 7.4 7.4 3.98 3.92 0.98 66 64| 0.246
104 79 7 7 3.14 3.3 1.05 72 56| 0.588
105 96 5 5 4.24 4.24 1 68 62| 0.475
106 103 6 6 5.42 4.14 0.76 72 68| 0.298
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107 93 5.2 5.2 3.84 3.82 0.99 60 52| 0.38
108 95 3.6 3.6 4.14 4.24 1.02 73 64| 0.427
109 89 3 3 3.84 3.82 0.99 84 61| 0.24
110 86.3 4.5 4.5 3.85 4.32 1.12 55 39| 0.478
111 92 4.2 4.2 4.36 3.92 0.89 63 50| 0.17
112 103 4.8 4.8 4.38 4.18 0.95 88 79| 0.21
113 108 3.6 3.6 4.14 3.96 0.95 67 62| 0.38
114 99 3.8 3.8 4.54 4.02 0.88 86 78| 0.344
115 100 4.6 4.6 4.42 4.16 0.94 56 52| 0.385
116 98 2.4 2.4 4.4 4.16 0.94 63 58| 0.466
117 105 2.8 2.8 4.7 4.6 0.97 100 78| 0.591
118 106 3.2 3.2 4.34 4.24 0.97 94 72| 0.539
119 97 3.8 3.8 4.04 4.6 1.13 108 78| 0.378
120 95 4 4 4.48 4.34 0.96 90 81| 0.312
121 89 3.4 3.4 3.96 3.8 0.95 76 62| 0.465
122 109 6.2 6.2 4.82 4.38 0.9 60 53| 0.281
123 102 6.2 6.2 4.22 412 0.97 88 84| 0.338
124 122 3.8 3.8 3.72 4.24 1.13 84 61| 0.302
125 129 6 6 4.04 4.26 1.05 92 79| 0.282
Tablo 3. Tirk hashas cesitlerinin agro-morfolojik 6zellikleri ve alkaloid icerikleri (2011-2012)
Kapsl Tohum Kapsul
Bitki | Bitki Dal Tepecik | Kapsul | Kapsul Kapsul Verimi Verimi Morfin
No | Boyu | Sayisi Sayisi Eni Boyu indeksi (kg/da) (kg/da) %
1 108 3.2 3.2 3.64 3.78 1.038 116 72| 0.346
2 110 5.4 5.4 4.5 4.36 0.96 106 71| 0.515
3 111 3.8 3.8 4.02 4.06 1 174 116 | 0.527
4 97.5 55 5.5 4.5 4.25 0.94 133 88| 0.412
5 100 7 7 4.14 4.14 1 146 97| 0.324
6 107 7 7 4.26 4.08 0.95 106 71| 0.357
7 103 5.6 5.6 4.52 3.94 0.87 103 69| 0.652
8 108 5.2 5.2 4.42 3.92 0.88 109 72| 0.436
9 94 2.2 2.2 3.44 3.82 111 98.5 66| 0.389
10 107 4.6 4.6 3.68 3.46 0.94 107 71| 0.403
11 108 2.6 2.6 3.82 3.82 1 135 89| 0.347
12 105 2.4 2.4 3.72 3.68 0.98 84 45| 0.323
13 103 8.4 8.4 3.78 3.68 0.97 90 61| 0.389
14 116 5.4 5.4 3.7 3.94 1.06 117 80| 0.657
15 111 3.6 3.6 3.94 3.94 1 130 87| 0.394
16 103 3.8 3.8 3.8 3.86 1.01 144 96| 0.612
17 113 6 6 4.1 4.04 0.98 146 97| 0.426
18 113 5.4 5.4 4.2 4.04 0.96 137 91| 0.564
19 120 4 4 4.28 4.1 0.95 88 55| 0.406
20 111 3.8 3.8 4.38 3.98 0.9 142 95| 0.373
21 110 3.8 3.8 3.58 3.38 0.94 158 105| 0.399
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22 | 107.4 2.8 2.8 3.58 3.8 1.06 146 97| 0.663
23 100 4.6 4.6 3.9 4.16 1.06 114 76| 0.47
24 108 4.6 4.6 3.88 3.92 1.01 113 75| 0.552
25 99 5 5 4 3.76 0.94 114 76| 0.383
26 100 6.6 6.6 4.86 4.86 1 122 81| 0.385
27 | 1025] 115 115 4.6 4.2 0.91 141 94| 0.379
28 107 3.6 3.6 4.52 4.18 0.92 111 741 0.389
29 106 3.8 3.8 4.76 4.42 0.92 143 95| 047
30 106 3 3 4.44 4.02 0.9 99 67| 0.487
31 | 103.3 6 6 4.86 4.8 0.98 100 66| 0.67
32 111 8.6 8.6 4.7 4.3 0.91 146 97| 0.575
33 107 4.4 4.4 4.76 4.36 0.91 106 71| 0.375
34 110 3.4 34 3.96 4 1.01 144 96| 0.473
35 113 7.8 7.8 4.06 3.98 0.98 120 80| 0.453
36 103 7.2 7.2 34 3.72 1.09 134 89| 0.564
37 108 8.4 8.4 4.12 4 0.97 146 99| 0.215
38 96 2.6 2.6 3.88 3.78 0.97 101 68| 0.61
39 113 5.8 5.8 4.82 4.22 0.87 140 95| 0.417
40 114 4.8 4.8 4.42 3.98 0.9 120 80| 0.522
41 109 4.2 4.2 4.8 4.66 0.97 83 55| 0.396
42 108 7.6 7.6 4.42 4.16 0.94 144 96| 0.467
43 117 5.8 5.8 4.22 3.86 1.09 144 96| 0.447
44 106 4.8 4.8 4.76 4.6 0.96 113 76| 0.554
45 102 3.8 3.8 4.52 4.56 1 133 89| 0.311
46 106 4.6 4.6 4.06 4.08 1 145 94| 0.817
47 100 4.6 4.6 4.3 4.32 1 122 81 0.4
48 105 5.4 54 4.52 4.16 0.92 113 76| 0.461
49 100 4.6 4.6 4.78 4.38 0.91 136 92| 0.515
50 | 106.2 6.6 6.6 4.22 4.16 0.98 165 110 0.44
51 101 9.4 9.4 4.38 3.96 0.9 112 75| 0.333
52 112 4.8 4.8 4.36 4.48 1.02 114 77] 0.286
53 | 108.8 4.8 4.8 5.26 4.58 0.87 107 82| 0.349
54 100 2.6 2.6 4.7 4.46 0.94 133 89| 0.262
55 108 6.2 6.2 4.4 3.96 0.9 148 128 | 0.498
56 98 9 9 4.02 3.86 0.96 108 75| 0.518
57 99| 104 10.4 3.92 3.86 0.98 155 110| 0.442
58 93 4.4 4.4 4.08 3.92 0.96 155 110| 0.701
59 97 5.4 54 4.14 3.94 0.95 129 89| 0.462
60 97 7.6 7.6 4.64 4.18 0.9 112 75| 0.314
61 108 7 7 4.34 3.7 0.85 85 62| 0.672
62 107 7.8 7.8 4.42 3.84 0.86 120 80| 0.427
63 | 1094 8.2 8.2 3.82 3.82 1 123 90| 0.32
64 108 3.2 3.2 4.5 4.3 0.95 132 98| 0.463
65 104 5.4 54 3.92 3.68 0.93 156 120| 0.35
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66 108 7 7 4.12 3.66 0.88 82 75] 0.379
67 99 4.6 4.6 4.32 3.92 0.9 138 100| 0.435
68 103 5.4 54 3.72 3.78 1.01 85 65| 0.502
69 98 3.4 3.4 3.88 3.98 1.02 100 77 0.4
70 106 4.4 4.4 3.96 4.1 1.03 163 135| 0.368
71 115 5.6 5.6 4.48 4 0.89 114 86| 0.381
72 96 5.6 5.6 4.42 4.02 0.9 161 139 | 0.458
73 | 106.6 5.6 5.6 4.02 3.22 0.8 120 95| 0.472
74 97 5.6 5.6 4.6 3.88 0.84 114 92| 0.491
75 106 4.8 4.8 4.1 3.32 0.8 125 98| 0.678
76 96.6 3 3 4.6 3.99 0.86 72 50| 0.297
77 99 3.8 3.8 4 3.42 0.85 99 72| 0.701
78 90 3.2 3.2 4.38 4.1 0.93 70 55| 0.634
79 102 6.2 6.2 4.4 3.98 0.9 118 90| 0.499
80 119 7.4 7.4 4.4 4.4 1 138 120 | 0.501
81 118 7.2 7.2 4.2 3.96 0.94 95 72| 0.372
82 115 5 5 4.32 3.64 0.84 149 120 | 0.495
83 120 3.2 3.2 4.42 4.3 0.97 129 108 | 0.455
84 112 3.6 3.6 4.78 4.68 1 160 134 0.2
85 115 6.2 6.2 4.42 3.9 0.88 126 100| 0.875
86 118 7 7 4.38 3.88 0.88 155 130 | 0.554
87 | 118.7 12 12 4.02 3.05 0.75 115 95| 0.671
88 115 4.6 4.6 4.3 3.76 0.87 133 115] 0.321
89 118 5.8 5.8 3.86 3.28 0.84 140 118 | 0.567
90 110 3.6 3.6 3.22 3 0.93 132 112 | 0.281
91 114 4.6 4.6 3.52 3.1 0.88 129 105| 0.357
92 110 4.4 4.4 4.5 3.96 0.88 130 102 | 0.271
93 106 3.6 3.6 3.36 3.14 0.93 150 122 | 0.651
94 105 5.4 54 3.94 4.32 1.09 132 118| 0.35
95 111 3.4 3.4 4.36 4.44 1.01 165 132 | 0.475
96 116 6 6 2.8 2.72 0.97 132 110 | 0.455
97 98 3 3 4.48 4.04 0.9 85 56| 0.452
98 109 2.6 2.6 5.44 4 0.73 140 113 | 0.418
99 110 3.2 3.2 4.18 4.24 1.01 151 124 | 0.356
100 107 5.2 5.2 3.78 3.8 1 119 93| 0.514
101 116 5.6 5.6 4.32 3.58 0.82 162 134 0.6
102 109 3.4 3.4 3.56 3.22 0.9 115 92| 0.356
103 105 2.4 2.4 3.94 3.92 0.99 130 105| 0.363
104 100 5.5 5.5 3.9 4 1.02 104 90| 0.382
105 102 5.8 5.8 3.6 3.68 1.02 85 68| 0.384
106 107 4 4 5.02 3.98 0.79 150 124 | 0.396
107 104 4.2 4.2 4.66 4.02 0.86 89 63| 0.76
108 119 4.4 4.4 4.64 4.5 0.96 142 116 | 0.473
109 113 4 4 4.62 4.34 0.93 150 126 | 0.591
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110 105 4.6 4.6 4.48 4.3 0.95 133 108 | 0.482
111 105 3.6 3.6 4.84 4.12 0.85 129 102 | 0.307
112 102 3.8 3.8 4.18 3.74 0.89 114 95| 0.513
113 107 4.2 4.2 4.36 3.34 0.76 132 104 | 0.637
114 104 6.2 6.2 4.66 3.98 0.85 141 110| 0.485
115 96 4.4 4.4 3.6 3.6 1 133 108 | 0.427
116 | 102.5 5.5 5.5 4.75 4.3 0.9 85 71| 1.139
117 102 5 5 3.64 3.32 0.91 110 88| 0.736
118 97 3.6 3.6 4.82 4.14 0.85 108 85| 0.427
119 97 2.4 24 3.58 3.96 11 98 70| 0.721
120 99 4.2 4.2 4.36 4.07 0.93 148 120 | 0.545
121 100 3 3 3.8 3.54 0.93 153 124 | 0.465
122 107 4.8 4.8 3.7 3.58 0.96 123 105| 0.52
123 102 3.8 3.8 3.9 3.76 0.96 145 116 | 0.459
124 104 5.6 5.6 4.52 4 0.88 160 134| 047
125 107 4.8 4.8 4.3 3.9 0.9 91 68| 0.35

Tablo 4 Agro-morfolojik karakerler ve morfin igerigine ait iki yillik degerlerin ortalamasini vermektedir.
Calismada yapilan bitin genetik analizler bu ortalama degerler kullanilarak yapilmistir.

Tablo 4. Haghag agro-morfolojik karakterler ve morfin icerikleri ortalama degerleri

Kapsul Tohum Kapsl
Bitki | Bitki | Dal Tepecik Kapsul |Kapstil Kapsdul Verimi Verimi Morfin
No |Boyu |Sayisi|Sayisi Eni Boyu Indeksi (kg/da) (kg/da) (%)
1 108 4.5 4.5 3.91 3.83 0.98 101.50 65.00( 0.51
2 110 5.0 5 4.37 4.30 0.98 93.50 68.50| 0.45
3 111 3.7 3.7 4.10 4.50 1.09 133.50 101.00 0.42
4 97.5 5.1 5.1 4.13 3.74 0.90 104.50 70.00| 0.50
5 100 5.7 5.7 4.18 4.05 0.97 108.00 76.00 0.41
6 107 5.8 5.8 4.36 4.10 0.94 80.50 58.50| 0.40
7 103 5.3 5.3 4.66 4.03 0.86 107.50 79.00( 0.57
8 108 4.5 4.5 4.40 3.98 0.90 89.50 62.00| 0.46
9 94 2.8 2.8 4.06 4.12 1.03 93.25 71.00( 0.43
10 107 3.8 3.8 4.07 3.47 0.86 83.50 62.00| 0.46
11 108 4 4 5.20 3.08 0.68 120.50 7750 0.42
12 105 3.8 3.8 3.41 2.98 0.86 77.50 54.00| 0.36
13 103 7 7 4.02 3.87 0.96 95.00 64.50| 0.41
14 116 5 5 4.05 4.34 1.07 103.50 64.00| 0.56
15 111 3.1 3.1 3.73 3.93 1.06 90.00 63.50| 0.37
16 103 3.9 3.9 3.83 3.96 1.03 104.50 78.00| 0.51
17 113 5.3 5.3 4.15 4.23 1.02 107.00 72.50 0.40
18 113 5 5 4.04 3.77 0.93 105.00 67.50| 0.50
19 120 5.1 5.1 4.14 4.09 0.99 79.00 58.50| 0.42
20 111 3.2 3.2 4.35 4.12 0.94 90.00 65.00| 0.42
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21 110 4.4 4.4 3.60 3.46 0.96 122.00 81.00| 0.42
22 107 4.9 4.9 4.17 4.04 0.98 125.00 85.50| 0.48
23 100 5.7 5.7 4.07 4.30 1.05 104.00 70.50| 0.40
24 108 3.8 3.8 3.81 3.86 1.01 94.50 61.00] 0.49
25 99 4.4 4.4 4.08 3.69 0.91 121.50 84.50| 0.32
26 100 4.9 4.9 4.23 4.72 1.09 94.00 60.50| 0.38
27 | 102.5 8.4 8.4 4.57 5.09 111 108.50 7450 0.46
28 107 3.2 3.2 4.29 4.25 0.99 81.50 60.00| 0.36
29 106 4.3 4.3 4.68 4.37 0.93 120.00 94.00f 0.43
30 106 2.9 2.9 4.20 3.94 0.94 88.50 63.50| 0.50
31 | 103.3 4.8 4.8 4.55 4.48 0.98 91.50 69.50| 0.56
32 111 7.1 7.1 4.55 4.36 0.96 128.00 99.00] 0.51
33 107 4.3 4.3 4.60 4.30 0.93 90.00 65.00f 0.38
34 110 4.3 4.3 4.44 4.25 0.96 118.00 88.00| 0.56
35 113 5.9 5.9 4.14 4.12 0.99 102.50 70.50| 0.38
36 103 5.8 5.8 3.52 3.83 1.09 101.50 69.50| 0.47
37 108 6.6 6.6 4.05 3.89 0.96 110.50 77.50| 0.32
38 96 3.1 3.1 4.31 4.04 0.94 99.00 71.50] 0.53
39 113 5.1 5.1 4.65 4.16 0.89 98.50 68.00| 0.46
40 114 4.2 4.2 4.24 4.01 0.95 92.50 66.50| 0.51
41 109 4.6 4.6 4.76 4.57 0.96 77.00 62.50| 0.38
42 108 6.8 6.8 4.62 4.27 0.92 109.50 83.00| 0.48
43 117 4.5 4.5 4.39 4.01 1.00 133.00 98.00f 0.43
44 106 5.3 5.3 4.63 4.39 0.94 91.50 68.00| 0.46
45 102 3.9 3.9 4.50 4.35 0.96 98.50 73.50| 0.34
46 106 4.1 4.1 4.12 2.25 1.00 106.00 72.50] 0.61
47 100 4 4 3.96 4.08 1.03 90.00 63.00| 0.43
48 105 4.3 4.3 4.43 4.32 0.98 87.00 66.00| 0.34
49 100 4.2 4.2 4.58 4.23 0.92 94.00 70.50| 0.39
50 | 106.2 5.1 5.1 4.17 3.91 0.93 124.50 81.00] 0.41
51 101 6.4 6.4 4.21 3.90 0.93 99.50 66.00| 0.37
52 112 4.2 4.2 4.42 4.57 1.03 106.00 64.50| 0.31
53 | 108.8 4 4 4.89 4.44 0.91 100.00 67.00] 0.36
54 100 3.4 3.4 4.71 4.27 0.90 113.00 78.00] 0.27
55 108 4.9 4.9 4.13 3.97 0.97 104.50 93.00f 0.45
56 98 7.9 7.9 3.81 3.55 0.93 84.50 59.00| 0.42
57 99 7.1 7.1 4.15 4.11 0.99 118.50 89.50| 0.37
58 93 4 4 4.30 4.07 0.95 115.50 84.00| 0.62
59 97 5.3 5.3 4.47 4.27 0.90 100.00 68.50| 0.43
60 97 6.6 6.6 4.74 4.31 0.91 100.00 74.50] 0.35
61 108 6.9 6.9 4.47 3.96 0.88 92.50 69.00| 0.42
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62 107 6.5 6.5 4.16 3.95 0.95 88.50 60.50| 0.41
63 | 109.4 6.1 6.1 3.98 3.99 1.00 113.50 85.00] 0.35
64 108 3.2 3.2 4.45 4.25 0.95 131.00 99.00| 0.48
65 104 4.5 4.5 3.75 3.79 1.01 114.00 93.50| 0.32
66 108 5.5 5.5 4.30 4.06 0.94 66.50 55.50| 0.34
67 99 4 4 4.14 3.87 0.93 94.00 71.00| 0.47
68 103 4.7 4.7 4.16 4.23 1.01 72.50 58.50| 0.49
69 98 2.8 2.8 3.82 4.01 1.05 82.00 58.00] 0.35
70 106 3.5 3.5 4.10 4.37 1.06 107.00 91.50| 0.35
71 115 6.2 6.2 4.63 4.27 0.92 103.00 75.00] 0.36
72 96 5.3 5.3 4.31 3.97 0.92 113.00 95.50| 0.36
73 | 106.6 6.5 6.5 4.39 3.78 0.86 107.50 85.00| 0.42
74 97 5.4 5.4 4.35 3.98 0.92 87.00 72.50| 0.37
75 106 55 5.5 4.12 3.96 0.96 98.50 82.00| 0.56
76 96.6 4.1 4.1 4.60 4.28 0.93 101.00 69.50| 0.35
77 99 4.3 4.3 4.25 3.74 0.88 87.50 63.50| 0.54
78 90 4.3 4.3 4.42 3.99 0.90 67.00 53.00f 0.55
79 102 4.9 4.9 4.09 3.80 0.93 96.50 72.50| 0.47
80 119 5.5 5.5 4.27 4.51 1.06 103.00 92.50| 0.50
81 118 5.1 5.1 3.82 3.92 1.03 74.50 59.50| 0.43
82 115 4.5 4.5 4.36 4.02 0.92 122.00 91.00| 0.54
83 120 3.6 3.6 4.34 4.19 0.96 99.50 86.50| 0.43
84 112 3.1 3.1 4.76 4.72 1.00 119.50 103.00f 0.31
85 115 4.8 4.8 4.44 4.11 0.92 101.00 81.00| 0.74
86 118 5.5 5.5 4.51 4.16 0.92 122.50 105.00f 0.45
87 | 118.7 8.5 8.5 4.32 3.52 0.81 92.00 79.00] 0.53
88 115 4.2 4.2 4.47 3.95 0.88 98.50 86.50| 0.36
89 118 4.6 4.6 3.79 3.57 0.94 100.00 87.00] 0.53
90 110 3.7 3.7 3.72 3.51 0.94 105.00 84.00 0.28
91 114 4.3 4.3 3.94 3.61 0.91 99.50 81.50| 0.31
92 110 4.7 4.7 4.39 4.07 0.93 99.50 79.00f 0.37
93 106 4.1 4.1 3.78 3.72 0.98 115.50 91.00| 0.48
94 105 5 5 3.92 4.25 1.08 98.00 84.50| 0.40
95 111 3.3 3.3 4.87 4.73 0.97 120.00 96.50| 0.47
96 116 4.4 4.4 3.29 3.24 0.98 110.50 83.00f 0.41
97 98 3.7 3.7 4.45 4.06 0.91 73.50 57.50| 0.46
98 109 3.4 3.4 4.79 4.00 0.85 113.50 86.00| 0.44
99 110 3.7 3.7 3.95 4.09 1.03 106.50 87.00] 0.40
100 107 4.5 4.5 4.09 4.04 0.99 95.50 78.50| 0.48
101 116 4.9 4.9 4.26 3.79 0.89 113.00 90.00| 0.61
102 109 4.9 4.9 4.15 4.13 0.98 98.00 73.00f 0.35
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103 105 4.9 4.9 3.96 3.92 0.99 98.00 84.50| 0.30
104 100 6.3 6.3 3.52 3.65 1.04 88.00 73.00] 0.49
105 102 5.4 5.4 3.92 3.96 1.01 76.50 65.00f 0.43
106 107 5 5 5.22 4.06 0.78 111.00 96.00| 0.35
107 104 4.7 4.7 4.25 3.92 0.93 74.50 57.50| 0.57
108 119 4 4 4.39 4.37 0.99 107.50 90.00| 0.45
109 113 3.5 3.5 4.23 4.08 0.96 117.00 93.50| 0.42
110 105 4.6 4.6 4.17 4.31 1.04 94.00 73.50| 0.48
111 105 3.9 3.9 4.60 4.02 0.87 96.00 76.00| 0.24
112 102 4.3 4.3 4.28 3.96 0.92 101.00 87.00] 0.36
113 107 3.9 3.9 4.25 3.65 0.86 99.50 83.00f 0.51
114 104 5 5 4.60 4.00 0.87 113.50 94.00] 0.41
115 96 4.5 4.5 4.01 3.88 0.97 94.50 80.00f 0.41
116 | 102.5 4 4 4.58 4.23 0.92 74.00 64.50| 0.80
117 102 3.9 3.9 4.17 3.96 0.94 105.00 83.00| 0.66
118 97 3.4 3.4 4.58 4.19 0.91 101.00 78.50| 0.48
119 97 3.1 3.1 3.81 4.28 1.12 103.00 74.00] 0.55
120 99 4.1 4.1 4.42 4.21 0.95 119.00 100.50| 0.43
121 100 3.2 3.2 3.88 3.67 0.94 114.50 93.00| 0.47
122 107 55 5.5 4.26 3.98 0.93 91.50 79.00] 0.40
123 102 5 5 4.06 3.94 0.97 116.50 100.00 0.40
124 104 4.7 4.7 4.12 4.12 1.01 122.00 97.50] 0.39
125 107 5.4 5.4 4.17 4.08 0.98 91.50 73.50| 0.32

