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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

SIIRT YORESI TRABZON HURMALARININ (Diospyrus kaki L.) GENETIK
AKRABALIKLARININ TANIMLANMASI

Cumali GURELI

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisu
Bahce Bitkileri Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Koray OZRENK
Ortak Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Adnan DOGAN

2019, 46+X11 Sayfa

Bu ¢alismada Siirt yoresinde yetisen Trabzon hurmasi genotiplerinin ITS (Internal transcribed
spacer) ve kloroplast DNA’sinin trnL-F bolgesine dayali molekiiler karakterizasyonu yapilmstir.
Mesafe temelli yontemlerden NJ (Neighboor Joining) ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmatic Mean) yontemleri kullanilarak olusturulan filogenetik agaglar dis grup dahil olmak
tUzere her iki bolge i¢in de toplam 3 grup olusturmustur. ITS bolgesi goz 6niinde bulunduruldugunda
kullanilan yontem fark etmeksizin elde edilen filogenetik agaclar birebir benzerlik géstermektedir. Her
iki yontemde de 9 nolu genotip tek basma bir grup olustururken diger genotipler kendi icinde ayr1 bir
grup olusturmuslardir. trnL-F bolgesi kullanilarak olusturulan filogenetik agaclar incelendiginde olusan
gruplar birbirinden farklilik gostermektedir. Sonu¢ olarak, en azindan calismamizda kullandigimiz
ornekler icin ITS bdlgesi daha bilgilendiricidir ve bu bolgeye ait filogenetik agaglarda ayri bir grup
olugturan 9 nolu genotip detayli sekilde incelenmelidir.

Anahtar Kelimeler: Dispyros kaki L., ITS, Molekiiler karakterizasyon, cpDNA trnL-F., Siirt

Xl



ABSTRACT

MS THESIS
DEFENETION OF GENETIC RELATIONSHIPS OF TRABZON’S
PERSIMMON (Diospyrus kaki L.)
IN SIiRT REGION

Cumali GURELI

The Graduate School of Natural and Applied Science of Siirt University
The Degree of Master of Science
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Koray OZRENK
Co-Supervisor: Assist. Prof. Adnan DOGAN

2019, 46+X11 Pages

In this study, molecular characterization of Persimmon genotypes grown in Siirt region was
assessed based on ITS (Internal transcribed spacer) and chloroplast DNA trnL-F region. The
phylogenetic trees constructed by using distance based methods NJ (Neighboor joining) and UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Mean) methods consisted of 3 groups for both regions
including the out group. Regarding the ITS region, the phylogenetic trees obtained regardless of the
method used are identical. In both methods, genotype 9 formed a single group while other genotypes
formed a separate group. When the phylogenetic trees formed using trnL-F region are examined, the
groups formed differ from each other. As a result, at least for the samples we used in our study, the ITS
region is more informative and genotype 9, which forms a separate group in the phylogenetic trees of
this region, should be examined in detail.

Keywords. : Dispyros kaki L., ITS, molecular characterization, cpDNA trnL-F. ,Siirt

Xl



1.GIRiS

1.1. Trabzon Hurmasimmin Genel Ozellikleri

Diospyros cinsi Ebenaceae familyasinin bir {iyesi olup diinyanin tropik ve
subtropik bolgelerinde yayilim alani bulmus 400 tiirden olusmaktadir. Ancak bu
tirlerden sadece 4 tanesi ticari 6Gneme sahiptir (Diospyros kaki L., Diospyros lotus L.,
Diospyros virginia L., Diospyros oleifera chen). Bu 4 tur icerisinde ise diinya genelinde

en fazla tarimi yapilan tiir Diospyros kaki L.’dir (Tao ve Sugiura, 1992).

Diospyros‘un kelime anlami; Dios (Bastanri, Jupiter) ve Pyros (dane)
kelimelerinin birlesmesi ile meydana gelmis olan "tanrilarin yiyecegi “dir. Meyvelerinin
goriinlimlerinin giizelligi ve tatlarinin miikemmelliginden dolayr bu ismi almistir.
Anavatant Cin olan Trabzon hurmasi ¢ok eski tarihlerde Japonya’dan getirilmis olup
tretimi burada biiylik Ol¢lide yapilmis ve halk arasinda “’Japon Elmasi”” diye

adlandirilmaya baslanmistir (Matsumoto ve ark., 2001).

Dinya genelinde Cin, Kore, Japonya, Brezilya gibi tropik ve subtropik iklim
oOzelliklerine sahip llkelerde ekonomik alan da yetistiriciligi yapilan Trabzon hurmasi
tilkemizde ise Akdeniz, Ege, Dogu Karadeniz, Giineydogu Anadolu ve Marmara’nin

dogusunda ekonomik olarak yetistirilmektedir (Tuzcu ve Yildirim, 2000).

Tiirkiye‘ye getirildigine dair net bir tarih bilinmemekte ama ¢ok eskiden beri
yetistiriciligi yapilmaktadir. Subtropik iklim meyvesi olan Trabzon hurmas: iilkemizde
en ¢cok Akdeniz Bolgesinde yetistirilmekle birlikte, kigin yapraklarini doken Trabzon
hurmasina Karadeniz, Marmara ve Ege bdlgelerinde de bu tlrlin yetistiriciligine

rastlamak mimkiindir (Onur, 1990).

Trabzon hurmasi sahip oldugu vitaminler ve baz1 6zel besin maddeleri sayesin-
de insanlarda bagisiklik sisteminin devamliliginda ¢ok onemli roller oynamaktadir.
Ayrica C vitamini, diyet lifi, karotenoidler ve pollifenoller acisindan zengin bir igerige
sahip olmasi sebebiyle cok eski zamanlardan beri hem taze hem de kurutularak
tiketilmektedir (Luo, 2006). Gida sanayisinde ise marmelat, kek, plre, ¢esitli soslar
dondurmalar, krema ve muhallebi yapimi gibi farkli kullanim alanlarina sahiptir. Ayrica
baz1 lilkelerde taze ya da kurutulmus yapraklart ¢ay gibi degerlendirilmektedir
(Matsumoto ve ark., 2001).



