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OZET

SECILMIS KARAYEMIS (Prunus laurocerasus L.) GENOTIPLERININ SSR
MARKIRLARI iLE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

HALE ORTA

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bahge Bitkileri Anabilim Dal1, 2016
Yiksek Lisans Tezi, 48s.

Danisman: Prof. Dr. Ali ISLAM

Bu calismada molekiiler markirlardan SSR teknigi kullanilarak karayemis genotipleri
arasinda farkliliklar1 ortaya koymak amaglanmistir. Karayemis bitkisi, Rosacea familyasi
icerisinde Prunus laurocerasus veya Laurocerasus officinalis olarak bilinmektedir. Calisma
TUBITAK 1070257 nolu projenin devann niteligindedir.

Secilmis tiplerin olusturduu proje materyali tizerinde SSR teknigi kullamlmustir. Bu
genotipler Ordu Universitesi Arastirma ve Uygulama arazisinde bulunmaktadir. Arastirmada
genotipler arasindaki filogenetik iligkiler, polimorfizm oranlar1 ortaya konmustur.

Prunus tiirlerinden gelistirilmis 15 SSR primer ¢iftinin kullanildigr bu ¢alismada, PCR
calismalar1 ile elde edilen analiz sonucunda 13 tane SSR primeri skorlanabilir DNA
vermistir. SSR primerlerinden skorlanabilen bant sayisi en az 3 allel ile UDAp-401
primerinden, en fazla 17 allel ile BBCTOO1 primerinden elde edilmistir. Toplam bant sayis1
primer basina ortalama 9’dur. Polimorfik bant sayisi primer basina ortalama 8.38’dir. Elde
edilen toplam 117 banttan 109’u polimorfik bulunmus ve polimorfizm oran1 % 93.5 olarak
hesaplanmustir.

Tiirkiye’de karayemis tiiriine ait SSR bulgulari, bolgede bundan sonraki 1slah ¢aligmalarina
ebeveyn seciminde bir basamak olustururken, karayemis genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda, karayemis genotiplerinin
karakterizasyonunda kullanilabilir.

Anahtar kelimeler: Prunus spp. , Laurocerasus officinalis, Taflan, DNA, Polimorfizm,



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION AMONG SELECTED CHERRY
LAUREL (Prunus laurocerasus L.) GENOTYPES USING SSR MARKERS

HALE ORTA

The University of Ordu
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Horticulture, 2016
M.Sc. Thesis, 48p.

Supervisor: Prof. Dr. Ali ISLAM

The aim of the study is to determine the differences among cherry laurel genotypes using
SSR technique. Cherry laurel is known as Prunus laurocerasus or Laurocerasus officinalis
in Rosacea family.

The material of the project is the promising types of the project which supported by
TUBITAK (project number 1070252). These genotypes propagated vegetative were in the
University of Ordu, Research and Application garden. SSR technique of molecular marker
was used, phylogenetic relationships were showed, polymorphism was disclosed.

15 SSR locus selected from Prunus species were used and 13 SSR primers showed scorable
band. While the minimum scorable band was 3 alleles from UDAp-401, the maximum band
was 17 alleles from BBCTO001 primer. Total 107 bands were found polymorphic. The
number of polymorphic band was 8.38 per primer and polymorphism rate was % 93.5.

The result showed that SSR findings of cherry laurel can be used in the characterization of
the genotype, creating a step in parent choice and the comparison of the genetic collection in
cherry laurel.

Keywords: Prunus spp., Laurocerasus officinalis, Taflan, DNA, PCR, Polymorphism,
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1. GIRIS

Tiirkiye diinyanin 6nemli gen merkezlerinden biridir. Bu yiizden yurdumuz birgok
meyve tiiriiniin anavatan1 konumundadir. Ulkemizde zengin dogal kaynaklara ve
cesitlere sahip dnemli bolgelerden biride Karadeniz bolgesidir. Bolgede farkli meyve
ve bitki topluluklart mevcuttur. Bunlardan biri olan karayemis bolgede dogal olarak

yetismekte olup hem meyve hem de siis bitkisi olarak kullanilmaktadir.

Karayemis Spermatopyta bolimii, Angiospermaea alt bolimi, Magnoliatae
(Dicotyledones) sinifi, Rosaceae familyasi, Prunoideae alt familyas1 Laurocerasus
Duhamel. cinsine ait bir tiirdiir. Bu tiiriin Latince ad1 Prunus laurocerasus (L.) Mill.
veya Laurocerasus officinalis Roemer’dir (Ozbek, 1978). Ulkemizde bu tiiriin,
yaygin olarak kullamlan ismi ‘taflan’dir (Islam, 2005). Meyveleri olgunlastiktan
sonra yas olarak tiiketilebilir. Ayrica meyveleri recel, pekmez, tursu yapilarak ve
kurutularak da degerlendirilmektedir. Tokluk hissi verdiginden diyet yiyecegi
olarakda tiiketilebilir. Pastacilikta, hosaf ve kompostolara aroma vermek igin
kullanilir. Ayn1 zamanda eczacilik sanayinde de kullanilmaktadir (Giiven ve Geggil,

1961; islam, 2008; Eser ve ark., 2014).

Herdem yesil olmasi nedeniyle park ve bahgelerde siis bitkisi olarak, ¢igekgilikte
celenk yapiminda ve evlerin riizgar alan yoniine dikilerek riizgar kiran olarak

kullanilir (Islam ve Deligoz, 2012).

Son zamanlarda birgok iilke yeni ve farkli meyve tiirlerinin arastirillmasina onem
verdigi gorlilmekte olup bu tiirlerin 6zelliklerinin belirlenmesi, iiretilme teknikleri,

kullanim alanlari, kiiltiire alma ¢alismalar1 6nem kazanmaktadir.

Insanoglu artik, kendi damak zevkine uygun cesitler arayarak, bitkilerin tibbi besin
degerlerini inceleyerek daha bilingli beslenmeye calismaktadir (Ayaz ve ark., 1997a;
1997b; Kadioglu ve Yavru, 1998).

Biyoteknolojide goriilen hizli ve yeni gelismeler, bitki gen kaynaklarina ait yapilan
caligmalarda, 6zellikle genetik cesitliligin korunmasi, tiretimi, karakterizasyonu, 1slah
ve akrabalik derecelerinin belirlenmesi gibi amaglar dogrultusunda katkilar

saglamistir.



Bitkilerdeki genetik varyasyonlarin belirlenmesi ve bunlarin siniflandirilmasinda
oncelikli olarak morfolojik, fizyolojik ve sitolojik 6zellikler kullanilmis olup daha
sonra bu asamayir daha da kisaltmak amaci ile biyokimyasal markdrler
gelistirilmistir. Son zamanlarda ise molekiiler seviyede calismalar hiz kazanmistir

(Scarano ve ark., 2002).

Son yillarda gen kaynaklarimin korunmasi i¢in yapilan morfolojik ve biyokimyasal
caligmalar yetersiz kalmis olup molekiiler markdér calismalart 6nem kazanmustir.
Basit dizi tekrar1 (SSR- Simple Sequence Repeat) olarak bilinen mikrosatellit
markorler; uluslararasi veri paylagimi, ko-dominant ve kararli markor olmasi, yiiksek
polimorfizm gdstermesi bilgilendirici, tekrar edilebilir ve otomasyona uygun olusu,
tiirler aras1 geciskenlik 6zeligini barindirmasi ve bilgilendirici bir markor sistemi
olmasindan dolay1 6n plana ¢ikarmaktadir (Weber ve May, 1989; Yamamoto ve ark.,

2001; Wiinsch ve Hormaza, 2002).