Ortalama degerler g6z 6nidne alindiginda, bitki boyu 90 cm ve 120 cm arasinda degismekte olup
ortalama deger 106.24 + 6.48 cm olarak belirlenmistir. Sekil 3 calismada kullanilan hashas
genotiplerinin boy uzunluguna ait histogram grafigini gostermektedir. Bitki dal sayisi en disuk 2.8 en
ylksek 8.5 olarak belirlenmistir. Bitki dal sayisinin ortalama degeri 4.72 = 1.13 olarak belirlenmisgtir.
Sekil 4 bitki dal sayisina ait histogram grafigini gdéstermektedir. Histogram grafiginin incelenmesinden
bitki dal sayisi i¢in genotipler arasinda genis dizeyde bir gesitlilik oldugunu géstermektedir. Kapsul
tepecik sayisi ve dal sayisi bir biriyle baglantili olan karakterlerdir ve benzer verilere sahiptir. Bu
karakterler bakimindan genotipleri 2.8 ve 8.5 arasinda farkli degerler vermektedir. Bu karakterler
bakimindan genotiplerin ortalama degeri 4.72 + 1.13 olarak belirlenmistir. Sekil 5 ve 6 kapsul tepecik
sayisi ve dal sayisina ait histogram grafiklerini gOstermektedir. Histogram grafiklerinin
incelenmesinden kapsil tepecik sayisi ve dal sayisi karakterleri i¢cin genotipler arasinda varyasyon
oldugu goézlenmistir. Kapsil eni, kapsul boyu ve kapsul indeksi, sirasiyla, 3.29-5.22 cm (ortalama 4.24
+ 0.33), 2.05-5.09 cm (ortalama 4.03+0.35) ve 0.68-1.12 (ortalama 0.95 + 0.07) arasinda
degismektedir. Sekil 7, 8 ve 9, sirasiyla, kapsul eni, kapsul boyu ve kapstl indeksi karakterlerine ait
histogram grafiklerini gostermektedir. Bu grafiklerin incelenmesinden bu karakterler icin genetik
varyasyon oldugu saptanmistir. Tohum verimi ve kapsul verimi sirasiyla 66.5-133.5 kg/da (ortalama
100.99 + 14.27 kg/da) ve 53-105 kg/da (ortalama 76.71 + 12.7 kg/da) arasinda degismektedir. Sekil 10
ve 11 tohum verimi ve kapsil verimi karakterlerine ait histogram grafiklerini gdstermektedir. Bu
grafiklerin incelenmesinden bu karakterler icin de genis dizeyde genetik varyasyon oldugu
saptanmistir. incelenen karakterler agisindan ekonomik olarak en énemlisi olan morfin orani genotipler
arasinda %0.24 ve %0.8 olarak degisiklik gostermekte olup morfin orani igin ortalama deger %0.44 +
0.09 olarak belirlenmistir. Sekil 12 calismada kullanilan hashas genotiplerinin morfin oranina ait
histogram grafigini gostermektedir. Bu karakter igin histogram grafiginin incelenmesinden bu karakter
icin mevcut genetik varyasyon diizeyinin dar oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3. Turk hashas genotiplerinin bitki boyu karakteri igin histogram grafigi
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Sekil 6. Turk hashas genotiplerinin kapsil eni karakteri icin histogram grafigi
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Sekil 7. Turk haghas genotiplerinin kapsuil boyu karakteri igin histogram grafigi
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Sekil 8. Turk haghags genotiplerinin kapsul indeksi karakteri i¢in histogram grafigi
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Sekil 9. Turk hashas genotiplerinin tohum verimi karakteri icin histogram grafigi
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Sekil 10. Tirk haghas genotiplerinin kapsul verimi karakteri i¢in histogram grafigi
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Sekil 11. Tirk haghas genotiplerinin morfin igerigi karakteri igin histogram grafigi
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Calismada kullanilan haghas genotiplerinin agro-morfolojik karakterleri ve morfin icerikleri igin
birbirleriyle olan iligkileri SPSS istatistik programi kullanilarak hesaplanmistir. Bitki boyu ve kapsiil
verimi arasinda disuk dizeyde korelasyon (r=0.22) belirlenmistir. Buna benzer sekilde, bitki boyu ile
tohum verimi arasinda disik dizeyde (r=0.177) korelasyon belirlenmistir. Beklenildigi gibi tohum
verimi ve kapsul verimi arasinda ylksek diizeyde (r=0.833) korelasyon belirlenmistir. Kapsil boyu ve
kapstil eni arasinda orta diizeyde korelasyon belirlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Hashas agronomik karakterlerinin korelasyon degerleri

Karakterler Kapsil verimi Tohum Verimi Kapsil Boyu
Bitki Boyu 0.22 0.177

Kapsul eni 0.463
Tohum verimi 0.833

4.2. Molekuler Karakterizasyon

4.2.1. Turk Hashas Germplazmlari Arasindaki Genetik Cesitlilik Analizleri

Tlark hashas genotipleri arasindaki genetik varyasyon dizeyini belirlemek i¢in 125 adet hashas tohum
ornegi viyollere ekilmistir ve bitki blylitme odasinda yetistirilerek DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
DNA izolasyonu igin 2-4 gercek yaprakli devreye ulasan bitkilerin taze yakrak dokulari toplanmistir.
Yapraklar daha sonra homojenizator (Tissue Lyser, QIAGEN) ile pargalanmis ve Promege Kiti
kullanilarak izole edilmistir. Bazi genotiplerin DNA izolasyonunda FULTON ve ark (1995) tarafindan
tanitilan mikro DNA izolasyon yontemi kullaniimistir. Elde edilen DNA’lar TE tampon ¢dzeltisi icerisinde
¢cozeltiimis ve kalite ve miktarlari Nanodrop ND-1000 spektrofotometresi ile 6lgiimis ve -20 °C'de
muhafaza altina alinmistir. Tablo 6’da bu hatlara ait DNA miktarlari verilmigtir.

Tablo 6. Calismada kullanilacak genetik materyallerin DNA miktarlari

Pedigri No Tir Ulke ng/ul 260/280
P1316811 Papaver bracteatum Tirkiye 845.05 2.01
P1376824 Papaver bracteatum Turkiye 945.06 1.99
P1376830 Papaver bracteatum Tirkiye 376.57 1.8
P1376808 Papaver bracteatum Tlrkiye 1296.89 1.96
WP11439 Papaver umbanatum Tirkiye 702.75 1.88
P1568210 Papaver umbanatum Turkiye 752.35 1.87
P1568211 Papaver umbonatum Tirkiye 365.43 1.76
W611447 Papaver umbanatum Turkiye 313.44 1.79
W623976 Papaver arenarium Ermenistan 361.13 1.74
P1414784 Papaver bracteatum iran 455.98 1.82
W623866 Papaver armeniacum Ermenistan 314.84 1.82
PI1376812 Papaver bracteatum Tarkiye 349.47 1.79
W618131 Papaver nudicaule Mogolistan 680.92 1.85
W617203 Papaver rhoeas Bulgaristan 459.79 1.72
P1229617 Papaver orientale iran 566.31 0.72
W610919 Papaver rhoeas Bulgaristan 491.13 1.82
P1378582 Papaver orientale iran 317.32 1.75
W611440 Papaver umbonatum Tarkiye 198.74 1.7
W611442 Papaver umbonatum Turkiye 233.22 1.64
W611439 Papaver umbonatum Tarkiye 482.35 1.84
P1381607 Papaver bracteatum iran 553.37 1.64
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W611444 Papaver umbonatum Tarkiye 792.14 1.82
W611443 Papaver umbonatum Tirkiye 888.18 1.91
P1381612 Papaver Pseudo-oriantale iran 532.91 1.79
117103 Papaver somniferum cv. 1259-1 Tirkiye 1373.06 1.89
117104 Papaver somniferum cv. Kemerkaya Tarkiye 466.27 1.78
117105 Papaver somniferum cv. 1065 Tirkiye 498.56 1.66
117106 Papaver somniferum Tarkiye 1074.04 1.95
117107 Papaver somniferum Tirkiye 468.82 1.69
117108 Papaver somniferum Tarkiye 392.08 1.79
117109 Papaver somniferum Tirkiye 484.65 1.82
117110 Papaver somniferum Turkiye 1302.01 1.9
11T111 Papaver somniferum Turkiye 342.93 1.48
117112 Papaver somniferum Turkiye 1352.57 1.81
11T113 Papaver somniferum Turkiye 1309.62 1.8
11T114 Papaver somniferum Turkiye 103.4 1.75
11T115 Papaver somniferum Turkiye 740.65 1.81
117116 Papaver somniferum Turkiye 531.83 2.1
11T117 Papaver somniferum Turkiye 924.23 1.73
117118 Papaver somniferum Turkiye 546.11 1.53
11T119 Papaver somniferum Turkiye 437.68 1.44
117120 Papaver somniferum Turkiye 292.33 1.62
117121 Papaver somniferum Tirkiye 224.08 1.89
117122 Papaver somniferum Turkiye 1220.08 1.98
117123 Papaver somniferum Tirkiye 859.79 1.85
11T124 Papaver somniferum Turkiye 699.75 1.97
117125 Papaver somniferum Tirkiye 1785.02 2

11T126 Papaver somniferum Turkiye 1460.36 1.96
117127 Papaver somniferum Tirkiye 1114.39 1.99
117128 Papaver somniferum Turkiye 1317.04 2

117129 Papaver somniferum Tirkiye 1270.12 1.97
117130 Papaver somniferum Turkiye 562.82 2.08
117131 Papaver somniferum Turkiye 494.05 2

117132 Papaver somniferum Tarkiye 701.72 2.02
117133 Papaver somniferum Turkiye 373.79 1.84
117134 Papaver somniferum Tarkiye 507.81 2

117135 Papaver somniferum Turkiye 445.07 2

117136 Papaver somniferum Tarkiye 775.9 2.06
117137 Papaver somniferum Turkiye 515.9 2.04
117138 Papaver somniferum Tarkiye 440.21 2

117139 Papaver somniferum Turkiye 444.76 2.06
117140 Papaver somniferum Tarkiye 761.56 2.02
117141 Papaver somniferum Turkiye 725.94 2.05
117142 Papaver somniferum Tlrkiye 692.65 2.09
117143 Papaver somniferum Turkiye 783.81 2.03
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11T144 Papaver somniferum Tarkiye 307.07 2.02
11T145 Papaver somniferum Tirkiye 662.86 2.08
11T146 Papaver somniferum Tarkiye 527.43 2.04
11T147 Papaver somniferum Tirkiye 870.89 2.09
117148 Papaver somniferum Tarkiye 808.76 2.01
11T149 Papaver somniferum Tirkiye 425.86 1.93
117150 Papaver somniferum Tarkiye 765.03 1.85
117151 Papaver somniferum Tirkiye 272.32 1.91
117152 Papaver somniferum Tarkiye 371.84 1.94
117153 Papaver somniferum Tirkiye 441.92 1.7
117154 Papaver somniferum Turkiye 722.33 1.98
11T155 Papaver somniferum Turkiye 536.2 1.75
11T156 Papaver somniferum Turkiye 742.31 1.98
11T157 Papaver somniferum Turkiye 856.47 1.95
117158 Papaver somniferum Turkiye 730.32 2.01
11T159 Papaver somniferum Turkiye 941.36 2.05
117160 Papaver somniferum Turkiye 1110.72 2.06
11T161 Papaver somniferum Turkiye 956.16 2.07
117162 Papaver somniferum Turkiye 1591.72 2.01
11T163 Papaver somniferum Turkiye 825.78 1.94
117164 Papaver somniferum Turkiye 1464.8 2.07
11T165 Papaver somniferum Tirkiye 1100.84 2.11
11T166 Papaver somniferum Turkiye 1607.47 2.08
11T167 Papaver somniferum Tirkiye 1766.59 2.16
117168 Papaver somniferum Turkiye 1405.82 2.05
117169 Papaver somniferum Tarkiye 1213.85 2.05
11T170 Papaver somniferum Turkiye 735.78 1.96
117171 Papaver somniferum Tirkiye 996.92 2.1
117172 Papaver somniferum Turkiye 1324.36 2.13
11T173 Papaver somniferum Tirkiye 475.84 2.04
11T174 Papaver somniferum Turkiye 1192.5 2.04
11T175 Papaver somniferum Turkiye 1312.55 2.01
11T176 Papaver somniferum Tarkiye 1257.9 2.04
117177 Papaver somniferum Turkiye 875.01 2.02
11T178 Papaver somniferum Tarkiye 978.65 2.02
117179 Papaver somniferum Turkiye 1206.71 2

117180 Papaver somniferum Tarkiye 1978.76 2.06
117181 Papaver somniferum Turkiye 878.02 2.02
117182 Papaver somniferum Tarkiye 922.3 1.9
117183 Papaver somniferum Turkiye 551.95 1.96
117184 Papaver somniferum Tarkiye 1288.9 2.14
117185 Papaver somniferum Turkiye 1691.16 2

117186 Papaver somniferum Tlrkiye 1030.63 2.13
117187 Papaver somniferum Turkiye 961.68 2.1
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117188 Papaver somniferum Tarkiye 413.73 2.02
117189 Papaver somniferum Tirkiye 721.61 2.07
117190 Papaver somniferum Tarkiye 1066.06 2.07
117191 Papaver somniferum Tirkiye 955.22 2.1
117192 Papaver somniferum Tarkiye 1835.03 2.13
117193 Papaver somniferum Tirkiye 1155.21 2.11
117194 Papaver somniferum Tarkiye 1475.43 2.02
117195 Papaver somniferum Tirkiye 1675.05 2.07
117196 Papaver somniferum Tarkiye 1059.45 2.08
117197 Papaver somniferum Tirkiye 1964.71 2.05
117198 Papaver somniferum Turkiye 1598.36 2.02
117199 Papaver somniferum Turkiye 1527.31 1.9
117200 Papaver somniferum Turkiye 1580.6 1.94
117201 Papaver somniferum Turkiye 876.45 2.11
117202 Papaver somniferum Turkiye 1335.13 2.12
117203 Papaver somniferum Turkiye 942.79 2.07
117204 Papaver somniferum Turkiye 1732.96 2.1
117205 Papaver somniferum Turkiye 975.97 2.01
117206 Papaver somniferum Turkiye 1873.15 2.08
117207 Papaver somniferum Turkiye 1139.51 2.02
117208 Papaver somniferum Turkiye 1073.69 2.05
117209 Papaver somniferum Tirkiye 1490.22 2.08
117210 Papaver somniferum Turkiye 533.96 2.01
117211 Papaver somniferum Tirkiye 810.04 2.04
117212 Papaver somniferum Turkiye 871.23 2.08
117213 Papaver somniferum Tirkiye 1377.47 2.09
117214 Papaver somniferum Turkiye 1081.67 1.98
117215 Papaver somniferum Tirkiye 1194.17 2.07
117216 Papaver somniferum Turkiye 1060.89 2.05
117217 Papaver somniferum Tirkiye 1891.13 1.95
117218 Papaver somniferum Turkiye 1282.92 2.04
117219 Papaver somniferum Turkiye 1575.92 2.12
117220 Papaver somniferum Tarkiye 1412.74 2.1
117221 Papaver somniferum Turkiye 1564.74 1.99
117222 Papaver somniferum Tarkiye 1485.07 2.1
117223 Papaver somniferum cv. OFi58 Turkiye 1570.54 2.09
117224 Papaver somniferum cv. TMOO01 Tarkiye 1329.37 2.09
117225 Papaver somniferum cv. OFi54 Turkiye 1450.79 2.02
117226 Papaver somniferum cv. AFYON 95 Tarkiye 1775.43 2.01
117227 Papaver somniferum cv. TMOO02 Turkiye 331.34 201
117228 Papaver somniferum cv. OFi 95 Tarkiye 1557.4 2.11
117229 Papaver somniferum cv. OFi S3 Turkiye 1525.26 2.09
117230 Papaver somniferum cv. OFi 96 Tlrkiye 1884.79 2.04
117231 Papaver somniferum cv. TMO03 Turkiye 1979.29 1.99
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4.2.2. EST-SSR Markorlerinin Gelistirilmesi ve Genetik Cesitlilik Analizleri

Papaver somniferum igin gelistiriimis EST dizileri NCBI veri tabanindan indiriimistir. EST dizilerinden
adaptor ve vektdr dizilerini ¢ikarilmistir. Bu dizi budama islemi elde edilen dizilerin yanlis olarak
biraraya gelmesini 6nlemek icin gereklidir. Toplam 20062 dizi okumasi CAP3 programi kullanilarak
gruplandiriimistir. Bu sekilde, toplam 9923 okuma 2056 contig halinde biraraya getiriimistir. Biraraya
getirilen contiglerin buyUklugu 198 — 9387 nukleotid (bp) arasinda degismistir ve ortalama 1209 bp
uzunlukta olmustur. Toplam 10139 okuma biraraya getirilememistir. Bu analizler sonucunda, 12195
adet unigene dizisi belirlenmistir. SSR belirlemek i¢in programin parametreleri enaz 6 adet dinukleotid
tekrari veya 4 adet trinukleotid tekrari veya 3 adet tetra, penta ve hexanukleotid tekrari olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu sekilde, unigene olarak elde edilen 1784 (%14.6) diziden 2485 SSR belirlenmistir.
Trinukleotidler en yodun gézlenen motiflerdir ve bunu tetra ve dinukleotidler takip etmektedir (Sekil 12).
Hashas icin NCBI veribankasinda mevcut olan toplam 28.885 adet EST dizisi SeqClean programi
kullanilarak temzilenmistir. Bu temizleme islemi sonucunda elde edilen veriler Tablo 7’de verilmigtir.

Tablo 7. Dizi 6nislemesi ve montajlama istatistikleri

Parametreler Ham Temizlenmis | Contig’ler Singlet’lar
(islenmemis) | EST'ler
ESTler
Minimum dizi uzunlugu (nt) 50 101 135 101
Makisimum dizi uzunlugu (nt) | 2,435 2,435 5,600 2,435
Ortalama dizi uzunlug@u (nt) 8215 + | 823.7 +|1,2135+542.2 | 849.5 +283.6
279.9 276.5
Toplam dizi sayisi 20,885 20,795 2,297 12,660
Tooplam baz (nt) sayisi 17,158,054 17,130,647 2,787,822 10,755,450

Sekil 12. Biraraya getirilen EST unigene dizilerinden elde edilen SSR maotiflerinin dagilimi
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Temizleme igleminden sonra, 20.795 EST dizisi MIRA programi kullanilarak montajlanmistir. Sonug
olarak, 8.135 dizi okumasi 2.297 adet contig icerisinde biraraya getirilmistir ve olusturulan contiglerin
uzunluklar 135 — 5.600 nt arasinda degisiklik géstermistir ve ortalama contig uzunlugu 1.213 nt.
olmustur. Toplam 12.660 dizi okumasi biraraya getirilememigtir ve singlet olarak kalmistir. Bu
singletlarin uzunlugu 101 — 2.435 nt arasinda degisiklik gostermistir ve ortalama singlet uzunlugu 850
nt olarak belirlenmistir. Contigler ve singletlar birlikte 14.957 unigeneleri temsil etmektedir ve bu deger
hashas genomunda yaklasik 13.5 Mb DNA'ye denk gelmektedir. Blast2Go kullanilarak montajlanan
EST lerin (contig veya singlet) gen fonksiyonlari belirlenmistir. Elde edilen EST dizileri halka agik bir
veribankasindan elde edildigi ve belli bir amag icin gelistiriimedigi icin calisma kapsaminda yapilan
analiz sonuglarindan ¢ok anlamli sonuglar beklenmemektedir. Bunun yanisira , yinede genel éneme
sahip olan birtakim biyolojik islemler tespit edilmistir ve sonuglar Sekil 13’'de verilmistir. Toplam 2.456
unigene (550 contig + 1.906 singlet) nin ontolojileri belirlenmistir. Singletlarin ve contiglerin ontolojileri

39



Sekil 1’de de gosterildigi gibi birbirine ¢ok benzemektedir. Unigenelerin 6nemli bir kismi hiicresel ve
metabolik islemlerle (sirasiyla, %24 ve %21), cok daha az bir kismi ise uyarici tepki (yaklasik %12)
reaksiyonlari ilgili bulunmustur. Biyolojik dizenleme, gelisimsel ve ¢ok hicreli organizmal islemler
unigenelerin yaklasik olarak %6 ile temsil edilmektedir. Geri kalan katogoriler ise toplam unigenelerin
%5’den daha az olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sekil 13. Hashas genlerinin veribankalari ile kiyaslanmasi sonucu elde edilen fonksiyonel siniflari
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Bu calisma kapsaminda olusturulan unigeneler kullanilarak SSR motifleri arastiriimistir ve toplam
3.701 tekrari olmayan SSR motifi 2.818 unigeneden saptanmistir (Tablo 8). Tablo 8 hashas EST
veribankasindan belirlenen SSR’larin tekrar tiplerini vermektedir.

Tablo 8. Hashas SSR motif tipleri ve sikligi

Tekrar Tipi SSR’larin Sayisi | Batin SSR’larin Orani (%)

Mononucleotide 697 18.8
Dinucleotide 407 11.0
Trinucleotide 1435 38.8
Tetranucleotide 819 22.1
Pentanucleotide 224 6.1
Hexanucleotide 93 25
Heptanucleotide 20 0.5
Octanucleotide 6 0.2
Total 3701 100

Bu analizlere gore, unigenelerin %18.8’i enaz bir SSR motifi icermektedir. Toplam SSR motif uzunlugu
156 nt ye kadar degisiklik géstermistir. Belirlenen en uzun SSR motifi hexanucleotide tekraridir. Cok
sayida unigene birden gok sayida SSR motifi igerdigi gézlenmistir. Ornegin, sirasiyla, 446 unigene
(SSR motifi taglyan unigenelerin %16’s1) 2 SSR, 125 unigene (%4) 3 SSR, 32 unigene (%1) 4 SSR ve
14 unigene (%0.5) ise 5 SSR motifi icermektedir. llaveten, 2 unigenenin (<0.1%) 7 SSR ve sadece 1
unigenenin ise 8 SSR maoatifi igerdikleri belirlenmistir. Belilenen SSR maotiflerinin lgte biri (%39'u)
trinukleotide tekraridir. Tetra- ve mononucleotide tekrarlarida genel olarak gézlenmektedir (sirasiyla,

40



%22 ve %19). Dinukleotideler bulunma ¢oklugu bakimindan dérdiinci sirada yer almistir ve toplam
SSR’larin %11’i dinukleotide tekrarlaridir. Bunun yanisira, penta- ve hexanukleotidelere ¢okaz siklikta
rastlanirken (sirasiyla, %6 ve %3), hepta- ve octanucleotideler birlikte belirlenen SSR motiflerinin
%1’inden daha azini olusturmaktadirlar. Mononukleotide tekrarlari arasinda (A/T)n tekrarlari (G/C)n
tekrarlarina gére daha fazla siklikta gézlenmektedir ve mononukleotidelerin %57’si (A/T)n tekrarlaridir
(Tablo 9). Tablo 9 en ¢ok gdzlenen SSR motiflerini vermektedir.

Tablo 9. Hashas EST veribankalarindaaki en yogun gézlenen SSR moatifleri

SSR SSR SSR
motifi motiflerinin sayisi Matiflerinin yiizdesi
AT 400 57.4
ATITA 71 17.4
TA/AT 66 16.2
AGI/TC 54 13.3
GA/CT 51 12.5
TTC/IAAG 89 6.2
AAG/TTC 84 5.9
GAA/CTT 82 5.7
AGA/TCT 78 54
AAATI/TTTA 47 5.7
AAATA/TTTAT 19 8.5

Dinukleotide tekrarlari arasinda, (AT/TA)n ve (TA/AT)n tekrarlari en bol gézlenen motiflerdir (sirasiyla,
%17 ve %16). Trinukleotideler arasinda, (TTC/AAG)n ve (AAG/TTC)n tekrarlari en ¢ok gozlenen
trinukleotide tekrarlaridir (yaklasik %6). Sadece 1 motif tetra- ve heptanukleotidelerin %5’inden daha
fazla siklikta gézlenmigtir. Her ikiside AT-zengin tekrarlari olup: AAAT/TTTA ve AAATA/TTTAT dizileri
seklinde ortaya ¢ikmaktadirlar.

SSR motfilerini iki ugtan ¢cevreleyen primerler yine Batchprimer3 programi kullanilarak dizayn edilmistir.
Primer dizayn kriterleri arasinda %50 GC igermesi ve PCR urin buydkliginin enaz 150 bp olmasi yer
almaktadir. Boylece, belirlenen SSR motiflerinin %86.4’Une denk gelen 2147 primer gifti gelistirilmistir.
Genetik cesitlilik analizlerinde kullanilmak Uzere toplam 100 adet primer sentezlettiriimistir.
Sentezlettirilen primerlerin DNA dizi analiz cihazinda kullanimi igin ileri primerin 5’ éntine M13 primer
dizisi eklenmistir (Tablo 10).

Tablo 10. EST dizilerinden gelistirilen SSR dizileri

Primer Name Sequence

psSSRO01-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTGGTATCAACCGTTTAGGC
psSSRO01-R TATTCACCTCAACCGGAAG

psSSR002-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTTTACGGGCATCCAACT
psSSR0O02-R GTTGAGGCTTTTCACCCTAC

psSSR003-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCACCACTGGTCTTGAATCTC
psSSRO03-R CTCTTCCCACCACACTCTTA

psSSR004-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTACGTATGCACGCAAGTAAC
psSSR004-R GCAGTACCAACACCAAGTTT

psSSR005-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGTAGAATGATGAGGCCTAGTA
psSSRO05-R ATCTTCGAGGGACAACTCTC

psSSR006-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTCCAAAGTCCAGTCCAAT
psSSRO06-R CGGATTTGTGCTTAGGTAGA

psSSRO07-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTGGCCTATGTGAAGATTTG
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psSSR0O07-R TAGCTCCACTTCATCCAACT

psSSRO08-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAGCCGTTGTTTCGGTA
psSSR008-R GGACTAGGATTCCACCATTG

psSSRO09-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTCTCGCGATTTCTACTTGT
psSSR009-R TTACCTCTTTAGGGGGAAAC

psSSRO10-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTTGGGTATGAGCAGCAG
psSSR010-R TTGGTGGTGTCCAAGAAG

psSSRO11-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTAAAGCACCCCATTTCACC
psSSR0O11-R TTACCAGTTCCTCCCTCAC

psSSRO12-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCTGAAATCCTTCTATGTGC
psSSR012-R TTCCTCACACTCCATATCGT

psSSRO13-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCAAGTAAGCCTAACCCATGA
psSSR013-R TAAGGTTAGGAGCCCAATG

psSSR014-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCGTGGAATGAACGAGATG
psSSR014-R GCAGCAGCAGGTAAAGAA

psSSRO16-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTCTCAATGCTCTTCTGACA
psSSR016-R GCTTCTCAAACCAGCTAAGA

psSSRO17-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGATTTACAGGTTCGAAGTGG
psSSR0O17-R CCCTTCCGTAGGGTTTTA

psSSRO18-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTGCAAGGTTTTGTGTTCTC
psSSR018-R ACGACAGCCCATACAAGTAG

psSSRO19-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCGTCTCTTTGGTTGTGTCTT
psSSR019-R GTCCAAAGTCCAGTCCAAT

psSSR021-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGACAGGCTGAAGATAGTTCG
psSSR021-R CCCAGGTTCATTCCTCTAGT

psSSR022-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCACGTGAATATCAAGTCCT
psSSR022-R TGATTGACTAGTTGCGTGAG

psSSR023-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTATGCCTACGCGATTTG
psSSR023-R GGGGATTCATGCTACTCAG

psSSR024-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTGTAGCGGCCTAATACAGT
psSSR024-R GACTCCTAGGTTTGAACGAG

psSSR025-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGGCATATTCTGGCTCAC
psSSR025-R GACGTTTTGACCTGGAGAC

psSSR026-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTTGGGTTCCTTGTTATCTG
psSSR026-R TCCTAAACCCCTCTCTTCTC

psSSR027-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCTCATGACCTATTTTCAGC
psSSR027-R CGAGCAACTGAGCAAGTATT

psSSR028-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTAGGGTTTGGAGAGAAGAAAC
psSSR028-R GTTGGCCACCTAAACAATC

psSSR029-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTGTACTCGACAATGATGCAC
psSSR029-R TCACCAGTCATGGGAATC

psSSRO30-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTGCGATCAAGGTATCCTA
psSSR030-R GATCGTTCCCACAGAGAGTA

psSSRO31-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGACAGCTTGCCTGCTAGTAT
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psSSR031-R TACTGCTGGGAAGAACCA

psSSR032-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCAGAGGATATGACTGTTCG
psSSR032-R AGCTTGAACAGACCGTACAC

psSSRO33-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTAGGGGGACAAATATAGGGTA
psSSR033-R GGATATGTGGTGGTGCTACT

psSSRO35-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGATTCCTTGCAGTCAAC
psSSR035-R GGCAGGTAGTGTTGGTATTC

psSSR0O36-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTGTCAGTGGAACTCATGGTA
psSSR036-R CTGCAATCTCTTTCCTATGG

psSSRO37-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGATGTTTCTTGGTTGTTCC
psSSR037-R GCCATCAATCTCTTCTTCCT

psSSR0O39-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTACTTAAGGCATCATCTCAGC
psSSR039-R GAATAGCCAGTGTCTCAAGG

psSSR040-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGACTTACACACAAGCGAGGT
psSSR040-R GGACCATGTTTCCAACTG

psSSR041-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTAGATTGGCCTTGTGAGAG
psSSR041-R CACTCCGAGCTGTTTCTAAC

psSSR043-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGGTAAACTGTTTCGCTGAC
psSSR043-R TAGAGGACCATGCTGCGTA

psSSR044-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTAGTTCCTTCTGCTGTTGG
psSSR044-R TGCGGATGTGTAACTCGT

psSSR045-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCAAACTGCGTGAGGAAAC
psSSR045-R GTTAGCGTAGACACCCATTG

psSSR046-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGATAGGGGGAACTAGTCCAT
psSSR046-R CAGGATGCGATGAAGAAG

psSSR047-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGATGTGGAAGCATTGG
psSSR047-R GGATGACTTAGAGCACAAGG

psSSR048-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCGATTGTCCAGTCGAAAG
psSSR048-R ACGTCTCTTTGGTTGTGTCT

psSSR049-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCATTATCACTAGGGTGGTG
psSSR049-R GAGCAGTCTTGCTCTCATTC

psSSRO50-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTATGGAGCCAAGTATGCTG
psSSR050-R CAACTCGGTGCGTATCAT

psSSRO51-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCAAGAGAAGAAGAAGATGG
psSSR051-R GGCTTTATTCGGTACGTCTA

psSSR052-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCATATACCTGCGTGACCAGT
psSSR052-R CCCACAGACTCTTCTCCTCT

psSSRO53-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTGAGCTCAAAAGCATCC
psSSR053-R CTAAGCCACACACGTTCAC

psSSR054-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTATCTTCCTGTGGGTTGGT
psSSR054-R GTGCTAAAGAGCAGACCCTA

psSSRO55-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCACCAGTCTCTCACATTGG
psSSR055-R GGGCTTCACAAGAGGTACT

psSSRO56-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCGTTGACGTTAAGTTGG
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psSSR056-R CTCTTACGTCCATCGAACAC

psSSRO57-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTTATAGGCAGCTTGGATCTC
psSSR057-R CCCTTCCACATTGAGTATGT

psSSRO58-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGTACCTTTACACGGAGTTG
psSSR058-R TACAGGTACTGGTCCTGGTC

psSSRO59-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCAGCAGAGGATATGAAG
psSSR059-R CCTCACCAAACTCTTACACC

psSSRO60-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCTGGAAAGAGCTAGATTTG
psSSR0O60-R GTCGTAATCCTGATGATGG

psSSRO61-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTGGTAGAATGTGTGATGGTG
psSSR061-R ATTACCACCGCTCTCCAG

psSSR062-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTCGACTCAGTCCATAGACAA
psSSR062-R CAATGTATGCGAGTTCGAC

psSSRO63-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCATCTGGGTCGTTACAG
psSSR063-R GATGATGAGGAGGACTCTGA

psSSR064-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTTAAGGATACCCTTCCGTAG
psSSR064-R CTAAGGACTTGGAACAAAGC

psSSRO65-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCCACAACCATTTGCTAC
psSSR065-R GCCCCATCTAGTCATCAAC

psSSRO66-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTCATGAACTCAGGTTCGTT
psSSR066-R GTTCCAATGTCCTTCATGTC

psSSRO67-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGAAGGAAAAACCTCAAGTC
psSSR067-R GCATAAAGTTGCACTCTCGT

psSSRO69-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCGATCTTAGTCATCGTTCGT
psSSR069-R CTTAGACCAAACGCAAAGAC

psSSRO70-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCGTTGGGATTCGAACTACT
psSSR0O70-R CCTTCTCACATACCTTCCTG

psSSRO71-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAACATGCCCATCACATC
psSSR0O71-R GTCTGTAGCAGCCTTTTCC

psSSRO72-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTAACCGGGGTCACTGTAGTA
psSSR072-R GGTATTTGTGAGTGCTGGAG

psSSRO73-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAGTTGCTCTTGCTGAAGT
psSSR0O73-R GCTGGCAACAACTCTATCTT

psSSRO74-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTCAGACTCTCTTCCCTCTCC
psSSR074-R CTCCTATCACATGGGTGAAC

psSSRO75-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTACCTTCCTCATCATCAACAC
psSSR0O75-R GGTCCAAGAAGACGAGATTT

psSSRO76-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCTTCGTCGTTCATCATC
psSSR0O76-R GGTCCTAGGGTGGAGAATAC

psSSRO77-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTATCCTGTCTGTTATCCGATG
psSSRO77-R TTACCGGTCTAGAAATGAGG

psSSRO78-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAAGAAGCGAAACCCATC
psSSR0O78-R CCACAACAGTCTCACAAACC

psSSRO79-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCCGAAGTTAGCCATATGAAC
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psSSR0O79-R CACACCGTGGCTTAATGT

psSSR0O80-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCATGGGATCAAGGAAACC
psSSR080-R CACCTCATGGTTCCTCATTA

psSSR0O81-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGATACGCACAGTTTACGC
psSSR081-R GAAGGAGAACTAGGGTTTGG

psSSR082-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTGAGATAAGCACAGTTCACG
psSSR082-R TGACTAGGGTTTGGAATAGC

psSSR083-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGACCGAAGGTCTAGTTTTGG
psSSR083-R CCCTGAACCAGATTTATTCC

psSSR084-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGACGCAAACACACATATCC
psSSR084-R AACTAGGGTTTGGAATAGCC

psSSR0O85-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGGTTTTGAACTAAGTGCTC
psSSR085-R GGAGCAATTGATGGTTAGAG

psSSR086-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCGTGTGTGAGGTGTAAATA
psSSR086-R ACGAACACAACTTACCAAGC

psSSR0O87-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGAGCTGCCATTAGATGC
psSSR087-R GAGTCGTGCATGATTCCA

psSSR0O88-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTGGAGGATCATGGTAAGG
psSSR088-R GGAGGAAGGAAAAACCAC

psSSR0O89-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTATTTAGGATTCACGGGTACG
psSSR089-R GTACGAGCATTCACCTTTGA

psSSR0O90-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTACGGTCCTTACCTGTTAGC
psSSR090-R AGAAGAAAGTTGCGTGAGAG

psSSR0O91-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTACGTCCTTGAGTGTCTTCC
psSSR091-R GAACGTTCGTGTACTCCTCT

psSSR0O93-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTTGGCCACCTAAACAATC
psSSR093-R GAGTTCTTCTGCAACTACCG

psSSR094-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGTGGAGAGAACAACAACCAT
psSSR094-R GATAGAAAGGGGTCTTTTGG

psSSR0O95-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCAGAACCGAACTAGACGAAC
psSSR095-R GCTATCGTAGGACAAGCTCA

psSSR096-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCATCGACGAGACATTGAAG
psSSR096-R ATGGATGACTCCGAGCTTA

psSSR097-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTTCCAGTAGTCCCTCTGAAG
psSSR097-R CTGGGTTTATGAGGTTGG

psSSR098-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTAAGGGGAAGAAGATCTTAGC
psSSR098-R AACTGATACTTTGCCAGTCC

psSSR099-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTTCGTGGGTTATCTCAATCTC
psSSR099-R AATGAGTGATAGCACCTTGG

psSSR100-F CACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGGGTATACTTGGGTTTGGA
psSSR100-R CCCTTTTGAACTTCTACGTG

Proje kapsaminda gelistirilen EST-SSR larin hashas ve yabani tirlerinde ¢alistigini géstermek Uzere
Tarkiyede yetistirilen 37 hashas cesiti ve 7 adet yakin akraba tlrden olusan bir panel kullaniimistir. 9
adet kiltir cesiti Toprak Mahsiilleri Ofisi (TMO) tarafindan saglanmistir. Diger kiltir ve yabani
formlara ait tohumlar Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitist tarafindan saglanmistir. Calismada
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kullanilacak 7 adet yabani tir arasinda Papaver orientale (Iran), Papaver pseudoorientale (Iran),
Papaver bracteatum (lran), Papaver rhoeas (Bulgaria), Papaver umbonatum (Turkey), Papaver
nudicaule (Mongolia) ve Papaver armeniacum (Armenia) yer almaktadir (Tablo 11). Tohum &rnekleri
DNA izolasyonu asamasina kadar bitki buyltme kabini icerisinde yetistiriimistir. Genomik DNA’larin

izolasyonunda CTAB (Doyle 1990) metodu kullaniimistir.