Bu caligmada 43 karayemis genotipi kullanilmis olup 15 SSRs (Simple Sequence
Repeats) primeri ile genetik tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen genetik bulgular
ile populasyon i¢i genetik benzerlikler, akrabalik dereceleri, populasyona ait DNA

kimlik bilgilerinin (allel verileri) tespit edilmesi amaglanmistir.



2. LITERATUR OZETI

Avrupa'nin giiney dogusu, Balkanlar ve Kuzey Iran basta olmak iizere diinyanin
degisik yorelerinde karayemis formlarina rastlanmaktadir. Bitkinin diinya tlizerinde
dogal yayilma alam1 Karadeniz'in dogu bolgeleri, Kafkaslar, Toroslar, Kuzey ve

Dogu Marmara'dir (Zeybek, 1960; Ansin ve Ozkan, 1993).

Karayemis agaglar1 yaprakli aga¢, ¢cok boylu cali veya aga¢ formunda ya da
makilerle karismis bir tiir olarak bulunur. Karayemis Karadeniz bolgesinde yaygin
olmak iizere Marmara’da ve Giiney Anadolu’da yetismektedir. Karadeniz
Bolgesi’nde Karadeniz kiy1 ormanlarinda Rize, Trabzon, Giresun, Ordu ¢evresinde,
Macka Meryemana Vadisi’'nde, Giresun, Sinop (Ayancik), Zonguldak (Devrek),
Kastamonu, Bartin ve Bolu gevresinde orman ve orman kiyilarinda rastlanir..
Yenilebilir formlarin ise daha ziyade dogal ortamlardan alinarak yore halkinin kendi
bahge kenarlarinda yetistirdigi goriilmektedir (Islam, 2005). Kiiltiir karayemislerine
Dogu Karadeniz bélgesinin genelinde rastlamak miimkiindiir (Islam ve Odabas,
1996).

Karayemis yetistiriciligi ve yayginlastirnlmasi konusunda pek c¢ok makale
bulunmaktadir (islam ve Odabas, 1996; islam, 2002; Bostan ve Islam, 2003; islam ve
ark, 2010). Bu ¢aligsmalar karayemisin bitki ve meyve ozellikleri, genotiplerin ortaya
cikarilmasi iizerinedir. Yine meyvesinin iglemesi (Tarak¢t ve ark., 2014) ve tip

alaninda da (Gliven ve Geggil, 1961; Eser ve ark., 2014) ¢alismalar mevcuttur.

Bitkilerde molekiiler markér kullanimu ilk izoenzimlerle baslamistir. izoenzimlerin
yetersizligi ise DNA markodrlerin kullanimina olanak saglamistir. Ayni DNA
bolgesinin genomlar arasinda olup olmamasi, bulunmasi halinde o bolgenin ayni
biiyiikliikte olup olmamasini tespit eden DNA markdrlerin 6nemli avantajlar
bulunmaktadir.  Genetik  tanimlamalar  sirasinda  hiicresel ~ etmenlerden
etkilenmemeleri, tekrarlanabilme 6zelliklerinin yiiksek olmasi ve bilgi birikiminin

fazla olmasi bunlardan birkagidir.

DNA markorlerin bitkilerde kullanomi PCR temelli olmayan RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) markorlerle baslamis olup, PCR (PZR)
(Polymerase Chain Reaction = Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tekniginin ortaya

cikmasi ile birlikte PCR’a dayali DNA markorler genetik tanimlamalarda



kullanilmaya baslanmistir. Bu amacla kullanilan markdrlerin basinda ise, RAPD,

AFLP, SSR, ISSR, SNP gibi markdrler gelmektedir (Celikkol, 2011).

SSR markorler (mikrosatelit), bitki DNA’s1 boyunca rastgele dizilmis penta-, tetra-,
tri-ve diniikleotit gibi kisa tekrar dizileridir (Zietkiewicz ve ark., 1994). Okarydtik
genoma Ozgiinliikk gosteren mikrosatellitlerin (Litt ve Luty, 1989), ko-dominantlik,
yiiksek polimorfizm gostermesi, ¢ok sayida allel iiretebilir olmasi, tekrar etmesi ve
otomasyona uygun olmasi, aymi tiir ve familyaya ait cinsler arasinda transfer
edilebilir olmasi, uluslar arasi veri tabanlarinin karsilastirmasina olanak saglamasi
yoniinden kullanigh  bir yontemdir. SSR markoérlerin  bu avantajlari, bitki
tanimlamada diger DNA markorlere (RFLP, RAPD, AFLP vb) gore daha ¢ok tercih
edilmesini saglamistir (Altinbay, 2012).

Cipriani ve ark., (1999), SSR markirlariin yiiksek polimorfizm gésterdigini ve SSR
bolgelerinin korunmus bolgeler olduklari i¢in yakinlik gosteren Prunus tiirleri

arasinda transferlerinin rahatlikla saglanabilecegini aciklamistir.

Boritzki ve ark., (2000), 128 kiraz genotipinin molekiiler karakterizasyonunu
belirlemek amaci ile 13 SSR primeri ve 10 AFLP primeri kullanilmistir. Calisma

sonucunda AFLP lokuslarinda 5-26 arasinda farkli allel sayilart belirlenmistir.

Downey ve Lezzoni, (2000), kara kiraz genetik kaynaklarina ait yapilan bu
calismada 66 kara kiraz c¢esiti 8SSR primeri ile genetik tanimlamalar
gerceklestirilmistir. Calismada 8SSR primerinden 4’linde basarili ¢ogaltim

saglanirken toplam 54 allel bulunmustur.

Aka Kagar, (2001), Tiirkiyede yetistirilen 6nemli kiraz ve visne cesitleri DNA
parmak izi yontemi ile gruplandirilmasi konusunda ¢alisilmis olup RAPD ve SSR
markirlart ile tanimlanmistir. Kiraz ve visne g¢esit ve tiplerinden lokus basina 4-7
arasinda degisen alleller elde edilmistir. Visneden izole edilmis olan pceGA34

primeri en yiiksek polimorfizm gdsteren primer oldugu vurgulanmistir.

Sandalli, (2002), karayemisin {i¢ gesiti ile yabani formunu birbirinden ayirmak igin

yapilan bir ¢alismada 14 RAPD markoér kullanilmastir.

Wiinsch ve Hormaza, (2002), yaptiklari ¢alismada 76 kiraz genotipinde 24 SSR

primeri kullanmislardir. Genotiplerin biiyilk ¢ogunlugu ayni grup igerisinde yer



alirken bir kismi ayr1 gruplar olusturmustur. Diger bir ¢alismada ise Struss ve ark.,
(2003), 48 kiraz genotipi i¢in 15 SSR markir1 ve 4 EcoRI-Msel AFLP primeri

kullanilarak kiraz ¢esitlerinin gruplandirilmasini saglamistir.

SSR teknigi kullanilarak Prunus tiirlerinde Aranzana (2003), 109 SSR primeri
kullanarak seftali, kiraz ve bademde polimorfizm oranlarin1 belirlemeye calismistir.
Genetik haritalamada 8 grup olusmus olup 24 tekli lokus elde edilmistir. En yiliksek

polimorfizm seftaliden elde edilmistir.

Mnejja ve ark., (2004), yiiksek oranda polimorfizm gosteren japon erik gesitlerinden
Santa Rosa erik c¢esidinde 38 mikrosatelit kullanilarak yapilan bir ¢calismada, %73

heterozigotluk gozlenmistir.

Aka Kagar ve ark., (2005), tarafindan Tiirkiye’de yetisen 7 kiraz ¢esidi ve 3 yabanci
kiraz ¢esidi 13 SSR primeri kullanilarak genetik tanimlama yapilmistir. 8§ SSR
primeri amplifikasyon olusturmustur. Allel sayilar1 1-6 arasinda olup toplam 38 allel

elde edilmistir.