Tablo 11. Calismada gelistirilen SSR markérlerinin degisik tlrlerdeki etkenligini testlemek igin

kullanilan genotipler

Genotip isimleri Kaynak Lokasyon

1290 ETAE -

1061 ETAE -

1259 ETAE -

1065 ETAE -
kemerkaya ETAE -

adayl ETAE -

tinaztepe ETAE -

zaferyolu ETAE -

anayurt ETAE -

afyon95 ETAE -

ofis3 TMO -

ofis4 TMO -

ofis8 TMO -

ofis95 TMO -

ofis96 TMO -

TMO1 TMO -

TMO02 T™MO -

TMO3 TMO -

TMO04 TMO -

Pl 229617 (Papaver orientale) ETAE Iran

Erli gr?tla?el)z (Papaver pseudo ETAE Iran

Pl 414784 (Papaver bracteatum) ETAE Iran

W6 10919 (Papaver rhoeas) ETAE Bulgaria

W6 11444 (Papaver umbonatum) ETAE Turkey

W6 18131 (Papaver nudicaule) ETAE Mongolia

W6 23866 (Papaver armeniacum) ETAE Armenia

5 ETAE BURDUR-CELTIK
12 ETAE YALVAGHOYUKLU-ISPARTA
16 ETAE CAMLIBEL ULUBEY -USAK
26 ETAE DERESENEK-AFYON
32 ETAE AFYON-MERKEZ
33 ETAE SANDIKLI-EKINHISAR
37 ETAE YALVACHOYUKLU-ISPARTA
40 ETAE ISPARTA

41 ETAE SUHUT KOCYATAGI
45 ETAE SIMAV-KUTAHYA
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48 ETAE CIVRIL KARAYAHSILER-DENIZLI
62 ETAE SULUMENLI-AFYON

72 ETAE KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
76 ETAE USAK-GOGEN

78 ETAE SANDIKLI-ALACAMI-AFYON
92 ETAE BOLVADIN-MERKEZ

96 ETAE KUTAHYA

111 ETAE SUHUT-AFYON

Calismada toplam 35 adet EST-SSR primeri kullaniimistir. PCR reaksiyonlari i¢in karisim 8 pmol M13
geri primeri, 2 pmol ileri primeri, 0,2 mM dNTPs, 50ng kalip DNA, 1U Tagq DNA polimeraz, 2 mM
MgCl,, 0,024mM M13 ve 2,5ul PCR buffer igermistir ve toplam reaksiyon hacmi 25 ul'dir. PCR kosullari
ise 94°C’ta (5 dk), daha sonra 94°C (30 s) / 56°C (45 s) / 72°C (45 s)den olugan 30 dongu, ardindan
94°C (30 s) / 53°C (45 s) / 72°C (45 s)'den olugsan 8 dongu ve son olarak da 72°C’ta 10 dk’lik son
uzatmadan olusmaktadir. PCR’In sonlanmasinin ardindan 3ul PCR Uriini 27ul 6rnek yikleme (sample
loading) tampon ¢ozeltisi (Backman) ve 0,5ul 600bp size standart (Backman) ile karistirilip Backman
CEQ8800 cihazinda kapiller elektroforezi gergeklestiriimistir. 35 SSR primer toplam 267 polimorfik
parcacik (band) Uretmistir (Tablo 12). Bitiin genotipler icin ortalama polimorfik bilgi icerigi (PIC =
Polymorphism Information Content) en disik psSSR051 ve psSSR099 icin 0.09 ile en yilksek
psSSR053 icin 0.30 arasinda degisiklik gostermistir. Sadece P. Somniferum tohum &rnekleri
disunlldiginde ¢ogu SSR markérlerinin ortalama polimorfik bilgi icerigi énemli 6lglide azalma
gOstermistir. Papaver somniferum kiyaslamalari igin en ¢ok bilgi veren markérler 0.26 ve 0.27 PIC
degerleri ile psSSR079, psSSR086 ve psSSR053 markérleridir. 35 SSR markoriinden 4 adeti P.
somniferum tohum o&rnekleri icin hi¢ polimorfik bulunmamislardir. Sonug olarak, EST dizilerinden
gelistirilen SSR markérlerinin blyik bir cogunlugunun Papaver somniferum tohum érnekleri icerisinde
polimorfik olduklari gésterilmistir. Bunun yanisira, gelistirilen markorlerin sadece P. somniferum degil
diger papaver tirlerinde de calismasindan dolayi, markorlerin diger papaver tirleri icin de polimorfik
olduklari ve taginabildikleri gdsterilmigtir.

Tablo 12. SSR markdrleri ile Uretilen pargacik sayilari

Polimorfik . .
parcacik Ortalama Polimorfik |
SSR Tekrar sayisi/Topla PIC + SE parcacik Ortalama PIC+
- s o sayisi/Toplam SE
markori Motifi m pargacik | (bUtindérnek .
parcacik sayisi | (P.somniferum)
sayisl lerde) .
(P.somniferum)

psSSR0O79 | (TG)6 9/9 (100%) 0.25+ 0,04 4/4 (100%) 0.26 +0,09
psSSR013 | (TTTTTC)3 10/12 (83%) 0.23 £ 0,06 8/12 (67%) 0.20 +0,06
psSSR087 | (TTTC)3 7/7 (100%) 0.27 + 0,06 4/6 (67%) 0.12 +0,56
psSSR010 | (AGAA)3 6/6 (100%) 0.22 £ 0,06 1/2 (50%) 0.25 10,18
psSSR030 | (TTTTA)4 3/7 (43%) 0.13 + 0,06 1/5 (20%) 0.01 +0,01
psSSR047 | (ATGT)3 11/11 (100%) | 0.29 + 0,04 8/9 (89%) 0.15 +0,04
psSSR028 | (TGAT)3 10/11 (91%) 0.25 + 0,05 3/6 (50%) 0.10 +0,07
psSSR058 | (TGTACC)3 | 11/11 (100%) | 0.19+0,04 4/9 (44%) 0.07 £0,05
psSSR091 | (TG)8 7/7 (100%) 0.23+0,04 6/6 (100%) 0.18 +0,04
psSSR051 | (AGA)4 6/6 (100%) 0.09 £ 0,03 0/2 (0%) 0
psSSR086 | (TGTGT)3 11/11 (100%) | 0.27 + 0,04 9/9 (100%) 0.27 +0,05
psSSR0O55 | (TTATT)4 17/17 (100%) | 0.18 £ 0,02 2/9 (22%) 0.06 +0,05
psSSR022 | (CAAT)3 14/22 (64%) 0.12 + 0,02 6/16 (38%) 0.03 +0,02
psSSR054 | (TTTTG)3 23/23 (100%) | 0.23+0,02 7/9 (78%) 0.09 +0,04
psSSR0O71 | (CT)6 10/10 (100%) | 0.24 + 0,05 7/7 (100%) 0.19 +0,07
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psSSR060 | (ATG)4 7/7 (100%) | 0.15+0,04 0/1 (0%) 0

psSSR037 | (GAA)4 10/10 (100%) | 0.20 0,05 6/6 (100%) 0.21 +0,06
psSSR014 | (CT)8 7/12 (58%) | 0.16 +0,05 5/11 (45%) 0.14 +0,06
psSSR081 | (TAAA)3 18/18 (100%) | 0.16 + 0,03 6/8 (75%) 0.13 +0,51
psSSR076 | (AT)8 37/38 (97%) | 0.16 +0,02 5/17 (29%) 0.05 +0,03
psSSR080 | (AAT)4 20/22 (91%) | 0.15+ 0,03 6/22 (27%) 0.06 +0,02
psSSR099 | (ATC)5 5/7 (71%) | 0.09 +0,03 2/5 (40%) 0.03 +0,02
psSSR096 | (GTCT)4 9/9 (100%) | 0.20 +0,03 2/5 (40%) 0.04 +0,03
psSSR004 | (AAG)4 9/10 (90%) | 0.17 +0,04 4/8 (50%) 0.09 +0,04
psSSR100 | (ACT)3 13/13 (100%) | 0.17+0,03 | 11/11 (100%) 0.12 +0,04
psSSR045 | (TTC)5 12/13 (92%) | 0.21+0,03 9/12 (75%) 0.09 +0,02
psSSR001 | (TG)6 22/28 (78%) | 0.19 + 0,03 10/23 (43%) 0.06 +0,02
psSSR002 | (TTTG)3 41/41 (100) | 0.16+0,02 | 34/34 (100%) 0.17 +0,02
psSSR024 | (TTTGT)3 13/14 (93%) | 0.11+0,02 0/3 (0%) 0

psSSR052 | (GATG)3 8/8 (100%) | 0.24+0,03 0/4 (0%) 0

psSSR0O78 | (GAA)4 16/16 (100%) | 0.15 + 0,03 1/4 (25%) 0.08 +0,07
psSSR053 | (AAGA)3 16/16 (100%) | 0.30+0,04 | 14/14 (100%) 0.26 +0,17
psSSR049 | (AT)7 3/3 (100%) | 0.19+0,11 1/2 (50%) 0.24 +0,17
psSSR097 | (ATCC)4 4/4 (100%) | 0.19 + 0,07 1/2 (50%) 0.23 +0,17
psSSR090 | (CCTCT)3 4/4 (100%) | 0.26+0,13 2/3 (67%) 0.07 +0,03

Bu primerlerin PCR ile c¢oglatiimasi ile elde edilen genotipik veriler Dice indeksi ve Unweighted
Neighbor-Joining algoritmasi kullanarak papaver genotipleri arasindaki genetik benzerlik matriksinin
hesaplanmasinda kullaniimistir. Elde edilen dendogram (Sekil 14) Mantel testi ile (r = 0.998) belirlenen
uzaklik matriksi ile ¢cok ylksek dizeyde korelasyon vermistir. Hashas tohum d&rnekleri arasindaki
minimum benzemezlik orani 0.03 (bu sonu¢ %97 oraninda bir benzerlik anlamina gelmektedir) iken
maksimum benzemezlik orani 0.77 (bu sonug¢ %23 oraninda bir benzerlik anlamina gelmektedir)
olarak belirlenmistir. Ortalama benzemezlik orani ise 0.32 dir. Beklendigi gibi, papaver yabani tlrlerinin
olusturdugu grup, P. somniferum tohum o&rneklerinin olusturdugu gruptan ayrilmistir. Akraba hashas
trleri kaltir hashas ¢esitlerinden minimum 0.61 oraninda farkliik (%39 oraninda benzerlik)
gostermigtir. Papaver somniferum tohum Ornekleri iki genel grup icerisinde yer almistir. Bu tohum
orneklerinden sadece Kemerkaya bu gruplar icerisinde yer almamistir. A grubu icerisinde 18 haghag
tohum drnegi yer almistir ve bu genotipler Turkiye'nin degisik hashas yetistirilen bdlgelerinden toplanan
eski cesit veya ekotiplerden olugsmaktadir. Bu grup B grubuna gdre daha yuksek oranda benzemezlik
gostermistir. A grubunu olugsturan genotipler arasindaki minimum benzemezlik derecesi 0.06 (%94
benzer) buna karsin maksimum benzemezlik derecesi ise 0.19 (%81 benzer) olarak belirlenmistir. B
grubu cogu halen tarimi yapilan c¢esit veya islah hatlarindan olusan 18 adet hashas genotipini
icermektedir. B grubunu olusturan genotipler arasindaki minimum benzemezlik derecesi 0.03 (%97
benzer) buna karsin maksimum benzemezlik derecesi ise 0.13 (%87 benzer) olarak belirlenmistir.
Kemerkaya cesiti hashas tohum &rnekleri arasinda genetik olarak en ayri olan genotip olarak gbéze
carpmistir ve geri kalan tohum drneklerinin hi¢ biriyle ayni grupta yer almamistir. Ayrica, temel bilesen
analizleri de EST-SSR verileri i¢in uygulanmigtir. Bu hesaplamalar sonucunda, ilk ¢ Eigen vektoru,
tohum oOrnekleri arasindaki toplam varyasyonun sirasiyla, %58.9, %11,4 ve %5.6 sini aciklamigtir.
Toplam olarak bu U¢ vektdr varyasyonun %75.9'sini aciklamistir. Uygulanan PCA analiz sonuglari
olusturulan dendogram analizi ile uyumlu bulunmustur (Sekil 14). Papaver somniferum tohum dérnekleri
¢ok yakin olarak gruplanirken diger papaver turleri ise daha uzakta bir grup olusturmusglardir.
Uygulanan PCA deki P. somniferum tohumd&rneklerini sekilde daha kolay okuyabilmek icin diger
papaver turleri analizden cikariimistir ve analiz tekrar edilmistir (Sekil 14). Dendogramdan da
goruldigu gibi mevcut 1slah materyalleri ve gesitler grup olustururken ekotipler gruptan biraz daha
ayrilmiglardir. Genel olarak, dendogram ve PCA analizleri, EST-SSR markdrlerinin P. somniferum ve
akraba turleri arasindaki genetik gesitlilik analizlerinde kullanimlarinin uygun oldugunu gdéstermistir.
Markorler hashas tohum o6rnekleri arasinda sinirl dizeyde genetik cesitlilik godstermistir. Bunun
yanisira, mevcut c¢esit ve islah hatlari ekotipler ile kiyaslandiginda daha az genetik cesitlilik
gOstermigtir.
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Sekil 14. EST-SSR markor verilerine dayall haghas tohum 6rneklerinde yapilan UPGMA analizi sonucu
elde edilen dendogram.
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4.2.3. Genomik SSR markorlerinin Gelistiriimesi ve Genetik Cesitlilik Analizleri

Papaver somniferum genomu i¢in genomik DNA'dan SSR markdoru gelistirmek amaciyla Tirkiye'de en
¢ok yetistirilen hashas cesitlerinden birisi olan Kemerkaya 95 ¢esiti kullaniimistir. Bu amag igin yaklasik
30 civarinda Papaver somniferum cv. Kemerkaya cesitine ait bitkilerden DNA c¢ikariimistir. DNA
izolasyonu i¢cin Promega wizard magnatic 96 DNA promega kiti kullaniimistir. DNA izolasyon igleminde
Beckman Coulter Biomek NX sistemi kullaniimistir. 1zole edilen genomik DNA'nin kalite ve miktari
NanoDrop spektrofotometre kullanilarak ol¢ilmuagstir. Ayrica, 1 pl genomik DNA %21k jel
elektroforezinde de gdéruntilenmistir. Elde edilen DNA, dizi analizleri icin Roche — USA Firmasina
gonderilmigtir. Dizileme calismasinda genomik shotgun dizileme teknolojisi pirosekans platformu
(Roche 454 GS-FLX sistemi) kullanilarak yapilmistir. Pirosekans platformu ile yapilan iki okumada
toplam 1,244,412 reads (okuma) gerceklestiriimis ve bu okumalar sonucunda toplam 695,339,138 baz
Gifti dizilenmistir. En kisa okuma uzunlugu 52; en uzun okuma uzunlugu ise 1,201 nukleotit ve mediani
ise 549 nikleotit olarak bulunmustur. Bu sekilde elde edilen ham genomik diziler birbirinin aynisi yada
birbirini tamamlayici diziler (contig) olabilecedi icin bu dizilerin daha buyik kontigler icerisinde
toplanmasi saglanmistir. Bu amag icin dncelikle butln diziler vektér dizileri bakimindan SeqClean
programi kullanilarak taranmigtir (CHEN ve ark. 2007). Bu program dizilerdeki klonlama vektorlerine
ait muhtemel kalan dizilerin ortadan kaldiriimasi igin gelistiriimigtir. Basit dizi tekrarlari sekanz
montajlamasi veya biraraya toplanmasi islemleri igin zararl oldugu igin bu tekrar dizileri belirlendikten
sonra RepMasker programi (JURKA ve ark. 1992) kullanarak analiz disi birakilmistir ancak tekrarlarin
orijin ve konumlari daha sonraki islemler i¢in saklanmistir. Bu sekilde temizlenen diziler daha sonra
MIRA programi kullanilarak daha biyuk diziler (contigs) haline getirilmistir. Bu program kullanilarak
toplam 599,603 adet okuma 210,720 contigte toplanmistir. En kisa contig uzunlugu 40 bp; en uzun
contig uzunlugu 1064 bp ve median ise 342 bp uzunlugunda belirlenmistir. Dizi analizi sonuglarina ait
istatistiki veriler Tablo 13'de detayli olarak sunulmustur. Daha sonra, bu dizileri, 6ncelikle herhangi bir
contig ile értisen tim klonlari bulmak igin, BLAST programi (ALTSCHUL ve ark. 1990) kullanilarak
genoma lokalize edilmistir.
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Tablo 13. Dizi analizi sonucu elde edilen verilerin istatistiki analizleri

Okuma(read) sayisi 1,244,412
Toplam okuma uzunlugu 695,339,138
En kisa okuma uzunlugu 52
Okuma uzunluk ortalamasi 549
Okuma uzunlugu standart sapmasi 66.004
En uzun okuma uzunlugu 1,201
Bir araya getirielemeyen okuma sayisi 644,809
Bir araya getirilen okuma sayisi 599,603
Toplam contig uzunlugu 82,412,704
Contig sayisi 210,720
En kisa contig uzunlugu 40
Contig uzunlugu ortalamasi 342
Contig uzunlugunun standart sapmasi 301.258
En uzun contig uzunlugu 10,604
Contiglerdeki en az okuma(read) sayisi 1.0
Contiglerdeki en az okuma(read) sayisi ortalamasi 2.0
Contiglerdeki en az okuma(read) sayisi standart sapmasi 4.809
Contiglerdeki en fazla okuma(read) sayisi 451.0

Toplam 23,427 SSR tekrari 19,045 kontig dizisinde belirlenmistir. Kontig dizilerinin yaklasik %16’si
birden fazla SSR tekrari igermektedir. Ornegin, 2343 numarali kontig iki farkl, 522 numarali kontig ise
uc farkli SSR motifi icermektedir. Bir kontigde en fazla on ve onbir SSR tekrari bulunmaktadir.
Belirlenen SSR uzunluklari 3 ve 226 nukleotit arasinda degismekte olup, ortalama deger 13.5 + 0.03
ndkleotit (SH) olarak belirlenmigtir. TrinGkleotit tekrarlari %48.7 orani ile en sik rastlanan SSR motifi
tekrar cesididir. Tetranukleotit tekrarlari toplam SSR’larin %27.7 ‘sini olusturmaktadir ve ikinci en sik
rastlanan motiftir. Diger SSR tekrar ¢esitleri %10’dan daha az bulunmaktadir ve hepta- ve oktanikleotit
SSR tekrarlari en az bulunan SSR motif cesitleridir. Bazi SSR motiflerine diderlerinden daha sik
rastlandigi bulunmustur (Tablo 14).

Tablo 14. SSR tekrar gesitleri

Motif uzunlugu SSR sayisi Siklik (%)
Mononukleotit 842 3.6
Dinlkleotit 2114 9.0
TrinUkleotit 11,406 48.7
Tetranlkleotit 6493 27.7
Pentanikleotit 1600 6.8
Hekzaniikleotit 828 3.5
Heptanukleotit 114 0.5

Okta nukleotit 30 0.1
Toplam 23,427 100

Trinlkleotit tekrarlar hagshas genomunda en ¢ok bulunan tekrarlardir (%48). Trintkleotit tekrarlarin
Arabidopsis, piring, soya fastlyesi ve sorgum genomlarinda da en fazla bulunan tekrarlar oldugu rapor
edilmistir (CAVAGNARO ve ark. 2010). TrinUkleotit tekrarlardan sonra en fazla bulunan SSR tekrarlar
sirasi ile tetra-, di- ve pentanukleotit tekrarlar olarak bulunmustur ve bu siralama Arabidopsis, piring,
soya fasulyesi ve sorgum bitkilerinde de gecerlidir (CAVAGNARO ve ark. 2010). Hashas genomik
SSR tekrar gesitlerinin oranlari mononikleotit tekrarlar hari¢ (mononiikleotit tekrarlar genomik dizilerde
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5. en yuksek, EST dizilerinde Uglinci en ylksek olarak bulunmustur) tim tekrar motiflerinde aynidir
(SELALE ve ark. 2013). EST dizilerinde trinikleotit tekrarlarin yiiksek oranda bulunmasi, diger SSR
tekrarlari gcergeve kaymasi mutasyonuna neden oldugundan bu tekrarlarin negatif seleksiyona maruz
kalmasi ile agiklanabilmesine ragmen, bdyle bir segilimin genomik diziler igin gegerli olup olmadigi agik
degildir.

Monontkleotit cesitlerin buylk codunlugunu A/T (%82.2) tekrar motifi olusturmaktadir. Dinlkleotit
tekrarlar arasinda AT/TA (%50.4) tekrari en c¢ok belirlenen tekrardir. AAG/TTC (%19.7) en sik
rastlanan trinlkleotit tekraridir. AT zengin tekrarlar, tetra-, penta- ve hekzanikleotit SSR tekrarlarinda
en fazla bulunan tekrarlardir (Tablo 15)

Tablo 15. Genomik dizilerde en fazla bulunan SSR motifleri

SSR motifi SSR sayisi SSR motif yiizdesi
AT 692 82.2
CIG 150 17.8
ATITA 1066 50.4
AG/TC 383 18.1
ACITG 340 16.1
CT/GA 318 15.0
AAG/TTC 2243 19.7
ACCITGG 1381 12.1
AAC/TTG 1228 10.8
AAAT/TTTA 1101 17.0
AAATAITTTAT 300 18.8
AAAAATI/TTTTTA 88 10.6

Farkli tekrar motifleri arasinda, AT zengin motifler en fazla rastlanan motifler olmustur. Ayni zamanda
AT zengin motiflerin baska c¢ift cenekli bitkilerde (CAVAGNARO ve ark. 2010) ve hashas EST
dizilerinde de (SELALE ve ark. 2013) en fazla rastlanan motifler olduklari rapor edilmistir. Trinukleotit
tekrarlar arasinda en sik rastlanan AAG/TTC tekrar motifi, hagshas genomunda en fazla rastlanan motif
olarak tespit edildigi gibi hiyar, soya fasulyesi, Arabidopsis ve Uzim gibi bitkilerde de en fazla
bulunmaktadir (CAVAGNARO et al. 2010). Ayrica, AAG/TTC tekrar motifinin hashas EST dizilerinde
de en fazla bulundugu rapor edilmistir (SELALE ve ark. 2013). LI ve ark. (2004) tarafindan AAG/TTC
tekrar motifinin bitki genomlarinda en fazla bulunan tekrar motifi oldugu rapor edilmistir.

SSR primerlerinin blyutk bir gogunlugu (%96) PCR Urind vermistir. Genomik dizilerin amplifikasyon
oranlari hashas EST spesifik isaretleyicilerin amplifikasyon oranindan (%82) yuksektir. Bu ylksek
amplifikasyon orani genomik dizilerin yiksek kalitede olusundan ve primer tasarlama surecinde uygun
parametrelerin kullaniimasindan kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismada genomik SSR isaretleyicileri orta
diizeyde polimorfizm ortaya koymuslardir (ortalama interspesifik (tirler arasi) PIC: 0.19, intraspesifik
(tar ici) PIC:0.17). Genomik SSR isaretleyicilerinin polimorfizm dizeyi, EST spesifik SSR
isaretleyicilerinden dusuk diuzeyde bulunmustur (Selale ve ark. 2013; Lee ve ark. 2011). Genomik SSR
isaretleyicilerinin EST spesifik SSR isaretleyicilerine gére daha fazla polimorfik oldugu rapor edilmis
olmakla birlikte, Tian ve arkadaslarn (2012) EST spesifik SSR isaretleyicilerinin genomik SSR
isaretleyicilerine gére Coreoperca whiteheadi‘de daha polimorfik olduklarini géstermislerdir.

Genomik SSR isaretleyicilerinin buylk ¢ogunlugu birden fazla PCR fragmenti vermistir (ortalama 5
fragment). Bu durum hashas genomunun poliploid olmasinda kaynaklanmaktadir. Haghas (P.
somniferum, 2n = 22) farkh tirlerin olusturdugu (x=7) andploid bir bitki oldugundan (LAVANIA ve
SRIVASTAVA 1999) tek bir SSR lokusu en fazla alti PCR fragmenti verebilir. Bu ¢alismada genomik
SSR primer ciftlerinden dokuz adedi (%17) altidan fazla fragment Uretmistir. Bu durum, dokuz SSR
isaretleyicisinin birden fazla SSR lokusunu g¢ogalttigini géstermektedir. Bahsi gecen isaretleyiciler,
Tablo 5'te yildiz ile isaretlenmis sekilde gdsteriimektedir. Genomik SSR isaretleyicilerinin Urettigi
fragment sayisinin, LEE ve ark. (2011) tarafindan gelistirilen altt adet EST spesifik SSR
isaretleyicisinden (ortalama 2.8 + 0.5 fragment) fazla olmasinin sebebi, LEE ve ark. (2011) Gcten fazla
PCR fragmenti veren markoérleri kullanmamis olmalaridir. Genomik SSR isaretleyicilerinin ortalama
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fragment sayisi, SELALE ve ark. (2013) tarafindan gelistirilen EST spesifik SSR markdrlerinden
(ortalama 8.4 fragment) azdir. Bu farkhlik, multialelik EST spesifik isaretleyicilerin sayisinin (23 EST
SSR isaretleyicisi) multialelik genomik SSR isaretleyicilerinin sayisindan fazla olmasindan
kaynaklanmaktadir. Genomik ve EST SSR isaretleyicileri arasinda fragment sayisi bakimindan
g6zlemlenen bu farkin gercek olup olmadiginin, daha fazla sayida genomik ve EST SSR
isaretleyicisinin testlenmesi ile kontrol edilmesi gerekmektedir. Genomik SSR isaretleyicilerinin haghas
yakin tirlerine transfer edilebilirlik oranlari %89 ve %98 arasinda degismektedir. SSR isaretleyicilerinin
yuksek transfer edilebilme orani, EST spesifik SSR isaretleyicileri icin de rapor edilmistir (SELALE ve
ark. 2013). SSR isaretleyicilerinin ylksek transfer edilebilirlik orani, hashas yakin tirleri arasinda
korunmus genom bdlgelerinin varligina isaret etmektedir. Hashas yakin tirlerine transfer edilen SSR
isaretleyicileri, mevcut molekuller ¢alismanin sinirlh miktarda oldugu hashasin yakin tirleri icin degerli
bir kaynaktir.

Proje kapsaminda gelistirilen 100 adet genomik SSR isaretleyicisi, alti adet hashas cesidi Uzerinde
testlenmistir. Bunlardan 96'si (%96) PCR urini vermistir. SSR isaretleyicilerinden agaroz jel
elektroforezi ile gortntilendiginde iyi amplifikasyon verdigi tespit edilen 53 tanesi, 37 hashas cesidinde
ve yedi adet haghas yakin akraba turiinde testlenmistir (Tablo 16). Bu calismada Turkiye'de yetisen 37
hashas cesidi ve yedi adet Papaver turi kullaniimistir. (Tablo 16). Sekiz hashas cesidi Toprak
Mahsulleri Ofisi'nden, 29 hashas cesidi Anadolu Tarim Arastirma Enstitiisi’nden (Eskisehir) temin
edilmistir. SSR isaretleyicilerinin hashasin yakin tirlerine transfer edilebilirligini belirlemek igin Papaver
orientale (iran), Papaver pseudoorientale (iran), Papaver bracteatum (iran), Papaver rhoeas
(Bulgaristan), Papaver umbonatum (Turkiye), Papaver nudicaule (Mogolistan) and Papaver
armeniacum (Ermenistan) olmak Uzere toplam yedi adet hashasa yakin tir kullanilimistir. Total
genomik DNA izolasyonu igin, her bir bitki ¢esidi fide viyollerine dikilmigtir. Bitkiler serada (24-25 °C,
ortalama %33 nem) buyutlilmustir. Her bir gesit igcin 10 adet bitki yapragi karisimindan olusan
drneklerden CTAB yontemi ile DNA izole edilmistir (Doyle 1990).

Tablo 16. Calismada kullanilan bitki materyalleri

isim Kaynak Lokasyon Yerli cesit/hashas hatti/Tur

1290 AARI - hashas hatti
1061 AARI - hashas hatt
1259 AARI - hashas hatti
1065 AARI - hashas hatt
Kemerkaya AARI - hashas hatti
Tinaztepe AARI - hashas hatt
Zaferyolu AARI - hashas hatti
Anayurt AARI - hashas hatt
Afyon95 AARI - hashas hatti
Ofis3 TMO - haghas hatti
Ofis4 TMO - hashas hatti
Ofis8 TMO - haghas hatti
Ofis95 TMO - hashas hatti
TMO1 TMO - haghas hatti
TMO02 TMO - hashas hatti
TMO3 TMO - hashas hatti
TM04 TMO - hashas hatti

7 AARI Sandikli, Alag6z, Afyon Yerli cesit

10 AARI Celtik, Burdur Yerli cesit

14 AARI Sivas Yerli gesit

15 AARI Kogyatagdi, Suhut, Afyon Yerli cesit
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19 AARI Disli, Afyon Yerli gesit
22 AARI Anayurt, Suhut, Afyon Yerli gesit
32 AARI Afyon Yerli gesit
33 AARI Ekinhisar, Sandikli, Afyon Yerli gesit
37 AARI Hoyuklu, Yalvag, Isparta Yerli cesit
45 AARI Simav, Kitahya Yerli gesit
59 AARI Sulumenli, Afyon Yerli gesit
60 AARI Kogyatagdi, Afyon Yerli gesit
61 AARI Suhut, Afyon Yerli gesit
67 AARI Alacami, Sandikli, Afyon Yerli gesit
76 AARI Go6gen, Usak Yerli cesit
89 AARI Gire, Usak Yerli gesit
92 AARI Bolvadin, Afyon Yerli cesit
95 AARI Acipayam, Denizli Yerli gesit
96 AARI Kitahya Yerli gesit
103 AARI Cay, Afyon Yerli gesit
Pl 229617 AARI iran P. orientale
Pl 381612 AARI iran P. pseudoorientale
Pl 414784 AARI iran P. bracteatum
W6 10919 AARI Bulgaristan P. rhoeas
W6 11444 AARI Tarkiye P. umbonatum
W6 18131 AARI Mogolistan P. nudicaule
W6 23866 AARI Ermenistan P. armeniacum

Bu ¢alismada kullanilan hashas cesitlerinden 17’si Turkiye’'nin c¢esitli bdlgelerinde yetisen yerli gesitler
olup, geri kalanlar tescilli hashas hatlarindan ve i1slah hatlarindan olusmaktadir. 53 SSR igaretleyicisi
hashas cesitleri ve haghas yakin turlerinde 209, sadece hashas cesitlerinde ise 90 polimorfik bant
vermistir. SSR isaretleyicilerinin vermis oldugu bant sayilar 1 ve 13 arasinda degdismektedir (ortalama
5 + 0.01 (SH) fragment). Toplam 48 SSR (%95) isaretleyicisi, haghas cesitleri ve haghas yakin
turlerinde polimorfik bulunmustur (ortalama fragment polimorfizmi 84%). SSR isaretleyicilerinin hashas
cesitlerinde ve vyakin tlrlerinde polimorfizm bilgi icerigi degeri (PIC) 0.05 (psgSSR076) ve
0.47(psgSSR022) arasinda degismekte olup, ortalama polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri 0.19 olarak
belirlenmistir. SSR igaretleyicilerinin %60.4’0 intraspesifik (tir ici) polimorfizm go&stermistir (ortalama
fragment polimorfizmi %63). Ortalama intraspesifik polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri 0.17 olarak
belirlenmistir. Intraspesifik polimorfizm bilgi icerigi (PIC) degeri 0.05 ve 0.49 (psgSSR022) arasinda
degismektedir. SSR motifi ¢esidi ya da SSR uzunlugu ve isaretleyicinin polimorfizm bilgi icerigi degeri
arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Toplam 53 adet genomik SSR isaretleyicisinin hashasin yedi
yakin tirtne (P. bracteatum, P. pseudoorientale, P. orientale, P. nudicaule, P. armeniacum, P. rhoeas
ve P. umbonatum) transfer edilebilme oranlari belirlenmistir. SSR isaretleyicileri yiksek transfer
edilebilme oranina sahiptir. 53 adet SSR isaretleyicisinin tamami, P. pseudoorientale’de PCR urinu
vermistir. Toplam 52 isaretleyici (%98) P. bracteatum ve P. nudicaule turlerinde PCR Grini vermigtir.
51 SSR igaretleyicisi (%96) P. orientale ve P. armeniacum tirlerinde PCR UrGnu vermigtir. Toplam 49
SSR isaretleyicisi (%92) P. umbonatum’da PCR Urinu vermistir. Toplam 47 (%89) SSR isaretleyicisi P.
rhoeas’de PCR Urln0 vermistir.

Tum analizlerde hashas cesitlerinde %10'dan daha az goérilen fragmentler guvenilir olmadigindan
analizlerden cikarilmistir. Toplam 209 yiksek kaliteli polimorfik fragment hashas cesitlerinde ve
haghasin yakin tirlerinde genetik cesitliligin belirlenmesinde kullaniimistir. ikili (1 ve 0 degerlerinden
olusan) veri dosyasi, DICE katsayisi kullanilarak uzaklik matriksinin hesaplanmasinda ve Neighbor-
joining algoritmasi ile hashas genotiplerinin genetik cesitliliginin belirlenmesinde kullaniimistir. Mantel
testi, dendogram (Sekil 15) ve uzaklik matrisi arasinda kuvvetli bir korelasyon oldugunu géstermektedir
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(r = 0.998). Hashas genotipleri arasindaki en kuguk farklilik 0.008, en yuksek farklilik 0.48 (% 52
benzerlik) olarak belirlenmistir. Ortalama farklilik orani 0.14 olarak bulunmustur. Hashas cesitleri ile
yakin turleri arasinda farklilik orani 0.23 ile 0.48 arasinda degismektedir. Papaver somniferum’un yakin

Sekil 15: Genomik SSR isaretleyicilerinin olusturdugu dendogram.
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turleri beklendigi Gzere Papaver somniferum c¢esitlerinden ayri gruplanmistir. Hashas c¢esitleri G¢ farkl
grupta toplanmistir. Grup 1, 13 yerli hashas gesidinden ve 13 tescilli haghas hattindan olusmaktadir.
Grup 1'de cgesitlilik 0.01 ve 0.08 arasinda degismekte olup, ortalama ¢esitlilik 0.04 olarak bulunmustur.
Grup 1, alti alt gruptan olugsmaktadir (alt grup A-F). Grup 1B, sadece tescilli hashas hatlarindan
olusmaktadir. Grup 1C, sadece yerli hashas cesitlerinden olugsmaktadir. Diger gruplarda yerli haghas
cesitleri ve tescilli haghas hatlari karisik (intermixed) olarak bulunmaktadir. Grup 2’de gesitlilik 0.03 ve
0.16 arasinda degismekte olup, ortalama gesitlilik 0.06 olarak bulunmustur. Grup 3, 59, 22 ve 76
numarali hashas gesitlerinden olusmaktadir ve bu grup genetik olarak en farkl gruptur.

4.2.4. Hashas icin Molekiiker Genetik Baglanti Haritasinin Olusturulmasi

Molekuler genetik haritalama calismalar icin Papaver somniferum var. Kemerkaya 95 x Papaver
somniferum var. 1061 hatlarinin melezlenmesiyle elde edilmis bir F, populasyonu kullaniimigtir. Bu
amag icin yaklasik 250 F2 tohumu ATAE deneme tarlalarina ekilmis ve 225 bitki elde edilmigtir. Yazlik
dénemde ekilen her bir F2 bitkisi bazi morfolojik ve morfin icerikleri bakimindan karakterize edilmistir.
Sonuglar Tablo 17°de verilmigtir. Ayrica, her bir F2 bitkisi F2:3 generasyonunu olusturmak amaciyla
kendilenmistir. Kendilenen kapsiiller tek tek hasat edilerek F2:3 generasyonuna ait tohumlar elde
edilmigtir.