Kagar ve ark., (2006), Kuzey ile Dogu Avrupa iilkeleri ve Rusya’dan toplanan
germplazmlarin Tiirkiye’den toplananlar ile birlikte genetik iligkilerini karsilagtirmak
i¢in vigne (Prunus cerasus) ve P. Fruticosa Pall. i¢ceren 81 kiraz seleksiyonunu 5
SSR primeri kullanilarak karsilastirmiglardir. Primer giftlerinden 5-20 arasinda farkli
allel ve yiiksek oranda polimorfizm elde edilmistir. En yiiksek polimorfizmi kirazdan

gelistirilen PMS49 primeri saglamigtir.

Wiinsch, (2009), bazi Prunus tiirlerinde polimorfik olan bir grup aday mikrosatellit
markori P. persica, P. dulcis, P. armeniaca, P. cerasifera, P. domestica, P. salicina,
P. insititia, P. avium, P.cerasus, P. Mahaleb olmak tizere 10 Prunus tiiriinde test
etmistir. Bu ¢alismada test edilen tiirlerdeki polimorfik SSR markér grubu segilmis
ve bu markdrlerin Prunus cinsindeki genetik calismalarda kullanilabilirlik durumu

tartisilmistir.

Tirkoglu ve ark., (2010), P. avium, P. mahaleb, P. cerasus, P. angustifolia ve P.
Laurocerasus arasinda genetik iliskilerin belirlenmesi konusunda 10 SSR
primerinden yararlanmistir. Lokus bagina allel sayis1 8-12 arasinda degismis olup
heterozigotluk derecesi 0.61 olarak bulunmustur. Dendrogram ise 2 ana dallanma

olusturmustur. Karayemis birinci ana grupta, kiraz ve visne ile beraber yer almistir.



Ercisli ve ark., (2011), Coruh vadisinde farkli ortamlardan toplanan 18 yabani kiraz
genotipleri 10 SSR primerleri kullanilarak genetik varyasyonu belirlenmeye
calisilmistir. Dokuz genotipin yiiksek oranda benzerlik oranina sahip oldugu, iki
genotipin ise meyve agact ve meyve Ozellikleri bakimindan farklilik gosterdigi

sonucuna varilmistir.

Dogan, (2011), 7 addet AFLP primerinin kullanildigi bu c¢alismada 48 yerli ve
yabanci kiraz ¢esitleri arasindaki genetik iliskiyi belirlemek ve Stello X 0900 ziraat
cesitleri arasinda yapilan ¢aprazlama sonucu elde edilen F1 bireylerinde S allellerinin

belirlenmesi amaglanmistir. Polimorfizm oran1 % 68-100 arasinda tespit edilmistir.

Celikkol, (2011), Tiirkiye’nin 6nemli erik c¢esitlerinin genetik karakterizasyonuna
yonelik olarak yapilan bu arastirmada, 24 (17 yerli, 7 yabanci) ¢esidin SSR’a dayali
genetik karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Calismada erikten gelistirilen bir,
kayisidan iki, kirazdan iki, seftaliden gelistirilmis li¢ primer olmak {izere toplamda 8

SSR primeri kullanilmig olup homonim ve sinonim ¢esitler belirlenmistir.

Acunalp, (2012), Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisiinde yapilan bir
calismada ise kiraz genetik kaynaklarinin belirlenmesi tanimlanmasi ve korunmasi
amaci ile Isparta-Egridir Arastirma Istasyonundan alinan 45 kiraz genotipinin DNA
markorlerinden SSR teknigine dayali genetik karakterizasyonu yapilmis olup ¢esitler

arasi benzerlik oranlar1 bulunarak, sinonim ve ¢esitlerin benzerligi belirlenmistir.

Aksu ve ark., (2012), Isparta Meyvecilik Arastirma Istasyonunda yapilan galismada
kiraz ve visne tiirlerinde anag olarak kullanilmak {izere selekte edilen yabani visneler
RAPD molekiiler yontemi ile tanimlanmis olup, farkli bolgelerden selekte edilen 38
yabani visne tipi 16 RAPD primeri kullanilarak arastirilmistir. Tipler arasinda
genetik benzerligin yakin oldugu, tiplerin cografi konum benzerlikleri ile genetik

iligkilerinin arasinda dogrusal bir oranin olmadigini gérmiislerdir.

Stanys ve ark., (2012), 31 kiraz gesidinde 15 SSR primeri kullanilarak alleller

tanimlanmis olup ayirt edici genotipler belirlenmislerdir.

Yilmaz ve ark., (2012), kayisida genetik ¢esitligi belirlemek amaci ile SSR, RAPD,
ISSR yontemlerini kullanmislardir. Malatya’dan segilen bir genotip dahil olmak

lizere 45 kayis1 genotipi lizerinde calisiimistir. En yiiksek polimorfizm % 98 orani ile



SSR yonteminden elde edilirken, % 88 orani ile ISSR’da ve % 77 orani ile RAPD

primerlerinden elde edilmistir. Benzerlik degerleri 0.49 - 0.94 arasinda bulunmustur.

Hajyzadeh ve ark., (2013), tarafindan Kocaeli ilinde mevcut bahgelerde
tiikketilebilirligi tespit edilen karayemis c¢esitlerinde SSR teknigi uygulanmis ve 40

tipin genetik benzerlik ve farkliliklari belirlenmislerdir.



3. MATERYAL ve YONTEM

Bu calisma 2015 ve 2016 yillar1 arasinda Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahge
Bitkileri Boliimii ve Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce Bitkileri Boliimii

Bitki Biyoteknolojisi Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Materyal

Bu calisma 2015-2016 yillar1 arasinda 8 ay siire ile Ordu Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Bahge Bitkileri Boliimii ve Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bahce
Bitkileri Bolimii  Bitki  Biyoteknolojisi Laboratuvarinda  gergeklestirilmistir.
Arastirmada, Karadeniz Bolgesi’nden secilmis toplam 43 genotip iizerinde
calisilmistir (Sekil 3.1 ve 3.2). Bu genotiplerin illere gére dagilimi asagida yazilmis
olup Cizelge 3.1°de verilmistir.

Artvin ilinden secilmis genotipler: A19, A4, Al4, A23

Rize ilinden se¢ilmis genotipler: R19, R135, R27, R27x, R20, R24, R24x, R5, R137,
R19, R25, R149, R142, R14,

Trabzon ilinden se¢ilmis genotipler: T214, T203, T87, T303, T193, T219, T217,
T94, T159, T216, Sar1, Keller

Giresun ilinden segilmis genotip: G40
Ordu ilinden se¢ilmis genotipler: 044, 020, 026, 029, 027

Samsun ilinden se¢ilmis genotipler: S25, S21, S24, S37, S16, S51, S3



Sekil 3.1. Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Alaninda bulunan bir

karayemis bitkisi (O29 nolu genotip)

i =

Sekil 3.2. Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama alani1 karayemis parseli



Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan karayemis genotipleri

NO GENOTIP NO GENOTIP
1 R126 23 R137
2 R135 24 R19
3 T214 25 G40
4 T203 26 R25
5 R27 27 R149
6 Al19 28 S24
7 R20 29 S37
8 044 30 T193
9 R24 31 T219
10 A4 32 T217
11 T87 33 S16
12 Al4 34 T94
13 020 35 R142
14 R27x 36 S51
15 R5 37 R24X
16 026 38 T159
17 029 39 027
18 T303 40 T216
19 KELLER 41 S3
20 Sari 42 A23
21 S25 43 R14
22 S21

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu I¢in Yaprak Orneklerinin Alinmasi

DNA izolasyonu i¢in bitkilerin hasatliktan ve zararlilardan ari olan yeni agmakta
olan geng¢ siirgiin yapraklari kullanilmigtir. Bitkiden siirgiinler ile birlikte alinan
yapraklar laboratuvara getirildikten sonra burada siirgiinlerden ayrilmis yapraklar
Tissue Lyser cihazinda sivi azot (-196 T)ile muamele edilerek 6giitilmiis ve DNA

izolasyonuna kadar -80 C de muhafaza edilmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Yaprak 6rneklerinin tiiplere konulmasi ve Tissue Lyser cihazinda giitiilmesi

3.2.2. DNA izolasyonu
Ogiitiilmiis 6rneklerinin iizerine 700 ul CTAB soliisyonu (CTAB + % 2
mercaptaetol) eklenerek &rnekler karistirilmustir. Islem asamalari asagida sirayla

aciklanmis ve Sekil 3.4’te sunulmustur.