Tablo 17. F2 populasyonuna ait bazi morfolojik ve morfin igerikleri

Genotip Bitki Kapsul Kapsul Kapstl Yildiz
No Boyu Eni Boyu Indeksi Sayisi Morfin
1 55 3.2 2.7 1.19 10 0.387
3 45 2 3.4 0.59 6 0.178
6 46 1.7 2.6 0.65 8 0.313
8 49 14 34 0.41 6 0.239
12 51 2 3 0.67 9 0.329
14 37 2.2 4.2 0.52 8 0.209
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15 54 2.5 3.5 0.71 8 0.145
17 44 1.7 2.5 0.68 7 0.178
18 55 1.8 2.5 0.72 8 0.245
19 61 2.5 4.4 0.57 7 0.066
20 61 2.1 3.2 0.66 6 0.289
21 61 2 3.5 0.57 8 0.271
22 53 15 3.1 0.48 7 0.375
23 60 1.2 2.7 0.44 8 0.108
24 60 2 3.4 0.59 8 0.149
25 45 1.7 3.2 0.53 8 0.155
26 59 2.2 3.5 0.63 6 0.195
28 57 2 3.8 0.53 7 0.18
29 70 2.2 2.6 0.85 10 0.405
33 37 3 3.5 0.86 12 0.536
34 68 2.2 3.8 0.58 7 0.352
35 54 2.2 4.8 0.46 8 0.211
37 61 1.8 3.5 0.51 9 0.21
38 59 2.8 2.8 1.00 10 0.451
39 58 1.8 3 0.60 9 0.106
41 50 1.8 3.8 0.47 7 0.365
43 43 15 2.8 0.54 6 0.163
45 40 15 2.7 0.56 6 0.139
47 48 15 3 0.50 6 0.26
50 50 1.9 3.5 0.54 7 0.251
51 68 2.5 3 0.83 9 0.405
52 82 2.6 4.8 0.54 9 0.469
53 67 1.9 3.5 0.54 9 0.346
54 70 2.2 2.5 0.88 10 0.214
55 61 2.4 3.4 0.71 8 0.336
57 59 2.4 3.2 0.75 9 0.395
59 50 15 2.8 0.54 5 0.436
61 57 2.2 3.5 0.63 8 0.197
63 57 2.3 3.3 0.70 9 0.443
64 70 2.8 4.4 0.64 9 0.384
65 56 2.2 3.8 0.58 7 0.341
66 56 2.2 4 0.55 8 0.148
67 63 1.8 2.1 0.86 7 0.222
68 69 2.8 4 0.70 8 0.561
69 48 1.8 2.8 0.64 6 0.19
70 58 2.3 3 0.77 8 0.393
71 58 2.8 4.8 0.58 8 0.435
72 71 2.4 4.2 0.57 9 0.395
73 66 2 3.5 0.57 7 0.279
74 61 2.8 2.8 1.00 10 0.646
75 55 2 3 0.67 8 0.172
76 82 3.6 4.2 0.86 12 0.686
77 59 3 4.2 0.71 8 0.197
78 70 3.3 4.2 0.79 10 0.125
79 46 2.8 3.5 0.80 7 0.3

80 57 15 2.8 0.54 9 0.276
81 54 1.9 4.3 0.44 6 0.262
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83 59 2.5 3.8 0.66 8 0.234
84 61 2.3 3.4 0.68 9 0.274
85 60 2.2 3.8 0.58 8 0.433
86 66 2 3.5 0.57 9 0.172
87 44 13 2.8 0.46 6 0.247
89 55 3.8 3.4 1.12 9 0.546
91 54 2.7 3.8 0.71 8 0.18

92 56 2.5 3.2 0.78 8 0.132
93 47 2.2 3.2 0.69 7 0.343
94 45 14 3.4 041 6 0.331
95 46 1.8 3.8 0.47 7 0.154
96 61 2.5 3.6 0.69 8 0.417
97 43 1.8 3 0.60 7 0.278
98 63 2.4 4.5 0.53 9 0.31

99 76 3.4 4.7 0.72 10 0.139
100 59 15 3.8 0.39 6 0.368
101 51 2 3.5 0.57 7 0.318
103 60 2.4 4 0.60 9 0.267
104 75 3.3 3.3 1.00 12 0.513
105 60 2.5 4.2 0.60 6 0.282
106 65 2.6 4.2 0.62 10 0.304
107 54 2 4.2 0.48 8 0.363
108 56 2.5 4.5 0.56 8 0.329
109 42 15 2.9 0.52 5 0.133
110 53 14 2.7 0.52 7 0.357
111 51 2.1 3.4 0.62 8 0.384
112 65 3.7 3.7 1.00 12 0.447
114 64 2.2 1 2.20 7 0.38

115 54 2.2 4 0.55 8 0.24

117 50 3.4 3.9 0.87 8 0.12

118 36 1.8 2.7 0.67 8 0.399
119 49 2.5 3 0.83 6 0.335
120 54 17 3.8 0.45 7 0.389
121 68 1.8 2.5 0.72 8 0.334
122 64 3.3 4.3 0.77 10 0.283
123 74 2.7 4.2 0.64 9 0.21

124 44 4 2.4 1.67 11 0.32

125 51 1.8 3.4 0.53 6 0.225
127 56 2.2 2.7 0.81 10 0.0908
129 53 1.9 4.1 0.46 9 0.18

130 53 15 3.9 0.38 9 0.379
131 52 3.5 4.8 0.73 7 0.16

132 44 3.8 3.9 0.97 6 0.147
133 59 2.4 4.2 0.57 7 0.349
134 45 15 3.4 0.44 6 0.22

136 50 2 3.5 0.57 8 0.183
137 47 2 3 0.67 8 0.353
139 51 2.5 4.6 0.54 8 0.234
142 54 24 3.4 7.06 8 0.122
143 67 3.8 3.5 1.09 9 0.363
144 57 2.2 3.2 0.69 6 0.231
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146 42 1.8 3.5 0.51 8 0.203
147 55 15 3.5 0.43 8 0.2

148 48 2.2 3.4 0.65 6 0.291
149 52 2.4 3.8 0.63 7 0.257
150 54 2.4 4.4 0.55 7 0.272
151 62 2.7 4.4 0.61 8 0.232
153 53 2.2 3.5 0.63 9 0.277
154 54 1.8 3.4 0.53 5 0.284
158 60 2.7 4 0.68 8 0.226
160 43 14 2.8 0.50 7 0.257
161 52 2.4 3.4 0.71 8 0.32
162 72 2.7 3.5 0.77 10 0.337
164 52 2.4 3.2 0.75 6 0.266
165 70 3.4 4.1 0.83 9 0.32
166 42 15 2.8 0.54 6 0.301
167 56 2.8 4.8 0.58 9 0.296
168 53 15 3 0.50 7 0.431
169 60 2.2 4.2 0.52 6 0.419
170 50 2.6 3.6 0.72 7 0.388
172 65 2.7 4.5 0.60 10 0.295
173 45 2 3 0.67 6 0.302
174 58 2.4 4.4 0.55 8

175 52 1.8 3.4 0.53 7 0.123
176 56 2.8 4.5 0.62 8 0.195
178 62 2.7 3.7 0.73 7 0.347
179 59 2 3.5 0.57 7 0.211
180 73 3.3 3.9 0.85 10 0.213
181 69 2.3 3.7 0.62 7 0.235
182 58 3 3.5 0.86 7 0.389
183 50 2.2 3.2 0.69 9 0.312
184 46 1.8 3 0.60 5 0.255
185 48 1.8 3.5 0.51 6 0.203
188 80 2.4 4.8 0.50 10 0.237
189 49 2.2 3.8 0.58 7 0.122
191 57 2 3.8 0.53 9 0.37
192 44 1.8 3.6 0.50 7 0.303
193 60 2.3 3.8 0.61 6 0.141
194 65 2.4 3.8 0.63 10 0.287
196 49 15 3.5 0.43 8 0.23
197 50 2.2 3.5 0.63 7 0.108
199 49 2.3 3.5 0.66 7 0.28
200 47 1.8 3 0.60 6 0.277
202 42 2.4 2.7 0.89 6 0.192
203 62 2.2 3.9 0.56 7 0.27
204 57 2.5 4.5 0.56 8 0.454
205 80 4.8 4.8 1.00 11 0.481
206 59 3 4.3 0.70 7 0.325
207 50 1.9 3.5 0.54 6 0.324
208 49 1.7 3.5 0.49 7 0.263
209 62 2.8 3.9 0.72 9 0.18
210 49 2.5 4.5 0.56 9 0.221
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211 70 2.5 3.9 0.64 8 0.438
212 46 2 3.7 0.54 6 0.354
214 56 2.4 3.5 0.69 8 0.364
215 77 2.8 4.5 0.62 9 0.347
216 70 2.7 3.9 0.69 8 0.323
217 63 3 4.8 0.63 10 0.457
218 70 3 3.2 0.94 9 0.638
219 73 3.9 3.5 1.11 12 0.747
220 75 2.7 4.5 0.60 9 0.491
221 60 2.4 3.5 0.69 8 0.47
222 46 2 2.8 0.71 7 0.411
223 48 2 3.9 0.51 7 0.141
224 57 2.2 3.7 0.59 8 0.278
225 65 2.5 3 0.83 9 0.306
226 60 3.2 3.9 0.82 9 0.344
227 77 3.8 4.5 0.84 10 0.477
228 72 2.5 3.3 0.76 9 0.44
230 59 3 4.6 0.65 9 0.383
231 69 2.7 4.2 0.64 7 0.243
232 72 2.9 4.2 0.69 8 0.558
233 65 2.5 4.5 0.56 8 0.314
234 74 3.8 4.4 0.86 9 0.312
235 61 2.4 4 0.60 7 0.453
236 60 2.7 4 0.68 8 0.301
237 69 3.1 4.8 0.65 9 0.634
238 65 1.8 2.8 0.64 8 0.251
239 70 3.2 3.4 0.94 9 0.645
240 72 3.3 4.2 0.79 8 0.448
241 53 2.2 4 0.55 7 0.227
242 53 2.1 2.9 0.72 8 0.176
243 65 2.5 4 0.63 7 0.297
244 73 2.2 3.4 0.65 9 0.253
245 70 3.3 3.4 0.97 11 0.615
246 45 3 3.4 0.88 7 0.17
247 49 2.5 4 0.63 8 0.237
248 60 2.7 4.2 0.64 10 0.324
249 61 2.6 4 0.65 9 0.173
250 56 2.8 3.5 0.80 7 0.17
251 50 2.1 3.5 0.60 7 0.292
253 54 32.4 4 8.10 8 0.264
254 44 2.2 3.7 0.59 6 0.195
255 42 2 3.5 0.57 6 0.331
256 54 2.4 4.2 0.57 8 0.123
257 43 1.9 3.5 0.54 7 0.115
258 42 2.3 3.8 0.61 7 0.222
259 58 2 3.5 0.57 7 0.255
261 49 2.2 3.5 0.63 7 0.209
262 56 2.7 3.5 0.77 8 0.294
263 54 1.8 3 0.60 7 0.212
264 45 2 3.8 0.53 8 0.172
265 48 1.8 2.6 0.69 7 0.378
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266 51 2.7 3.3 0.82 6 0.203
267 68 2.4 3.7 0.65 8 0.379
268 61 3.8 402 0.01 9 0.333
269 68 2.9 4.5 0.64 9 0.336
270 60 3.3 4.8 0.69 9 0.426
272 46 1.7 3 0.57 7 0.281
274 53 11 2.7 041 5 0.196
275 45 2.7 2.9 0.93 10 0.365
276 79 13 2.3 0.57 7 0.278
277 66 2.7 4.5 0.60 8 0.393
278 46 1.8 1.8 1.00 8 0.414
279 60 2.2 2.8 0.79 8 0.418
281 64 3.2 3.5 0.91 9 0.343
282 53 1.6 2.5 0.64 9 0.448
283 63 2.4 2.2 1.09 11 0.335

Proje kapsaminda 6ngérilen molekuiler genetik badlanti haritasi olusturma calismalari icin ATAE —
Eskisehir'e gidilerek her bir F2 bitkisinden uygun miktarda yaprak &érnekleri alinmis ve sivi azot
uygulamasiyla dondurulan érnekler IYTE'ye getiriimistir. DNA izolasyon calismalari igin Promega
Wizard Genomic DNA Purification Kiti kullaniimistir. Bu ¢alisma sonucunda yaklasik 150 adet 6rnekten
iyi dizeyde DNA cikariimistir ve bu drnekler genetik haritalama g¢alismalarda kullaniimigtir. Tablo 18
DNA izolasyon galismalari sonucunda elde edilen DNA miktarlarini vermektedir.

Tablo 18. Haritalama ¢alismalarinda kullanilan F2 populasyonuna

ait bitkilerden elde edilen DNA miktarlari

Genotip No ng/ul A260 A280 260/280
1 725.41 14.508 7.735 1.88
3 514.95 10.299 5.558 1.85
5 125.34 2.507 1.263 1.90
7 161.07 3.221 1.806 1.78
11 350.86 7.017 3.684 1.9
12 573.18 11.464 6.631 1.73
14 152.19 3.044 1.472 2.07
15 2117.74 42.355 21.505 1.97
16 418.8 8.376 4.274 1.96
18 663.18 13.264 7.126 1.86
19 791.28 15.826 8.881 1.78
20 134.74 2.695 1.53 1.76
22 731 14.62 7.823 1.87
23 491.96 9.839 5.248 1.87
24 471.95 9.439 5.001 1.89
25 309.3 6.186 3.482 1.78
26 303.74 6.075 3.216 1.89
29 584.68 11.694 6.247 1.87
33 126.68 2.534 1.361 1.86
34 520.44 10.409 9.494 11
35 795.35 15.907 8.268 1.92
37 831.46 16.629 8.363 1.99
38 363.97 7.279 3.961 1.84
39 420.13 8.403 4.549 1.85
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41 525.03 10.501 5.738 1.83
45 406.89 8.138 4.274 1.9
50 172.25 3.445 1.744 1.98
52 462.54 9.251 5.448 1.7
53 244.27 4.885 2.547 1.92
57 288.68 5.774 3.306 1.75
60 417.26 8.345 4.345 1.92
61 3214 6.428 3.492 1.84
63 545.77 10.915 6.06 1.8
64 1049.92 20.998 10.76 1.95
65 505.43 10.109 5.172 1.95
66 400.2 8.004 4.088 1.96
67 1396.57 27.931 13.882 2.01
68 1022 20.44 10.543 1.94
71 129.4 2.588 1.313 1.97
72 746.5 14.93 7.887 1.89
73 432.76 8.655 4.763 1.82
74 291.57 5.831 3.061 1.9
75 19.93 0.399 0.212 1.88
76 164.2 3.284 1.594 2.06
78 136.94 2.739 1.488 1.84
79 30.99 0.62 0.576 1.08
80 306.27 6.125 3.197 1.92
81 658.83 13.177 6.458 2.04
85 909.14 18.183 9.992 1.82
86 302.3 6.046 3.276 1.85
87 86.54 1.731 0.93 1.86
89 536.58 10.732 6.158 1.74
91 1051.88 21.038 11.412 1.84
92 103.27 2.065 1.043 1.98
93 172.88 3.458 1.92 1.8
94 191.83 3.837 1.926 1.99
97 591.44 11.829 6.688 1.77
98 285.73 5.715 2.954 1.93
99 411.2 8.224 4.309 1.91
100 563.5 11.27 6.554 1.72
101 294.94 5.899 3.165 1.86
109 138.73 2.775 1.439 1.93
110 473.59 9.472 4.915 1.93
111 366.11 7.322 3.893 1.88
112 889.59 17.792 8.846 2.01
117 725.6 14.512 7.235 2.01
118 410.2 8.204 4.468 1.84
122 450.51 9.01 4.638 1.94
123 387.68 7.754 4.146 1.87
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129 186.55 3.731 1.893 1.97
131 537.09 10.742 5.346 2.01
133 585.2 11.704 5.962 1.96
137 312.25 6.245 3.209 1.95
139 64.62 1.292 0.643 2.01
143 718 14.36 7.11 2.02
149 383.39 7.668 4.192 1.83
150 504.51 10.09 4.964 2.03
151 470 9.4 5.171 1.82
154 132.59 2.652 1.275 2.08
158 251.49 5.03 2.55 1.97
159 519.79 10.396 5.394 1.93
162 507.15 10.143 4.996 2.03
166 443.39 8.868 4.649 191
169 495.2 9.904 5.319 1.86
170 285.82 5.716 2.927 1.95
173 254.52 5.09 2.691 1.89
174 495.06 9.901 5.084 1.95
179 425.31 8.506 4.601 1.85
180 451.62 9.032 4.668 1.93
183 120 2.4 1.259 191
186 1466.95 29.339 14.325 2.05
189 308.03 6.161 3.182 1.94
191 744.63 14.893 7.446 2
192 133.5 2.67 1.354 1.97
194 295.34 5.907 3.116 19
197 128.49 2.57 1.419 1.81
199 185.18 3.704 7.953 0.47
204 95.91 1.918 1.22 1.57
206 750.37 15.007 8.335 18
212 318.33 6.367 3.438 1.85
216 781.26 15.625 8.681 18
217 656.18 13.124 6.806 1.93
222 237.26 4.745 2.533 1.87
224 461.45 9.229 5.284 1.75
225 514.16 10.283 5.747 1.79
226 711.48 14.23 7.608 1.87
227 1100.85 22.017 12.144 1.81
232 885.49 17.71 9.374 1.89
233 813.23 16.265 8.678 1.87
238 530.55 10.611 5.571 1.9
242 228.36 4.567 2.354 1.94
243 255.48 5.11 2.861 1.79
244 1118.72 22.374 12.273 1.82
245 1024.94 20.499 11.117 1.84
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247 180.39 3.608 1.81 1.99
250 177.29 3.546 1.816 1.95
259 37.83 0.757 0.275 2.75
263 14.27 0.285 0.196 1.46
264 65.98 1.32 0.677 1.95
265 215.02 4.3 2.345 1.83
266 300.31 6.006 3.175 1.89
268 543.35 10.867 6.318 1.72
269 146.85 2.937 1.501 1.96
269 306.45 6.129 3.242 1.89
270 518.46 10.369 5.662 1.83
271 843.6 16.872 9.494 1.78
272 231.92 4.638 2.461 1.88
281 586.83 11.737 6.152 191
283 1046.27 20.925 115 1.82

Nanodrop ile yapilan dlgimlerden de anlasildigi gibi haritalama populasyonunu olusturan bitkilerden
yuksek miktar ve kalitede DNA izolasyonu gergeklestiriimistir. Proje kapsaminda 6ngoérildigu Gzere,
Hashas’ta genetik harita olusturulmasinda kullanilacak SSR markdrlerini belirlemek igin, proje
kapsaminda geligtirilen 1000 adet genomik DNA spesifik SSR markdri kullanilarak ana¢ hatlarda
polimorfizm tarama galismasi yapilmistir. Proje kapsaminda olusturulan haritalama populasyonlarinin
ebeveynleri olan Papaver somniferum var. Kemerkaya, 1259-1, 1065, 1061-7, Adayl ve 1290
cesitlerinin verdigi DNA bant profilleri agaroz jelde incelenmis ve en iyi amplifikasyon veren SSR
markorleri belirlenmistir. Tarama sonucunda 912 SSR markaéri iyi amplifikasyon vermistir. Toplam 33
SSR markériinde higc amplifikasyon gozlenmemigtir. Dokuz SSR markdérinde U¢ bant ve 46 SSR
markdrinde iki bant gézlemlenmistir. Tarama sonucunda polimorfik SSR markéri bulunamamistir.
Calisma sonucunda iyi amplifikasyon veren bazi SSR markdrleri gésteriimektedir (Sekil 16).

Sekil 16. Calisma sonucunda iyi amplifiksayon veren bazi SSR markérleri; 100bp: 100bp size standard
DNA ladder. Al: Kemerkaya, A2: 1259-1, A3: 1065, A4: 1061-7, A5: adayl; A6: 1290.

Al A2 A3 As ASA6| a1 A2 A3 A4 ASA6A1 A2 A3 A4 ASAG6A1 A= A5 A4 AS AS A1 Ae A5 As AS Ae

PsSSR-26 PsSSR-27

PsSSR-943 PsSSR-982 PsSSR-985 PsSSR-997 PsSSR-999
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Proje kapsaminda gelistirilen genomik DNA spesifik SSR (psSSRg) markorleri Papaver somniferum’un
yakin turlerinde genetik gesitliligin belirlenmesi ¢alismalarinda da kullanilacagindan, 100 adet gSSR
markoru secilmistir ve bu markdrler kullanilarak Papaver somniferum ve yakin turlerinde polimorfizm
tarama galismasi yapilmistir. Calismada kullanilan 100 adet gSSR markériin Papaver somniferum ve
yakin tdrleri olan P. bracteatum, P. umbonatum, P. arenarium, P.armeniacum, P. nudicaule, P. rhoeas,
P. orientale tirlerinde verdigi DNA bant profilleri incelenmis ve amplifikasyon veren ve polimorfik olan
gSSR markorleri  belirlenmistir. Bu c¢alismalar sonucunda ¢ adet polimorfik gSSR markori
belirlenmistir. Sekil 13 polimorfik bulunan gSSR markdlerini géstermektedir. Sekil 17 bu galisma
sonucunda Papaver somniferum ’'un yakin tirlerinde en iyi amplifikasyon veren SSR markor sayilarini
gOstermektedir.

Sekil 17. Papaver somniferum ve yakin tirlerinde bulunan polimorfik SSR markérleri. P.u:  P.
umbonatum, P.a : P. arenarium, P.ar: P. armeniacum, P.o: P. orientale, P.r: P. rhoeas. P.s: Papaver
somniferum.

P.u Pu Pa Par Pn P.o Po Prx

PsSSR-8
PsSSR-23

PsSSR-6

Agaroz jelde goéruntilemeyen bazi gSSR markdrleri Qiaxcel, QIAGEN Kkapiler elektroforez sisteminde
yuksek ¢ozunlrlik saglayan OMB800 programi kullanilarak analiz edilmistir. Proje kapsaminda
olusturulan haritalama populasyonunun ebeveyni olan Papaver somniferum var. Kemerkaya ve 1061-7
cesitleri ile yapilan polimorfizm tarama c¢alismalari sonucunda 22 adet polimorfik gSSR markéru
belirlenmistir. Bu g¢alisma sonucunda elde edilen polimorfik PCR Urinu veren bazi SSR markdrleri
Sekil 18’te gosterilmigtir.

Sekil 18. SSR primerlerinin anaglarda taranmasi sonucu elde edilen PCR Urlnlerinin kapillar
elektroforez goruntdleri
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Proje kapsaminda genetik baglanti haritasi olusturmak icin proje kapsaminda gelistirilen gSSR ve
AFLP markdrleri de kullaniimistir. Haritalama populasyonunun ebeveynlerinde polimorfik bulanan alti
adet AFLP primer kombinasyonu ve haritalama populasyonunda acgilim gdsteren 15 adet SSR
isretleyicisi haritalama galismasinda kullaniimistir. Haritalama populasyonunda toplam 101 adet AFLP
lokusu agilim goéstermistir. Polimorfik bulunan lokuslar dominant olarak skorlanmigtir. TUm haritalama
hesaplarinda JoinMap haritalama programi kullaniimistir. Toplam 37 AFLP ve 8 adet SSR isaretleyicisi
11 baglanti grubunda haritalanmigtir. Baglanti grubu sayisi hashas kromozom sayisina esittir.
Gruplandirma igleminde LOD degeri en az 3.0 olarak kullaniimigtir. Markérler arasindaki mesafe
Kosambi haritalama fonksiyonu kullanilarak hesaplanmistir. Sekil 19 proje kapsaminda olusturulan
hashas genetik baglanti haritasini géstermektedir.

Sekil 19. Hagshas genomu igin gelistirilen molekiler genetik baglanti haritasi
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Hashas (Papaver somniferum) Genetik Baglanti Haritasi

E-AAC-M-CTT-110

E-ACA-M-CTG-79
E-ACG-M-CAA-131
GSSR647
E-ACG-M-CAA-166
E-AGC-M-CTA-55
E-ACA-M-CTG-58
E-AGC-M-CTA-68
E-AAC-M-CTC-69
EST-SSR45
E-ACT-M-CAG-65
EST-SSR83

E-AGC-M-CTA-191
E-ACG-M-CAA-55

ESR-SSR49

E-ACG-M-CAA-300

E-AGC-M-CTA-97

0.0

45.2

LG2

E-ACG-M-CAA-121

E-ACG-M-CAA-77

0.0
8.6

LG3

N

E-AAC-M-CTT-136
E-AAC-M-CTT-72

0.0

31.8

LG4

E-AAC-M-CTC-64

E-AAC-M-CTT-120
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LG5 LG6 LG7 LG8

0.00 E-ACA-M-CTG-56 0.00 ;SE E-AAC-M-CTC-82 0.00 E-ACT-M-CAG-85 0.00 E-ACG-M-CAA-204
6.38 E-AAC-M-CTC-77
12.29 E-AAC-M-CTC-74 9.84 E-ACT-M-CAG-193 9.15 GSSR389
18.93 GSSR906
34.81 E-ACT-M-CAG-296
49.32 E-AAC-M-CTT-245
60.15 E-ACT-M-CAG-131
71.82 E-AAC-M-CTT-162
LG9 LG10 LG11

22.39 E-ACG-M-CAA-104

0.00 E-ACG-M-CAA-65  0.00 E-AAC-M-CTT-123  0.00 E-ACG-M-CAA-132
10.40 EST-SSR46
17.38 E-AGC-M-CTA-73 1593 E-AAC.M-CTT-158 17.01 EST-SSR14
33.58 E-ACG-M-CAA-110

Olusturulan molekuler genetik baglanti haritasi dusiuk ¢6zunudrliktedir. Haritanin ¢6zUnGrligunin
artirillmasi igin galismalara devam edilmektedir.

4.2.5. Haghag’ta iligkilendirme Analizleri

4.2.5.1. AFLP Markorleri ile Haghas gen kaynaklarinin genotiplenmesi

Proje kapsaminda 6ngérilen toplam 10 adet segici EcoRI/ Msel AFLP primer kombinasyonu (Tablo x)
haghas'ta iligkilendirme haritalamasi galismalarinda kullaniimistir. Toplam 10 adet segici EcoRI/ Msel
AFLP primer kombinasyonu 95 adet genotipten olusan hashas koleksiyonu testlenmistir. Her bir
kombinasyonun vermis oldugu fragment (lokus) sayisi Tablo 19’te gdsteriimektedir. Selective PCR
amplifikasonuyla ¢ogaltilan fragmentler dominant olarak skorlanmigtir (varligi i¢cin 1 yoklugu igin 0 )
toplam 367 adet AFLP fragmenti Turk hashas cesitlerinde polimorfik olarak bulunmustur. Skorlanan
AFLP fragmentleri iliskilendirme haritlamasi analizlerinde kullaniimistir. Sekil 20. AFLP fragmentlerini
gOstermektedir.

Tablo 19. iliskilendirme haritalamasi galismalarinda kullanilan AFLP combinasyonlari ve vermis oldugu
polimorfik fragment sayisi.

Kombinasyon numarasi Primer E primer M Polimorfik Fragment sayisi
1 ACT CAG 24
2 AAC CTT 34
3 AAC CTC 36
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4 ACG CAA 42
5 ACC CAC 54
6 AGC CTA 28
7 ACA CTG 37
8 ACC CAG 51
9 ACA CAG 11
10 AGG CAT 50
Toplam - - 367

Sekil 20. Segici AFLP amplifikasyonlarinin gérintleri

AFLEP E-IW priamer lombinasyonua 1 PIN <3S

AFLEP E-DDV prirmer loombinassyromna 1 PN 66

AFLEP E-MW prioner loombinasyomnua 2 PN 32

4.25.2. EST ve Genomik DNA spesifik isretleyicileri kullanilarak hashas
genkaynaklarinin genotiplenmesi

Proje kapsaminda hashas EST ve genomik DNA dizileri kullanilarak gelistirilen SSR primerleri 125
genotipten olusan Tirk hashas germplazm kaynaklarinin genotipik profillerinin ¢ikariimasinda
kullaniimistir (Tablo 20). Toplam 100 adet EST ve genomik DNA spesifik SSR markéri hashas
cesitlerinde testlenmistir. SSR markorlerinin vermis oldugu PCR fragmentleri kapiler elektroforez
kullanilarak analiz edilmistir. EST-SSR ve genomik SSR markorleri toplam 307 adet PCR Urini
vermistir. Bu Urlinlerden 172 (56%) adedi hashas genotipleri arasinda polimorfik olarak bulunmustur.
SSR markdrlerinin vermis oldugu PCR fragmentleri dominant olarak skorlanmistir (varligi igin 1
yoklugu i¢in 0). Tablo x g¢alismada kullanilan hashas cesitlerinin genotiplenmesinde kullanilan SSR
markorlerini  gostermektedir. Sekil 21 SSR isaretleyicilerinin  vermis oldugu PCR {rinlerini
gOstermektedir.
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Tablo 20. Tirk haghas gesitlerinin genotiplendiriimesinde kullanilan SSR markoérleri.

SSR igretleyicisi EST/genomik SSR igretleyicisi EST/genomik
14 EST 191 genomik DNA
18 EST 268 genomik DNA
23 EST 297 genomik DNA
24 EST 306 genomik DNA
41 EST 318 genomik DNA
45 EST 356 genomik DNA
46 EST 367 genomik DNA
47 EST 391 genomik DNA
48 EST 484 genomik DNA
49 EST 496 genomik DNA
51 EST 500 genomik DNA
52 EST 502 genomik DNA
54 EST 515 genomik DNA
59 EST 516 genomik DNA
69 EST 588 genomik DNA
76 EST 596 genomik DNA
83 EST 600 genomik DNA
93 EST 601 genomik DNA
6 genomik DNA 603 genomik DNA
8 genomik DNA 647 genomik DNA
40 genomik DNA 672 genomik DNA
57 genomik DNA 808 genomik DNA
64 genomik DNA 853 genomik DNA
184 genomik DNA 872 genomik DNA
510 genomik DNA 873 genomik DNA
895 genomik DNA 342 genomik DNA
900 genomik DNA 305 genomik DNA
905 genomik DNA 307 genomik DNA
909 genomik DNA 344 genomik DNA
910 genomik DNA 452 genomik DNA
914 genomik DNA 868 genomik DNA
351 genomik DNA 820 genomik DNA
353 genomik DNA 477 genomik DNA
369 genomik DNA 482 genomik DNA
375 genomik DNA 271 genomik DNA
387 genomik DNA 448 genomik DNA
388 genomik DNA 200 genomik DNA
389 genomik DNA 907 genomik DNA
538 genomik DNA 185 genomik DNA
561 genomik DNA 716 genomik DNA
598 genomik DNA 5 genomik DNA
662 genomik DNA 23 genomik DNA
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563 genomik DNA 38 genomik DNA
141 genomik DNA 37 genomik DNA
889 genomik DNA 34 genomik DNA
881 genomik DNA 47 genomik DNA
852 genomik DNA 22 genomik DNA
849 genomik DNA 80 genomik DNA
869 genomik DNA 60 genomik DNA
526 genomik DNA 529 genomik DNA

Sekil 21. gSSR588 markoériinin hashas cesitlerinde vermis oldugu acilim gorilmektedir.
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4.2.5.3. MLM (Mixed Linear Model) yontemi kullanilarak Hashas’ta Agromonik
karakterler I¢gin Kantitatif Karakter Lokuslarinin (QTL) belirlenmesi

Hashag’ta agromomik karakterlerle iliskili kantitatif karakter lokuslari (QTL) SSR ve AFLP lokuslarinin
Tassel programi ile analizi sonucu belirlenmistir. Bu amag i¢in ¢calismada kullanilan haghas gesitlerinin
agronomik karakterlerine ait verileri, Structure programi (PRITCHARD ve ark. 2000) ile elde edilen
populasyon yapisi (K=2) sonugclari, ¢esitlerin akrabalik iligkilerini gésteren K matriksi ve polimorfik
SSR ve AFLP lokuslari kullaniimistir. Tim bu verileri degerlendiren MLM (mixed linear model) yontemi
analizlerde kullaniimistir. Toplam bes adet SSR lokusu ve 33 adet AFLP lokusunun hashas bitki boyu
ile iliskili oldugu bulunmustur (Tablo 21). Toplam 2 adet SSR ve 28 AFLP lokusunun haghags dal sayisi
ve kapstlde tepecik sayisi karakteri ile iligkili oldugu bulunmustur (Tablo 22). Toplam 5 adet SSR ve
26 AFLP lokusunun haghas kapsul boyu karakteri ile iligkili oldugu bulunmustur (Tablo 23). Ayrica 2
adet SSR ve 34 AFLP lokusunun hashas kapsul eni karakteri ile iligkili oldugu bulunmustur (Tablo 24).
Toplam 20 AFLP lokusunun kapsul verimi ile iligkili oldugu belirlenmigtir (Tablo 25). Toplam 2 adet
SSR ve 22 AFLP lokusunun haghas tohum verimi karakteri ile iliskili oldugu bulunmustur (Tablo 26).
Hashasta morfin sentezi ile iligkili olan 2 SSR ve 16 AFLP lokusu belirlenmistir. Tablo 27 morfin
senteziyle iligkili olan SSR ve AFLP lokuslarini géstermektedir.

Tablo 21. MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu Haghas bitki boyu karakteri ile iligkili olan markérler

(p<0.05).
isretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP
E-ACC_M-CAC-110 8.9266E-11 AFLP
E-ACG_M-CAA-222 9.3069E-11 AFLP
E-ACC_M-CAC-121 4.5156E-10 AFLP
G905-354 5.1994E-08 SSR
E-ACC_M-CAC-67 8.0031E-08 AFLP
E-ACC_M-CAG-124 0.000029238 AFLP
E-ACC_M-CAC-134 0.000099753 AFLP
E-ACC_M-CAG-165 0.0001511 AFLP
E-ACC_M-CAC-116 0.00021191 AFLP
E-AGC_M-CTA-79 0.00043776 AFLP
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E-ACC_M-CAC-182 0.0011 AFLP
E-ACC_M-CAC-86 0.0012 AFLP
E-ACG_M-CAA-128 0.0013 AFLP
G563-191 0.0016 SSR
E-AAC_M-CTC-114 0.0025 AFLP
E-AAC_M-CTC-100 0.0036 AFLP
E-AGG_M-CAT-134 0.0072 AFLP
E-ACC_M-CAC-79 0.0091 AFLP
E-AAC_M-CTT-132 0.0099 AFLP
E-AGG_M-CAT-124 0.011 AFLP
GSSR388-378 0.0127 SSR
E-ACC_M-CAC-137 0.0155 AFLP
E-ACC_M-CAC-160 0.017 AFLP
E-ACG_M-CAA-152 0.0197 AFLP
EST-76-268 0.0207 SSR
E-ACC_M-CAC-158 0.0219 AFLP
E-AGG_M-CAT-136 0.0233 AFLP
E-AAC_M-CTT-67 0.0238 AFLP
E-AAC_M-CTC-219 0.0243 AFLP
E-AAC_M-CTT-114 0.0269 AFLP
E-AGG_M-CAT-196 0.0273 AFLP
GSSR589-329 0.0288 SSR
E-ACC_M-CAC-113 0.0346 AFLP
E-AGG_M-CAT-128 0.0347 AFLP
E-AGC_M-CTA-166 0.0363 AFLP
E-AAC_M-CTT-185 0.0407 AFLP
E-AAC_M-CTC-65 0.0456 AFLP
E-AAC_M-CTT-64 0.0496 AFLP

Tablo 22.

MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu Haghas dal sayisi ve kapsul tepecik sayisi karakteri
ile iliskili olan markdrler ( p<0.05).

igretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP
E-AAC_M-CTT-133 0.000058223 AFLP
E-AAC M-CTT-251 0.0027 AFLP
E-ACG_M-CAA-73 0.0047 AFLP
E-AAC M-CTT-76 0.0057 AFLP
E-AAC_M-CTT-368 0.0065 AFLP
E-ACA_M-CAG-103 0.0098 AFLP
E-ACG_M-CAA-76 0.0103 AFLP
E-AAC M-CTT-175 0.0105 AFLP
E-AAC_M-CTT-83 0.0142 AFLP

G910-210 0.0171 SSR

G589-325 0.0185 SSR
E-AGG_M-CAT-195 0.0209 AFLP
E-ACC_M-CAG-87 0.0231 AFLP
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E-ACC_M-CAC-146 0.0238 AFLP
E-ACC_M-CAG-153 0.0239 AFLP
E-ACG_M-CAA-90 0.0253 AFLP
E-ACC_M-CAG-109 0.0272 AFLP
E-ACT_M-CAG-185 0.0274 AFLP
E-AAC_M-CTT-186 0.0308 AFLP
E-ACC_M-CAC-267 0.0345 AFLP
E-ACC_M-CAG-98 0.035 AFLP
E-AGG_M-CAT-60 0.0377 AFLP
E-AAC_M-CTC-220 0.0378 AFLP
E-AAC M-CTT-114 0.0411 AFLP
E-ACC_M-CAG-122 0.0434 AFLP
E-AAC M-CTT-191 0.0449 AFLP
E-ACC_M-CAG-124 0.0462 AFLP
E-AAC_M-CTC-96 0.0472 AFLP
E-AAC_M-CTC-183 0.0481 AFLP
E-AGC _M-CTA-113 0.0493 AFLP
Tablo 23. MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu hashas kapsul boyu ile iligkili olan markérler
(p<0.05).
igretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP
E-ACT_M-CAG-145 8.2059E-06 | AFLP
E-ACC_M-CAC-158 0.000012474 | AFLP
E-ACC_M-CAC-196 0.000029181 | AFLP
E-AGC_M-CTA-78 0.00057229 | AFLP
E-ACC_M-CAC-122 0.00094263 | AFLP
E-AAC_M-CTT-83 0.0011 | AFLP
E-AGG_M-CAT-196 0.0011 | AFLP
E-ACC_M-CAC-182 0.0027 | AFLP
E-AGC_M-CTA-164 0.0028 | AFLP
E-ACC_M-CAC-86 0.0034 | AFLP
E-AGC_M-CTA-79 0.0045 | AFLP
E-AAC_M-CTT-114 0.0052 | AFLP
E-AGG_M-CAT-176 0.0057 | AFLP
E-AAC_M-CTT-191 0.0069 | AFLP
E-AAC M-CTC-106 0.0069 | AFLP
E-ACC_M-CAC-125 0.0073 | AFLP
E-AGG_M-CAT-137 0.0076 | AFLP
E-AAC_M-CTC-110 0.0091 | AFLP
E-ACC_M-CAG-177 0.0099 | AFLP
E-AAC_M-CTC-114 0.0103 | AFLP
E-AAC M-CTT-220 0.0126 | AFLP
E-ACC_M-CAG-85 0.0169 | AFLP
GSSR184-227 0.0176 | SSR
GSSR184-230 0.0176 | SSR




E-ACC_M-CAC-164 0.0182 | AFLP
E-ACC_M-CAG-125 0.0199 | AFLP
EST-23-300 0.0245 | SSR
E-ACC_M-CAC-133 0.0296 | AFLP
EST-389-206 0.0372 | SSR
GSSR907-180 0.0398 | SSR
E-ACC_M-CAC-79 0.0424 | AFLP

Tablo 24. MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu hashas kapsul eni ile iligkili olan markorler