1. 65 C de 30 dk ornekler bekletilmistir.

2. Ara ara tekrar karistirilmistir

3. 700 pl kloroformisoamil (24:1 ) eklendi ve13000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

4. Ust s1v1 temiz bir ependorf tiipe aktarilarak iizerine 5 M NaCl soliisyonu ve 420 ul

izopropenol eklenmistir.
5. Tipler karigtirilip ve 13000 rpm de 20 dk santrifiij yapilmistir.
6. Tiiplerdeki sivilar dokiiliip ve pellet 1 ml % 70°lik alkol ile yikanmustir.
7.13000 rpm de 20 dk santrifiij yapilmistir.

8. Alkol tiiplerden bosaltild1 kisa santrifiij yapilip ve pellet iyice kuruduktan sonra
iizerine 55 ul Tris EDTA eklenerek ve pellet ¢oziilmiistiir.

DNA ekstraksivon soliisyonun icerigi:
e 9% 2’lik CTAB soliisyonu igin (100 ml)
e 2grCTAB
e 2 ml NaCl (M)
e 4mlEDTA (0.5M) pH:8.0
e 10 ml Tris—HCI(1 M) pH:8.0

e 40.3mlsafsu
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Sekil 3.4. DNA izolasyon agsamalari

3.2.3. DNA Kalite ve Miktarinin Belirlenmesi

Izolasyonu gergeklestirilen DNA’larin kalitesi ve miktarlar1 spektrofotometre ile
(NanoDrop ND 100) ol¢iimler yapilarak belirlenmistir (Sekil 3.5). Olgiimleri
gerceklestirilen DNA’lar ile ilgili hesaplamalar yapilmis ve DNA miktarlar1 ayni
olacak sekilde seyreltilmistir.

Sekil 3.5. DNA miktar ve kalitesinin NanoDrop’da 6l¢iilmesi

3.2.4. SSR Analizleri

Tez calismasinda kullanilan genotiplere ait yaprak orneklerinden izole edilen DNA’
lar ve sentetik SSR primerleri kullanilarak PCR reaksiyonlar1 gerceklestirilmistir.

Calismada kullanilan PCR reaksiyon ve dongii kosullari asagida belirtilmistir.

12



Kimyasallar ve konsantrasyonlari Kullanilan miktar (ul)

dd H,O 5.00
PCR Master Mix 2X 8.00
MgCl, (25 mM) 0.50
M13 primer (Forwed ve Reverse) 0.50
F+R primer (2 uM) 1.00
Tag DNA polimeraz(500 Unite) 0.05
DNA (5 ng) 5.00
Toplam hacim 20 pl

olacak sekilde asagidaki reaksiyonlar gerceklestirilmistir.

PCR dongii programi ise toplam 35 dongii olacak sekilde asagida verilmistir.

95 °C 5 dk 6n denatiirasyon

95°C 1 dk DNA cift iplik¢iginin ayrilmsi "denatiirasyon”
55 °C 30 sn primer baglanmas1 "anneling”

72°C 1 dk yeni iplikgiklerin yazilimi "uzama”

72°C 6 dk son yazilim

4°C oo

Toplam 35 dongii

3.2.4.1. SSR Lokuslarina Ait Primerler
Calismada, PMS49, PceG25, PMS40, PMS67, PceGA34, UDP98-21, PMS2, PMS3,

PceGAS9,

UDP96-005, UCD-CH17, UDAp-401, BBCTO001, BBCTO002 ve

BBCTO005 olmak iizere 15 SSR primeri kullanilmistir (Cizelge 3.2). Protokole uygun

hazirlanan primerler PCR yapildiktan sonra poliakrilamid jelde kosturulana kadar

+4°C de bekletilmistir.
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Cizelge 3.2. SSR lokuslarina ait bazi primerlerin baz dizileri, Tm (°C), hangi tiirde
kullanildiklari, baz biiyiikliikleri ve referanslari
No Pr;?ler Primer dizisi Tm Tiir ad1 Bp Referans
F: TCACGA GCAAAAGTG TCT Karayemis Hajyzadeh ve ark., (2013)
1| PMS49 CTG 50
R: CACTAACAT CTC TCC CCT Kiraz Cantini ve ark., (2001
cce 79-185 -+ (2001)
F: GCCAATT CGA GCT GTATTT Karayemis Hajyzadeh ve ark., (2013)
2 | PceGA25 CAG ATG 49
R: CAG TTG GCG GCT ATC ATG Ki Cantini K. (2001
TCT TAC iraz 141-198 antini ve ark., ( )
F: TCACTTTCGTCCATT TTC CC Karayemis Hajyzadeh ve ark., (2013)
3 | PMS40 |R: TCATTTTGG TCT TTG AGC 50 |,. .
TCG Kiraz 181-226 Cantini ve ark.,(2001)
F: AGT CTC TCACAG TCA GTT Karayemis Hajyzadeh ve ark.,(2013)
4 | PMS67 T 48
R: TTAACT TAACCCCTC TCC Kiraz 144-191 | Cantini ve ark., (2001)
CTCC 149-161 | Struss ve ark., (2003)
F: GAACAT GTGGTG TGC TGG TT Karayemis Hajyzadeh ve ark.,(2013)
5 | PceGA34 | R: TCC ACT AGG AGG TGC AAA 45 Vi D | i (2001
TG isne 140-174 owney ve lezzoni, ( )
F A" CAN TIGREA GAA Karayemis Hajyzadeh ve ark.,(2013)
6 UDP98- |TC 54
021 R: GAATAT GAG ACG GTC CAG : .
AAG C Seftali 145 Testolin ve ark.,(2000)
;:CCTAC TR CCA CRIgIRA Karayemis Hajyzadeh ve ark.,(2013)
7 PMS2 - —
] . 132-152 | Cantini ve ark.,(2001)
R: CCT GAG CTT TTG ACA CAT GC Kiraz 127151 | Struss ve ark.(2003)
gATg i ACT JERIETC ATT JBg Karayemis Hajyzadeh ve ark.,(2013)
8 | PMS3 R ACT GCA GAG AAT TTC ACA - 152-200 [ Cantini ve ark.(2001)
ACC A 153-203 | Struss ve ark.,(2003)
ZAA'\I'GC':A ACC AAA AGA ACG CTA Karayemis Hajyzadeh ve ark.,(2013)
9 | PceGA59 -
R: CCT AAA ATG AAC CCCTCT . -
ACA AAT Kiraz 181-256 | Cantini ve ark.,(2001)
P OTAACG CTC GET ACC ACA Karayemis 93101 | Tiirkoglu ve ark.,(2010)
R: CCT GCA TAT CAC CAC CCAG Kiraz 115-135
10 UDP96- 55 Visne 99-113
005 Mahlep 117-119
Tgde 156-186
. Cipriani ve ark.,(1998)
Seftali 155 Testoline ve ark.,(2000)
Ao ACT TCACTCATTTCA Kiraz 180-200 | Tiirkoglu ve ark.,(2010)
1 UCD- |R: ACT GCA GAG AAT TTC CAC 58 Vigne 178-202
CH17 |AACCA Mahlep 164
Igde 14-160
Kiraz 186-190
F:AAA CCC TAG CCGCCATAACT Karayemis 106-116
R: GCT AAA GGC CTT CCG ATA Kiraz 260-270
12 UDAp- |CC 60 Visne 262-272
401 Mahlep 138-146
Tgde 146-162
Kayisi 201 Messine ve ark.,(2004)
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3.2.4.2. Poliakrilamid Jel Hazirhgx

PCR reaksiyonlarinin goriintiilenmesi amaciyla Li Cor 4300 DNA Analizor Cihazi

kullanilmistir. Bu amacla ilk olarak poliakrilamid jel hazirlanmistir. Jel hazirligi igin

islem asamalar1 asagida verilmis olup Sekil 3.7°da goriilmektedir.