(p<0.05).
isretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP
GSSR563-191 0.0035 SSR
G907-180 0.0361 SSR
E-ACT M-CAG-185 0.0497 AFLP
E-AAC_M-CTT-203 0.00087338 AFLP
E-AAC M-CTT-76 0.0293 AFLP
E-AAC_M-CTT-191 0.0056 AFLP
E-AAC M-CTT-83 0.0022 AFLP
E-AAC_M-CTT-133 2.6152E-06 AFLP
E-AAC M-CTT-121 0.0087 AFLP
E-AAC_M-CTT-204 0.0018 AFLP
E-AAC M-CTC-94 0.0456 AFLP
E-AAC_M-CTC-87 0.0109 AFLP
E-AAC_M-CTC-103 0.000059301 AFLP
E-AAC_M-CTC-112 0.0118 AFLP
E-AAC_M-CTC-183 0.0017 AFLP
E-AAC_M-CTC-231 0.0401 AFLP
E-ACG_M-CAA-71 0.0248 AFLP
E-ACG_M-CAA-90 7.8008E-09 AFLP
E-ACG_M-CAA-100 0.00080997 AFLP
E-ACG_M-CAA-152 0.0131 AFLP
E-ACC_M-CAC-196 7.6774E-06 AFLP
E-ACC_M-CAC-131 0.0038 AFLP
E-ACC_M-CAC-268 0.00027614 AFLP
E-ACC_M-CAC-205 9.4378E-09 AFLP
E-ACC_M-CAC-157 0.002 AFLP
E-ACC_M-CAC-146 0.0171 AFLP
E-ACC_M-CAC-122 0.0081 AFLP
E-ACC_M-CAC-75 0.0042 AFLP
E-AGC M-CTA-167 0.0413 AFLP
E-AGC_M-CTA-138 0.0115 AFLP
E-ACC M-CAG-177 0.0181 AFLP
E-AGG_M-CAT-137 0.0108 AFLP
E-AGG_M-CAT-162 0.0041 AFLP
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E-AGG_M-CAT-129 0.0166 AFLP
E-AGG_M-CAT-145 0.01 AFLP
E-AGG_M-CAT-124 0.0083 AFLP

Tablo 25. MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu hashas kapsul verimi ile iligkili olan markorler

(p<0.05).
isretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP
E-AAC_M-CTT-66 6.0891E-06 AFLP
E-AAC_M-CTT-121 0.0233 AFLP
E-AAC_M-CTT-130 0.0236 AFLP
E-AAC_M-CTT-220 0.03 AFLP
E-AAC M-CTC-92 0.0473 AFLP
E-AAC_M-CTC-100 0.0097 AFLP
E-AAC M-CTC-82 0.0017 AFLP
E-AAC_M-CTC-96 0.0215 AFLP
E-ACG_M-CAA-223 0.0102 AFLP
E-ACC_M-CAC-153 0.0214 AFLP
E-ACC_M-CAC-157 0.0292 AFLP
E-ACC_M-CAC-146 0.0051 AFLP
E-ACC_M-CAC-133 0.024 AFLP
E-AGC_M-CTA-167 0.0012 AFLP
E-AGC_M-CTA-79 0.038 AFLP
E-AGC_M-CTA-138 0.0447 AFLP
E-ACC_M-CAG-153 0.0244 AFLP
E-ACC_M-CAG-170 0.0196 AFLP
E-AGG M-CAT-135 0.0152 AFLP
E-AGG_M-CAT-210 0.0066 AFLP

Tablo 26. MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu hashas tohum verimi ile iligkili olan

markorler(p<0.05).

isretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP

G375-312 0.0225 SSR

G375-361 0.0279 SSR
E-ACT_M-CAG-150 0.00016119 AFLP
E-ACT M-CAG-165 0.0271 AFLP
E-AAC_M-CTT-191 0.000042072 AFLP
E-AAC M-CTC-215 0.0423 AFLP
E-AAC_M-CTC-108 0.0023 AFLP
E-AAC_M-CTC-100 0.00078555 AFLP
E-AAC_M-CTC-114 0.0287 AFLP
E-AAC_M-CTC-96 0.0136 AFLP
E-AAC_M-CTC-183 0.0249 AFLP
E-AAC M-CTC-231 0.0182 AFLP
E-ACG_M-CAA-128 0.0308 AFLP
E-ACG_M-CAA-60 0.0065 AFLP
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E-ACC_M-CAC-131 0.0044 AFLP
E-ACC_M-CAC-86 0.0379 AFLP
E-ACC_M-CAC-121 0.00080515 AFLP
E-ACC_M-CAC-154 0.0287 AFLP
E-ACC_M-CAC-164 0.0095 AFLP
E-ACC_M-CAC-125 0.0364 AFLP
E-AGC_M-CTA-167 0.0179 AFLP
E-AGC_M-CTA-79 0.0137 AFLP
E-AGC_M-CTA-113 0.0337 AFLP
E-ACC_M-CAG-153 0.0188 AFLP

Tablo 27. MLM iligkilendirme haritalamasi sonucu hashas morfin orani ile iligkili olan markérler

(p<0.05).

isretleyici p degeri p<0.05 SSR/AFLP

G561-210 0.0162 SSR

GSSR6-214 0.0365 SSR
E-AAC_M-CTC-88 0.0387 AFLP
E-AAC M-CTC-87 0.0028 AFLP
E-AAC_M-CTC-71 0.0252 AFLP
E-AAC M-CTC-110 0.0262 AFLP
E-ACG_M-CAA-64 0.0294 AFLP
E-ACC_M-CAC-110 0.0028 AFLP
E-ACC_M-CAC-67 0.0063 AFLP
E-ACC M-CAC-117 0.023 AFLP
E-ACC_M-CAC-164 0.00034058 AFLP
E-ACC M-CAC-72 0.023 AFLP
E-ACC_M-CAC-73 0.0245 AFLP
E-AGC_M-CTA-78 0.0016 AFLP
E-ACC_M-CAG-111 0.000037238 AFLP
E-ACA M-CAG-158 0.041 AFLP
E-AGG_M-CAT-162 0.0088 AFLP
E-AGG M-CAT-210 0.0127 AFLP

4.2.5.4. Haghas Cesitlerinin Populasyon Yapisinin Belirlenmesi

Toplam 95 hashas cesidi 100 adet SSR ve 10 adet segici AFLP kombinasyonuyla testlenmis ve
STRUCTURE programi (Pritchard ve ark. 2000) kullanilarak kimeleme analizi yapilmistir. Hashas
populasyonunu en iyi yansitan grup sayisini belirlemek icin EVANNO ve ark. (2005) tarafindan tanitilan
hoc istatistigi kullaniimistir. Bunun igcin Hashas populasyonu 1 den 6’ya kadar gruplar icin ayri ayri
degerlendirilmis ve her bir grubun olasilik degisimi (AK) hesaplanmistir. En yiksek AK degeri K=2 (iki
kiime) igin bulunmustur. Sekil 22 farkl kiime sayilarinin (K=2-6) AK degerlerini géstermektedir. ikinci
en ylksek AK de@erine sahip grup sayisi 4 olarak bulunmustur (Sekil 23). Populasyon yapisini
yansitan en iyi grup sayisi iki olmasina ragmen hashas populasyonu karigik (intermixed) bir
populasyon oldugundan, grup sayisi doért (K=4) populasyon yapisini iyi sekilde yansitmaktadir. Sekil 24
(K=2) ve Sekil 25 (K=4) hashas K=2 ve K=4 grup sayilari i¢cin populasyon yapilarini géstermektedir.
Bdyle karigik (intermixed) populasyonlarda en dusiuk grup sayisi gergek populasyon yapisi olarak
degerlendiriimesi dnerilmektedir. Bundan dolayi iliskilendirme haritalamasi hesaplamalarinda haghas
populasyonu iki grup (K=2) olarak kullanilacaktir. K=2 degeri icin bireylerin farkli kimelerde bulunma
olasiligi hesaplanmigtir. Tablo 28 bireylerin iki kimede (grup1 ve grup2) bulunma olasiliklarini
vermektedir. Gruplandirma yapilirken P>0.8 degeri dikkate alinmigtir. Bdylelikle birinci grupta 22 adet

74



birey ve ikinci kimede 48 adet birey bulunmaktadir. Toplam 25 adet bireyin hangi kiimeye ait oldugu
belirlenememistir (intermixed). Grup 1'deki bireylerin arasindaki ortalama farkhlik 0.2090 olarak
hesaplanmistir. Grup 2°deki bireylerin arasindaki ortalama uzaklik 0.2102 olarak belirlenmistir.

Sekil 22. Farkh kiime sayilarinin (K=2-6) AK degerleri. En yiksek AK degerine sahip olan kiime sayisi
(K=2) populasyon yapisini en iyi yansitmaktadir.
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Sekil 23. Farkh kime sayilarinin (K=3-6) AK degerleri. En yuksek ikinci AK degerine sahip olan kiime
sayisi (K=4).
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Sekil 24. Hashas gesitlerinin (K=2 i¢in) populasyon yapisi. Kirmizi ve yesil renkler iki farkli kiimeyi
gOstermektedir.
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Sekil 25. Haghas gesitlerinin (K=4 igin) populasyon yapisi. Kirmizi, yesil ve sari renkler tg farkli grubu
gostermektedir
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Tablo 28. Hashas cesitlerinin iki farkli kimede bulunma olasiliklari

Structure Numarasi PN Grupl Grup2 Grupl/Grup2
4 39 0.005 0.995 grup2
71 73 0.005 0.995 grup2
60 82 0.009 0.991 grup2
30 34 0.01 0.99 grup2
61 81 0.01 0.99 grup2
14 6 0.014 0.986 grup2
81 77 0.014 0.986 grup2
70 120 0.015 0.985 grup2
84 69 0.015 0.985 grup2
93 75 0.018 0.982 grup2
6 50 0.021 0.979 grup2
82 76 0.021 0.979 grup2
5 47 0.022 0.978 grup2
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33 63 0.022 0.978 grup2
32 35 0.028 0.972 grup2
45 12 0.03 0.97 grup2
73 113 0.035 0.965 grup2

7 54 0.037 0.963 grup2
37 27 0.043 0.957 grup?2
34 65 0.044 0.956 grup2

3 52 0.046 0.954 grup2
85 70 0.047 0.953 grup2
88 121 0.056 0.944 grup2
66 108 0.058 0.942 grup2
63 110 0.059 0.941 grup2
86 98 0.06 0.94 grup2
83 78 0.061 0.939 grup2
92 68 0.061 0.939 grup2
79 94 0.065 0.935 grup2
67 104 0.066 0.934 grup2
80 117 0.079 0.921 grup2
94 102 0.084 0.916 grup2
91 122 0.088 0.912 grup?2
74 112 0.105 0.895 grup2
69 106 0.11 0.89 grup?2

8 41 0.116 0.884 grup2
31 8 0.117 0.883 grup?2
87 71 0.117 0.883 grup2
68 105 0.127 0.873 grup?2
46 62 0.13 0.87 grup2
77 91 0.131 0.869 grup?2
13 48 0.138 0.862 grup2
90 99 0.142 0.858 grup?2
41 29 0.174 0.826 grup2
59 74 0.185 0.815 grup2
39 61 0.187 0.813 grup2
65 107 0.19 0.81 grup2
64 109 0.196 0.804 grup2
75 111 0.212 0.788 intermixed
43 11 0.227 0.773 intermixed
78 93 0.233 0.767 intermixed
76 119 0.251 0.749 intermixed
42 21 0.259 0.741 intermixed

9 43 0.267 0.733 intermixed

2 51 0.273 0.727 intermixed
57 116 0.278 0.722 intermixed
38 57 0.279 0.721 intermixed
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40 28 0.293 0.707 intermixed
29 30 0.312 0.688 intermixed
35 26 0.464 0.536 intermixed
72 72 0.472 0.528 intermixed
25 31 0.481 0.519 intermixed
1 38 0.519 0.481 intermixed
16 17 0.574 0.426 intermixed
95 114 0.608 0.392 intermixed
36 66 0.662 0.338 intermixed
89 100 0.677 0.323 intermixed
55 85 0.71 0.29 intermixed
23 15 0.711 0.289 intermixed
18 20 0.725 0.275 intermixed
20 23 0.728 0.272 intermixed
24 55 0.728 0.272 intermixed
47 25 0.764 0.236 intermixed
48 56 0.813 0.187 grupl
51 58 0.818 0.182 grupl
19 13 0.827 0.173 grupl
15 16 0.84 0.16 grupl
56 118 0.854 0.146 grupl
53 88 0.876 0.124 grupl
10 46 0.889 0.111 grupl
50 32 0.896 0.104 grupl
54 86 0.909 0.091 grupl
52 84 0.916 0.084 grupl
49 60 0.928 0.072 grupl
22 53 0.939 0.061 grupl
17 18 0.943 0.057 grupl
11 36 0.945 0.055 grupl
12 37 0.951 0.049 grupl
21 14 0.962 0.038 grupl
62 79 0.966 0.034 grupl
58 83 0.974 0.026 grupl
28 49 0.991 0.009 grupl
26 10 0.994 0.006 grupl
27 3 0.996 0.004 grupl
44 24 0.996 0.004 grupl

4.2.5.5. Turk haghas gesitlerinde gekirdek koleksiyonu olusturulmasi

Proje kapsaminda 95 hashas c¢esidi AFLP ve SSR isaretleyicileri kullanilarak karakterize edilmistir. Bu
isaretleyicilerle olusturulan polimorfik PCR fragmentleri dominant olarak skorlanmistir. Bu genotip
verileri tirk hashas cesitlerinden cekirdek koleksiyonu belirlenmesinde kullaniimistir. Cekirdek
koleksiyonu PowerCore programi( KIM ve ark. 2007) kullanilarak olusturulmustur. Olusturulan ¢ekirdek
koleksiyonunda toplam 30 adet hashas ¢esidi bulunmaktadir (Tablo 29).
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Tablo 29. Hashas ¢ekirdek koleksiyonu

Bitki No Cicek Rengi Toplandiklarn Lokasyonlar
11 YESIL AFYON-MERKEZ
12 PEMBE YALVACHOYUKLU-ISPARTA
18 YESIL ISPARTA
20 SARI BOLVADIN-AFYON
21 BEYAZ KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
31 SARI KARAYAHSILER-CIVRIL DENIZLi
32 BEYAZ AFYON-MERKEZ
37 BEYAZ YALVACHOYUKLU-ISPARTA
38 SARI BURDUR-CELTIK
41 BEYAZ SUHUT KOCYATAGI
43 PEMBE BURDUR-CELTIK
46 SARI BURDUR-CELTIK
47 MAVI CiVRIL KARAYAHSILER-DENIZLI
48 KAHVE CiVRIL KARAYAHSILER-DENIZLI
49 SARI USAK- CEVREKOYU
56 SARI DERESENEK-AFYON
61 YESIL SUHUT-AFYON
62 KAHVE SULUMENLI-AFYON
66 YESIL COBANLAR-AFYON
72 SARI KOCYATAGI-SUHUT-AFYON
79 YESIL HISARCIK EMET -KUTAHYA
82 SARI DiSLi KASABASI-AFYON
83 SARI SUHUT-KOCYATAGI-AFYON
85 YESIL SANDIKLI ALACAMI-AFYON
98 SARI CAY-KARACAOREN-AFYON
106 SARI SUHUT-ANAYURT-AFYON
107 SARI ACIPAYAN-DENIZLI
109 BEYAZ ACIPAYAN-DENIZLI
113 SARI ARIZLAR KOYU-SANDIKLI-AFYON
114 SARI SULUMENLI-AFYON
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5. SONUCLAR

1.

Proje kapsaminda Turk hashas kolleksiyonlari kullanilarak yapilan genetik cesitlilik
analizlerinde hashas igin genetik varyasyon dulzeyinin fazla olmadigi sonucu EST-SSR,
genomik-SSR ve AFLP analizleri ile ortaya konmustur.

Tuark hashas genotipleri arasinda agro-morfolojik karakterler gézoéninde bulundurularak
yapilan genetik c¢esitlilik analizlerinde 6zellikle kantitatif kalitim go&steren karakterler
bakimindan genotipler arasinda sinirli diizeyde varyasyon goézlenmistir

Proje kaspaminda hashas genomu igin ilk kez genomik diziler olusturulmustur ve bu diziler
kullanilarak yeni SSR markoérleri geligtiriimistir. Gelistirilen markorler genetik gesitlilik ve
haritalama g¢aligmalarinda kullaniimistir. Ayrica, halka agik veribankalarindan temin edilen
EST dizileri kullanilarak SSR markérleri gelistiriimistir. Bu markérler de genetik gesitlilik
analizlerinde ve haritalama ¢alismalarinda kullaniimistir. Béylece, molekuler genetik calismalar
icin ihmal edilmis bir tir olan hashas genomu igin yeni genomik araglar gelistiriimistir.

Proje kapsamina dusuk ¢oézinurlikte genomik-SSR ve AFLP markérlerine dayal bir molekiler
genetik baglanti haritasi olusturulmustur. Bu haritanin  ¢ézindrliginin  artiriimasi
¢alismalarina laboratuvarimizda bir doktora galismasi kapsaminda devam edilecektir.

Proje kapsaminda haghas bitkisi icin dnemli bazi agro-morfolojik karakterler ve morfin icerigi
igin iliskilendirme analizleri ile bazi QTL lokuslari belirlenmistir.
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EK-2

YARARLANILAN KAYNAKLAR LISTESI iGIN
BiBLIYOGRAFIK VERILERIN
GENEL DUZENLEME SEKLI

Yararlanilan kaynak;

1. Periyodik yayin ise; yazar(lar)in, soyadi, adinin basharfi, makale adi, derginin adi
(varsa uluslararasi kisaltmalari), cilt no, sayi no, baslangi¢ ve bitis sayfa no, yil.

Ornek: OZSOYLU S., Kogak N., Deniz Mavisi Histiositozisi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Dergisi, 16, 304-9, (1973).

2. Kitap ise; yazar(lar)'in, soyadi, adinin bagharfi, kitabin adi, editérin adi (varsa), cilt no,
basimevinin adi, yayinlandidi yer, basim yili, sayfa no.

Ornek: ARIMAN, A., Progress in Particle and Nuclear Physics, ed: Wilconsin D., Vol:1,
Pergamon, New York, (1978). Pp: 41.

3. Kitaptan bolim ise; yazar(lar)'in, soyadi, adinin basharfi, bolimun adi, bélimin alindigi
kitabin adi, editériin adi (varsa), cilt no, basimevinin adi, yayinlandigi yer, basim yili,
sayfa no.

Ornek: ARIMAN, A., Progress in Particle and Nuclear Physics, ed: Wilconsin D., Vol:1,
Pergamon, New York, (1978). Pp: 41.

4. Tez veya proje ise; yazar(lar)in, soyadi, adinin basharfi, tezin adi, tezin tart (Ph.D.,
M.Sc.), tez galismasinin yapildigi kurulusun adi ve adresi, galismanin yapildigi yil.

Ornek: TASCIOGLU, S., Blister Bakirin Perlitle Aritiimasi, (Doktora Tezi), istanbul
Universitesi Mihendislik Fakdltesi, (1984).

5. Teblig veya rapor ise; yazar(lar)'in, soyadi, adinin bagharfi, tebligin adi, kongre-seminer
adi, sunuldugu yer, basim yeri, yil, sayfa no.

Ornek: FEUER, H., Aydin, A., Preparation and Reactions of 4-Nitro-5,6-Diphenyl-2H-

Pyridazine-3-one, 6" Int. Congress of Heterocyclic Chemistry, Tehran-Iran, (1977) pp:
418-9.
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