5 giire,

2.4 ml % 40’lik Akrilamid soliisyon(19 g Akrilamid + 1 g Bisakrilamid)
2 ml 10x’lik TBE buffer

10 ml saf su

0.1 g amonyum persiilfat + 1 ml saf su

Iyice karistirildiktan sonra son asamada 20 pl Temed ve 140 pl APS karisimin igine

eklenerek jel iki cam arasina dokiilerek ve 1 saat bekletilmistir. Hazirlanan jel Li-Cor

DNA 4300 Analizor Cihazina yerlestirilerek 25 dk 6n 1sitma yapilmistir.

Sekil 3.7. Jelin cihaza yerlestirilmesi
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DNA larm kosturulmasi i¢in gerekli formamid boya miktarlarini belirlemek amaci ile
tim primerlerin ilk 4 6rneklerinde 1 pl almmarak 1 pl, 5 pl ve 10 pl oranlarindaki
boyalar bu 6rneklere eklenmis, 6n denatiirasyona tabi tutulduktan sonra 6rnekler jele
yiiklenerek boya miktarlar1 belirlenmistir. Tiim O6rneklerde belirlenen boya
miktarlarma gore 1 ul DNA ve gerekli boya miktarlar ile hazirlanan 6rnekler
yiikkleme Oncesinde On denatiirasyona tabi tutulup jele yiiklenerek DNA’larin
kosturulmasi saglanmistir (Sekil 3.8 ve 3.9).

Sekil 3.8. Hazirlanan primerlere boyalarin eklenmesi

3.2.5. Verilerin Degerlendirilmesi, Benzerlik indeksi ve Dendrogramin
Olusturulmasi

SSR markdrleri ile yapilan molekiiler analizler sonucunda elde edilen jel goriintiileri
degerlendirilmis ve DNA bant varligt durumunda (1), yoklugu durumunda (0)
degerleri verilerek ikili (binary) matriks veri dosyasi hazirlanmistir. Dendrogramin
olusturulmasinda DARwin (Dissimilarity Analysis and Representation for Windows)
paket programi kullamilmistir (Perrier ve Jacquemoud-Collet, 2006). Oncelikle
Jaccard, (1908), yontemi kullanilarak bir benzerlik matriksi olusturulmustur. Bu
matriks kullanilarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Average) metodu ile kiimeleme (Cluster) analizleri yapilmis ve dendrogram elde

edilmistir.

16



4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu

Arastirmada kullanilan gesitlere ait DNA’larin % 1’lik agaroz jel elektroforezi
goriintiileri Sekil 4.1’de, spektrofotometrik Olglimleri (NanoDrop ND-1000) ise
Cizelge 4.1°de verilmistir. Spektrofotometrik Ol¢iimlerde A260 degeri DNA
miktarmi, A260/280 orani ise DNA’nin safligin1 belirlemede kullanilmakta olup,
oranin 1.18-2.21 arasinda olmasi DNA’nin PCR reaksiyonlar i¢in kullanilabilecek

diizeyde olmasini ifade etmektedir.

Sekil 4.1. Arastirmada kullanilan baz1i ¢esitlere ait DNA’larin % 1°lik agaroz jel
elektroforez goriiniimii
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Cizelge 4.1. Arastirmada kullanilan ¢esitlere ait DNA’larin spektrofotometrik degerleri

TIiP NO A260(ng/ul) A260/280
1 790.03 2.07
2 5363.34 1.18
3 919.26 2.15
4 1337.89 2.19
5 1263.51 2.24
6 5181.25 1.49
7 584.3 2.09
8 78.79 2.06
9 567.66 2.12
10 482.96 2.14
11 385.91 2.13
12 308.3 2.12
13 2316.59 2.04
14 456.92 2.14
15 585.64 2.09
16 4895.77 1.79
17 5346.79 1.22
18 334.88 2.1
19 210.22 221
20 520.73 2.11
21 1519.69 221
22 2396.15 1.9
23 4947.52 1.59
24 310.64 2.05
25 353.04 2.11
26 543.12 1.94
27 2220.49 2.12
28 1477.06 2.17
29 418.61 2.13
30 625.89 2.08
31 4327.36 1.73
32 1192.35 2.2
33 1882.09 2.13
34 1620.36 2.07
35 451.18 2.05
36 1275.47 2.15
37 498.94 1.74
38 2396.5 2.12
39 3579.06 2.04
40 405.19 2.11
41 1279.37 2.1
42 4494.53 1.73
43 4100.06 1.8
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4.2. Poliakrilamid Jel Goriintiilerinin Degerlendirilmesi
Calismadan elde edilmis olan bazi jel goriintiileri Sekil 4.2 - 4.10°da verilmistir. Elde

edilen bantlardan binary matrix olusturmak i¢in bantlarin varliginda (1) yoklugunda

(0) olarak skorlanmustir.

12 3 456 78 91011121314 15 16 171819 20 21222324 25 262728293031 32 33 34353637 3839 40414243

- —_— T — — e e -—-——

Sekil 4.2. PMS67 SSR Primeri ile elde edilen amplifikasyon tiriinlerinin jel goriintiisti

12 3 456 78 9 10111213141516 17 18 19 20 21 222324 25 26 272829 30 31 323334 3536 37 38 39 40 414243

.
-

‘-_:__:‘ ‘m._ )t —

Sekil 4.3. PMS 49 SSR primeri ile elde edilen amplifikasyon tirtinlerinin jel goriintiist

12345678 91011121314 1516 17 18 19 202122 2324 2526 2728 29 303132 333435 363738 39 40 414243

L R ———— g O D R T cem G SR

Sekil 4.4. UDAp-401 SSR primeri ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin jel gorintiist

12 3 4 567 8910111213 141516 1718 19 20 21222324 2526 2728 29 303132333435363738 39 404142 43

Sekil 4.5. UDP98-021 SSR primeri ile elde edilen amplifikasyon tirtinlerinin jel gériintiisii
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123 45 67 8 9 10111213 1415 16 1718 1920212223 24 2526 2728293031 3233 343536 373839 40 414243

Sekil 4.6. PMS 3 SSR primeri ile elde edilen amplifikasyon tiriinlerininin jel goriintiisii

12345 6 7 8 9 10111213 14 1516 171819202122 2324252627 28 2930 313233343536373839 40414243

Sekil 4.7. UCD-CH17 SSR primeri ile elde edilen amplifikasyon {irlinlerinin jel gériintiisii

123456 789510111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940414243

p— —_— —— — - ——— . —— ———
o - - - — —
- - - — e — - - - -

Sekil 4.8. BBCT005 SSR primeri ile elde edilen amplifikasyon iiriinlerinin jel gortntiisii

Sekil 4.9. PceGA25 primeri ile elde edilen amplifikasyon {irtinlerinin jel gériintiisti

Sekil 4.10. PMS40 primeri ile elde edilen amplifikasyon tirlinlerinin jel goriintiisii
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Arastirmada kullanilan 15 SSR lokusuna ait allel biiyiikliikleri baz cifti (bp, base

pair) olarak Cizelge 4.2’de sunulmustur. Tabloda UDP98-021 primerinin allel
biyiikliigii 108-124 arasinda bulunurken, BBCTO005 primerinin 220-246 arasinda

bulunmustur.

Cizelge 4.2. Kullanilan SSR lokuslarina ait allel biyiikliikleri (bp)

Kullamlan SSR  Elde Edilen bp Diger Referanslar
primerleri Arastiricilarin
Bulgular: bp
Karayemis Karayemis Kiraz
PMS67 154-180 - 144-191  Cantini ve ark.,(2001)
149-161  Struss ve ark., (2003)
PMS49 180-186 - 79-185 Cantini ve ark.,(2001)
UDAp-401 150-154 106-116 260-270 Messiani ve ark.,(2010)
PMS2 146-162 132-152  Cantini ve ark.,(2001)
127-151  Struss ve ark., (2003)
UDP98-021 108-124 - - Hajzadeh ve ark., (2013)
Testolin va ark., (2000)
UDP96-005 112-146 93-101 115-135  Tirkoglu ve ark., (2010)
PceGA59 220-236 - 181-256  Cantini ve ark., (2001)
PMS3 135-160 - 152-200  Hajzadeh ve ark., (2013)
153-203  Struss ve ark., (2003)
UCD-CH17 150-162 - 180-200  Tiirkoglu ve ark., (2010)
PceGA34 142-155 - - Hajzadeh ve ark., (2013)
Downey ve lezoni., (2001)
BBCT001 315-350 - - -
BBCTO002 194-222 - - -
BBCTO005 220-246 - - -
PceGA25 - - 141-198  Cantini ve ark., (2001)
PMS40 - - 181-226  Cantini ve ark., (2001)

Karayemis genotipleri arasindaki genetik iliskinin belirlenmesi amaciyla 15 SSR

primeri kullanilarak yapilan PCR ¢alismalari ile elde edilen analiz sonucunda 13 tane
SSR primeri skorlanabilir bant vermistir. 13 SSR primerlerinden (PMS67, PMS49,
UDAp-401, PMS2, UDP98-021, UDP96-005, PceGA59, PMS3, UCD-CH17,
PceGA34, BBCT001, BBCT002, BBCTO005) skorlanabilen bant sayist 3 (UDAp-
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401) ile 17 (BBCTO001) arasinda degismektedir (Cizelge4.3). Toplam elde edilen
bant sayist 117°dir. Toplam bant sayis1 primer basina ortalama 9’ dur. Polimorfik
bant sayis1 primer basina ortalama 8.38’dir. En yiiksek polimorfik bant say1 170lup
BBCTO001 primerinden elde edilmistir. Elde edilen toplam 117 banttan 109’u

polimorfik bulunmus ve polimorfizm oranit % 93.5 olarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.3. SSR primerleri, toplam bant sayisi, polimorfik bant say1si, polimorfizm orani
TBS PMS

SSR Primerleri (Toplam (Polimorfik (Polimzroﬁ(zol/z) Oram)
Bant Sayisi) Bant Sayis1)
PMS67 11 9 81.81
PMS49 4 4 100
UDAp-401 3 3 100
PMS2 9 9 100
UDP98-021 9 8 88.88
UDP96-005 14 13 91.85
PceGA59 7 7 100
PMS3 10 8 80
UCD-CH17 6 5 83.33
PceGA34 7 7 100
BBCTO001 17 17 100
BBCT002 10 10 100
BBCTO005 10 9 90
Ortalama 9 8.38 93.52
TOPLAM 117 109

Calismada incelenen karayemis genotiplerinde yapilan SSR taramalarina dayal

benzerlik indeksi Sekil 4.11°de, dendrogram ise 4.12’de verilmistir.
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DARwin programi kullanilarak  benzerlik indeksine dayali dendrogram
olusturulmustur. UPGMA gruplandirmasiyla elde edilen dendrogram Sekil 4.12°de
sunulmustur.
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Farkli illerden toplanan karayemis genotiplerinin Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de bulunan
benzerlik indeksi ve dendrogram kiimesi beraber incelendiginde benzerlik oranlari

0.94-0.26 arasinda olmustur.

41 genotip kendi arasinda 2 ana gruba ayrilmis olup 1. grubu 0.50 orani ile Rize ve

Samsun ilinden secilen R16-S16 genotipleri olusturmaktadir.

2. grup ise yine kendi icerisinde gruplara ayrilmistir. Yukaridan asagiya 2. grup
incelendiginde ilk alt grupta T203-T214 genotipleri 0.94 benzerlik orani birbirine en
yakin bireyleri olusturmustur. Yine bu grup igerisinde Al4 genotipi bu genotiplere
0.90 oraninda benzerdir. 2. alt grup degerlendirildiginde Trabzon ve Samsun
illerinden segilen T193 ve S37 genotipleri 0.92 orani ile ikinci birbirine en yakin
genotipleri olusturmaktadir. Yine Trabzon ilinden segilen T219 genotipi 0.87 orani

ile bu genotiplere benzerdir.

R14 ve S3 genotipleri 0.88 orami ile 3. alt grubu olusturmaktadir. Biitiin bu alt
gruplara T303 ve Sar1 genotipleri sirastyla 0.79 ve 0.78 orani ile benzerdir.

4. alt grupta ise T159 ve T94 genotipleri bulunmakta ve benzerlik orani1 0.75’tir.Yine
biitiin bu 14 genotipe 0.67 orani ile 027 genotipi, O27 genotipi dahil 15 genotipe ise

0.60 orani ile S21 genotipi benzer bulunmustur.

Dendrogram kiimesinde 5. alt grupta Trabzon ve Rize illerinden segilen T217 ve
R149 genotipleri 0.67 orani ile benzer bulunmustur. Bu iki gruba Rize ilinden se¢ilen

R142 genotipi 0.62 oraninda benzerlik olusturmus olup bu grupta yer almaktadir.

6. alt grupta ise Trabzon illerinden se¢ilmis Keller ve T87 genotipleri 0.73 oraninda
benzerlik olusturmus olup, bu iki genotipe Ordu ilinden segilen O26 genotipi 0.60

benzerlik orani ile bu grupta yer almustir.

R24 ve R24x genotipleri 0.68 orani ile 7.alt grupta yer almaktadir. Yine bu grupta
Samsun ilinden secilen S51 ve S24 genotipleri 0.74, Artvin ve Trabzon ilinden
secilen A23 ve T216 genotipleri 0.61 orani ile yer almistir. Biitiin bu 28 genotipe ise

0.53 benzerlik orani ile Artvin ilinden se¢ilen A19 genotipi benzer bulunmustur.

Ordu ilinden segilen 029 ve 020 genotipleri 0.81 benzerlik orani ile 8. alt grupta yer

almaktadir. Bu iki genotipe 0.56 benzerlik orani ile Rize ilinden segilen R19 genotipi
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bu grupta yer almaktadir. Toplam bu 32 genotipe 0.49 benzerlik orani ile Rize

ilinden sec¢ilen R5 genotipi benzer bulunmustur.

Dendrogramda 9. alt grubu Samsun ve Artvin ilinden segilen S25 ve A4 genotipleri
0.67 orani ile ve bu iki genotipe 0.58 orani ile Rize ilinden segilen R135 genotipi ve
bu ti¢ genotipe 0.56 orani ile Rize ilinden se¢ilen R20 genotipi baglanmistir. Yine
Rize ilinden segilen R137 ve R27 genotipi 0.72 oraninda benzer bulunmus ve bu

grup altinda yer almistir.

Dendrogram kiimesinde alt gruplara inildik¢e benzerlik oranlarinin azaldigini

goriilmektedir.

Sekil 4.11°de verilen benzerlik indeksi incelendiginde Rize ilinden segilen R24x ve
R27x genotipleri 0.26 orani ile en uzak bireyler se¢ilmisken yine Rize ilinden R135-
R27x genotipleri ile R135-R25 genotipleri 0.29 orani ile 2. sirada en uzak bireyleri

olusturmustur.

Ordu ilinden segilen O44 nolu genotip ve Rize ilinden segilen R27x nolu genotip
diger 41 genotipten ayrilarak ayri dallanma olusturmustur. Dendrogram kiimesinde
ayrt dallanma olusturan Ordu ilinden segilen O44 ve R27x genotiplerinin birbirine

olan benzerlik oranlar1 0.36’dir.

Yine R27x’in 41 genotipe benzerlik oran1 0.36, O44 genotipinin 42 genotipe

benzerlik oran1 0.32 olarak tespit edilmistir.

Genotipler orjinleri olan iller i¢erisinde degerlendirildiginde Rize ilinden segilen 14
genotip (R126, R135, R27, R20, R24, R27x, R5, R137, R19, R25, R149, R142,
R24x, R14)ortalama olarak 0.43 orani ile en diisiik benzerlik oranini vermistir. R27
ve R137 genotipleri 0.72 orani ile Rize ilinden alinan ornekler arasinda en yakin
bireyleri olustururken, R27x ve R24x genotipleri 0.26 oram ile en uzak bireyleri
olusturmustur. Yine benzer bir sekilde R135-R27x ve R135-R5 genotipleri 0.29

orani ile uzak bireyler secilmistir.

Trabzon ilinden segilen 12 genotip ( T214, T203, T87, T303, T193, T219, T217,
T94, T159, T216, Sari, Keller) kendi igerisinde degerlendirildiginde ise Sekil
4.12°deki dendrogramda goriildiigii iizere T214-T203 genotipleri 0.94 ve T193-T219
genotipleri 0.88 orani ile en yakin bireyleri olustururken, T87-T159 ve T87-T216
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genotipleri 0.48 orani ile en uzak bireyleri olusturmustur. Genotiplerin kendi

iclerindeki benzerlik oranlari ortalama 0.60 olarak bulunmustur.

Samsun ilinden segilen 7 genotip (S25, S21, S24, S37, S16, S51, S3) arasinda
birbirine en yakin genotip 0.74 orami ile S24-S51 genotipleri olustururken en uzak
bireyleri 0.41 orani ile S25- S16 genotipleri olusturmustur. Ortalama olarak Samsun

ilinden secilen genotiplerin benzerlik oranlari ise 0.52 olarak bulunmustur.

Ordu ilinden segilen genotiplerde 5 genotipten (044, 020, 026, 029, 027 ) birbirine
en yakin bireyi 0.81 orani ile 020-029 genotipleri olustururken, birbirine en uzak
genotipleri O44-026 genotipleri olugturmustur. Yine Sekil 4.12°deki dendrogramda
goriildiigii gibi O44 nolu genotip dendrogramda ayr1 bir dallanma olusturmustur.
044 nolu genotip Ordu ilinden segilen diger 4 genotip ile degerlendirildiginde
ortalama benzerlik oranlar1 0.37 olarak tespit edilmistir. Ordu ilinden segilen tiim 5

genotipin ortalama benzerlik orani ise 0.51 olarak bulunmustur.

Artvin ilinden segilen 4 genotip (A19, A4, Al4, A23) kendi igerisinde
degerlendirmeye alindiginda ise birbirine en yakin bireyleri A4-A23 genotipleri
olustururken, birbirine en uzak genotipleri A19-A4 genotipleri olusturmustur.

Ortalama olarak aralarindaki benzerlik orani 0.55 bulunmustur.

Segilen genotipler birbiri igerisinde degerlendirildiginde en diisiik benzerlik
ortalamasini 0.43 orani ile Rize ilinden secilen genotipler olusturmus olup, en yiiksek
benzerlik ortalamasint  0.60 orani ile Trabzon ilinden segilen genotipler

olusturmustur.

Benzerlik indeksleri ve dendrogramda da goriildiigii tizere Rize ilinden segilen
genotipler birbiri igerisinde en uzak daZilimi gostermistir. Biitlin olarak
incelendiginde iller arasinda karayemis genotiplerinde gen akisinin oldugu

sOylenebilir.
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DNA markérler Prunus tiirlerinin genetik tanimlamalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Calismada kullanilan 15 SSR primerinden 13 SSR primeri skorlanabilir bant deseni

vermistir.

Arastirmada kullanilan SSR lokuslarindan kirazdan gelistirilen (Struss ve ark., 2003)
UCDCH-17, PMS67, PMS49, PMS2, PMS3 lokuslari, kayisidan gelistirilen
(Messina ve ark., 2004) UDAp-401 lokuslari, seftaliden gelistirilen (Cipriani ve ark.,
1999) UDP98-021, UDP96-005 Ilokuslari ve visneden gelistirilen PceGA34,
PceGAS59 lokuslarinin karayemis tanimlamasinda kullanilmasi, diger arastirmalarda
(Mnejja ve ark.,2004; Wiinsch, 2009) oldugu gibi bu arastirmada da SSR markorlerin
Prunus tiirler aras1 geciskenligini gostermektedir. Celikkol, (2011), ve Hayaski ve

ark., (2009), tiirler aras1 gegiskenligin s6z konusu oldugunu ifade etmektedir.

Hajyzadeh ve ark., (2013), yaptiklari g¢alismada kullanilan primerler (PMS49,
PMS67, PceGA34, UDP98-021, PMS2, PMS3, PceGA59) ve elde edilen allel

sayilari caligmamizi destekler niteliktedir.

Calismada kullanilan SSR primerlerinden skorlanabilen bant sayisi toplam 117
bulunmustur. Skorlanabilen bantlar 3 allel (UDAp-401) ve 17 (BBCTO0O01) allel
arasinda degismektedir. Toplam bant sayisi primer basina ortalama 9’dur.Polimorfik
bant sayis1 primer basina ortalama 8.38’dir. En yiiksek polimorfik bant say1 17 olup
BBCTO001 primerinden elde edilmistir. Elde edilen toplam 117 banttan 109’u

polimorfik bulunmus ve polimorfizm oran1 % 93.5 olarak hesaplanmustir.

Testoline ve ark., (2000) ile Cantinive ark., (2001)’nin yaptiklari ¢aligmalar
incelendiginde bu calismada kullanilan SSR markoérlerinin polimorfizm oranlarinin
birbirlerine yakin oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde, Guilford ve ark.,
(1997)’nin yaptiklar1 ¢alismada SSR lokuslarinin polimorfizm oranlarmin yiiksek

oldugunu ve elma genotipini tanimlamada kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Kiraz, visne, karayemis birgok 1liman meyve tiiriiniin yer aldig1 Rosacea familyasina
dahildir (Acunalp, 2012). Kiraz kdkeninin haploit sekiz (n=8) kromozama sahip olan
yabani kiraz oldugu, bunlardan yapilan seleksiyonlarla kiiltiir cesitlerinin elde
edildigi ve visneninde kirazdan dogan tetraploit bir tip oldugu kabul edilmektedir
(Acunalp, 2012). Prunus tiirlerinden diploit tiirler olarak bilinen seftali, kayisi, erik
tiirlerinde ise kromozom sayilari sirasiyla 2n=24, 2n=16, 2n=16’dir (Celikkol, 2011).
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Ancak karayemiste yapilan ¢aligmada jel goriintiileri incelendiginde bant desenleri

coklu allel vermistir. Bu durum karayemiste poliploidi 6zelligini digiindiirmektedir.

Tez c¢alismasi sonucunda SSR-PCR firiinleri incelendiginde tek bir genotipte 2’den
fazla DNA bant profili olustugu tespit edilmistir. Diploid bir bitki tiirlinde yiiriitiilen
SSR analizlerinde ¢ogaltilan bdlge heterozigot ise en fazla iki DNA bandi elde
edilmelidir. Calismamizda elde edilen ¢oklu bantlarin sebebi karayemis bitkisinin

yiiksek ploidi seviyesidir.

Nitekim Meurman, (1929)’nin yaptig1 c¢alismada karayemis tiirlerinde kromozom
sayisinin 2n=22Xx’e kadar ¢iktigimi ifade etmektedir. Zahra ve ark., (2010), ise
karayemiste temel kromozom dizilisini 8x olarak belirtmektedir. Hajyzadeh ve ark.,
(2013), karayemiste gerceklestirdigi SSR analizlerinin sonuglar incelendiginde tek
bir karayemis genotipinde 2’den fazla DNA bant profilinin tespit edildigi

gozlenmistir.

Calismamizda karayemis genetik iliski dendrogrami degerlendirildiginde segilen
genotipler arsinda Ordu ilinden secilen O44 nolu genotipi ve Rize ilinden segilen
R27x nolu genotip diger 41 genotipten ayrilmig ve Trabzon, Artvin, Rize, Giresun,
Samsun, Ordu illerinden secilen bu 41 genotip birbiri igerisinde dagilim
gostermistir. Tiirkoglu ve ark., (2010), yaptiklari ¢alismada Tiirkiye'nin Karadeniz ve
Kuzeydogu bolgelerinde bes P. laurocerasus ve li¢ standart anag¢ (SL64, F12/1 ve
Montmorency) arasindan segilen 20 kiraz anaci arasinda iliskide benzerlik oranini

0.95 bulunmustur.

Karayemiglerde benzerlik indeksi incelendiginde 0.94 orani ile T203-T214 arasinda;
bunu takiben 0.92 orani ile T193-S37 genotipleri arasinda; 0.91 orani ile R25-G40
genotipleri arasinda olmus olup bu degerler biitiin genotipler icerisinde birbirine en
yakin bireyler oldugu saptanmistir. Birbirine en uzak bireyler ise 0.26 oran ile R27x-
R24x genotipleri ile 0.29 orani ile R27x - R135 ve R27x - R5 genotipleri oldugu

tespit edilmistir.

Benzer bir sekilde R27x nolu genotip dendrogramda 41 genotipten ayrilmistir. Bu
durum R27x nolu genotipin digerlerinden olduk¢a farkli bir genotip olabilecegi
sonucunu ortaya koymaktadir. Bu sonuglarin degerlendirilmesi i¢in arastirmanin

pomolojik ve morfolojik caligmalarla desteklenmelidir. Ercigli ve ark., (2011),

29



yaptiklar1 ¢aligmada 18 yabani kiraz genotiplerinin 10 SSR primerleri ile genetik
varyasyonunu belirlenmeye calismis ve 9 genotipin yliksek oranda benzerlik oranina
sahip oldugu, 2 genotipin ise aga¢ ve meyve Ozellikleri bakimindan farklilik
gosterdigi sonucuna vararak bu ¢alismanin morfolofik ve pomolojik ¢alismalarla elde

edilen sonuclar1 desteklemektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada Karadeniz Bolgesi’nin degisik illerinde yetisen karayemis
genotiplerinin akrabalik iligkilerini belirlemek amaci ile SSR molekiiler markir
teknigi kullanilmis olup 43 karayemis genotipinin molekiiler karakterizasyonu

yapilmis, genotipler arasindaki genetik iligki ortaya koyulmustur.

Molekiiler incelemeye alinan 43 karayemis genotiplerinin birbirleri igerisinde

benzerlikleri olmasiyla birlikte farkliliklar1 da ortaya ¢ikmustir.

Calismada dendrogram grafigi 2 ana dallanma gostererek 9 alt gruba ayrilmistir.
Dendrogram kiimelemesinde asagidan yukariya ilk alt grupta T203, T214, ve Al4 ile
R25 ve G40 genotipleri ile T193, S37 ve T219 genotipleri olmak tizere 8 genotipten
olugsmaktadir. Biribirine en yakin genotip 0.94 orami ile Trabzon ilinden segilen
T203-T214 genotipleri biribirine en yakin genotip secilmistir. Bu grupta birlesen
Al4 genotipi ise bu genotiplere 0.90 oraninda benzerlik saptanmistir. Bunu takiben
Trabzon ve Samsun illerinden secilen T193 nolu genotip ile S37 nolu genotip

arasinda 0.92 oraninda benzerlik bulunmustur.

Ordu ve Rize illerinden segilen 2 genotip (044 ve R27X) diger 41 genotipten
ayrilarak her biri ayr1 dallanma gostermistir. Biitiin genotipler degerlendirildiginde
R27x ve R24x genotipleri 0.26 orani, R27x ve R135 ile R27x ve R5 genotipleri 0.29

orani ile en uzak bireyleri olusturmustur

Yine ¢alismamizda genotipler kendi illeri igerisinde degerlendirildiginde Rize ilinden
secilen genotipler kendi icerisinde ortalama olarak 0.49 oraninda en diisiik benzerligi
olustururken, Trabzon ilinden secilen genotipler ortalama 0.61 orani ile en yiiksek

benzerligi olusturmustur.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, karayemis genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde,  genetik  koleksiyonlarin  Karsilagtirllmasinda,  karayemis
genotiplerinin karakterizasyonunda ve gelecekte yapilacak islah programlarinda

ebeveyn se¢iminde kullanilmasina olanak saglayacaktir.

Bu ¢aligmanin devami olarak ileriki donemlerde diger DNA markor tekniklerinin de
(AFLP, ISSR, SRAP, SNP vb.) karayemiste uygulanmasina devam edilmelidir.
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Son yillarda PCR‘a dayali yeni markor sistemlerinin gelistirilmesi pek ¢ok bitki
tirinde oldugu gibi karayemis bitkisinde yapilacak olan molekiiler 1slah
caligmalarinda stratejik rol oynayacaktir. Teknolojinin gelismesi ile analiz basina
harcanan emek ve maliyet azalacaktir. Bunun sonucu olarak 1slah siireci kisalarak

calisilan bitkilere ait daha kesin ve detayli bilgiler elde edilecektir.

Benzer bir sekilde R27x nolu genotip dendrogramda 0.39 orani ile en uzak bireyi
olusturmaktadir. Bu durum yine R27x nolu genotipin tamamen farkli bir genotip
olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir. Bu sonuglarin degerlendirilmesi igin

calisma pomolojik ve morfolojik bakimdan desteklenmelidir.

Elde edilen sonuglara gore karayemis genotiplerinin tanimlama ve
siiflandirmalarinin yapilabilmesi i¢in SSR markorlerinin kullanisli oldugu sonucuna
varilmistir. Bu ¢alismanin devami olarak diger DNA markdr tekniklerinin de (AFLP,

ISSR, SRAP vb) karayemis tiiriine uygulanmasina devam edilmesi onerilmektedir.

Tiim diinyada ve lilkemizde karayemis ile ilgili yapilan calismalar sinirlt diizeydedir.
Bu calismadan elde edilen arastirma sonuglari, bundan sonraki yapilacak c¢alismalara

151k tutacak niteliktedir.
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