Ulkemize Karadeniz bélgesinden giris yapan Diospyros kaki L. tiirii bu nedenle
Trabzon hurmasi olarak adlandirilmakta ayrica bazi yerlerde de cennet meyvesi
hurmasi, Japon hurmasi ve amme olarak da bilinmektedir. Ginimizde toplumlarin
tikketim aligkanliklarinda meydana gelen degisimler ve alternatif iiriinlere olan talepler
nedeniyle subtropik iklim meyvelerine olan ilgide artis goriilmektedir. Cogunlukla
tropik ve subtropik iklimlerde yetistiriciligi yapilan Trabzon hurmasi yetistiriciligi
tilkemizde de yayginlagsmaya baslamistir. Yapilan bu ¢alismada Giineydogu bolgesinde
yer alan Siirt ilinin farkli bolgelerinden toplanan Trabzon hurmasi genotiplerinin
genetik akrabaliklarin tanimlanmasi 0zellikleri ve bu 6zellikler arasindaki farklar gesitli
parametreler kullanilarak belirlenmeye calisilmigtir. Calisma sonucunda Siirt ilinde
yetistiriciligi yapilan Trabzon hurmasi agaglarinin gesitleri belirlenecek ve bunlar

sonucunda filogenetik agaglar olusturulacaktir.

1.2. Trabzon Hurmasimmn Bitkisel Ozellikleri

Trabzon hurmasi agacinda kok sistemi bu agag¢ igin kullanilacak olan anag
tiirine gore degisiklik gostermektedir. Genel anlamda meyveleri yenen Diospyros kaki
L. ’nin anaci kazik koklii olup az miktarda da sacak kok yapmaktadir.

Trabzon hurmasi agacinin gévde rengi gridir. Kullanilacak olan anacin ¢esidine,
yasma ve kuvvetine gore govde 12-35 cm capinda olmakta, boyu ise ortalama 5-6 m

olmakla birlikte boylar1 bazen 12 m 'ye kadar ulasabilmektedir (George ve ark., 1997).

Yaklasik olarak 400 tiirden olugan Diospyros cinsinin iiyeleri herdem yesil ya da
yapraklarini doken bir¢ogu tropik birkag tiirii de 1liman bdlgelere has tlirlerden meydana
gelmektedir. Yapraklar genellikle siirgiinlerin karsilikli tarafindan olusur ve ¢ikarlar.
Meyveleri genellikle Gziimsu ve sulu olup her bir meyvede 1 ve 10 arasinda tohum
bulunur. Bu cinsin liyeleri keresteleri ve yenilebilir meyveleri i¢in yetistirilmekte, ayrica
bazi tiirlerden kozmetik sanayinde faydalanilmakta, bazi tiirler ise siis bitkisi olarak
kullanilmaktadir. Bu cinse ait tiirler arasinda en yaygin olanlar1 Kuzey Amerika’ya 6zgii
olan D.virginia L. ya da Cin’e 6zgii olan ancak diger iliman bolgelerde de yetistirilen
Diospyros kaki L.‘dir. Diospyros virginia L. tlrGne ait portakal benzeri meyveler
yaklasik olarak 4 cm’lik bir capa sahipken agaglar ise yaklasik olarak 10-12 m uzunluga
erigebilir. Diospyros kaki L. tiiriiniin meyveleri ise kirmizi-turuncu renge sahip olup
yaklasik 7,5 cm bir ¢apa sahiptirler. Simdiye kadar bu tiire ait yiizlerce genotip
gelistirilmistir (Tuzcu ve Yildirim, 2000).



Trabzon hurmasi agaglar gelisimi dik, yar1 dik veya yayvan olarak degisiklik
gosterebilmekte, gesitlere bagli olarak dallar orta kuvvette veya kuvvetli bir sekilde
gelismektedir. Dikimin ilk yillarinda goriilmeyen obur dallar ikinci ve {igiincii yillarda
cok miktarda gériilmektedir. ikinci ve iigiincii yillarda olusan bu obur dallar kuvvetli ve
dik olarak biiyiir ve dallanma gériilmez. Ugiincii y1ldan itibaren azalmaya baslayan obur
dallardan bir¢cok sayida kisa meyve dalciklari meydana gelir. Dinlenme devresine

girildiginde tomurcuklar daha belirgin ve koyu kahverengidir.

Trabzon hurmasi agaglarinin yapraklarinin st yiizii diiz, alt yiizii tiyladiir.
Yapraklar ilkbaharda siirmeye basladigi zaman parlak agik yesil renktedir, daha sonra
zaman gectikge parlak koyu yesil renk alir. Sonbahara dogru ise yapraklart soluk yesil-
sari-turuncu-kirmizi renklere doniiserek giizel bir goriiniim kazanirlar. Bundan dolay1

peyzaj mimarisi igin giizel bir siis bitkisi olarak kullanilmaktadir.

Ebenaceae familyasi igerisinde yer alan tiirleri genellikle aga¢c ya da cali
formundaki bitkiler olustururlar. Yapraklar genellikle her noddan bir yapragin ¢iktig
alternat seklinde ya da bazi tiirler de her noddan karsilikli bir ¢ift yapragin ¢iktig1 oposit
seklinde diizenlenmistir. Cicek durumu genel olarak rasemoéz ya da bilesik salkim
(panicle) seklindedir. Familyada bulunan birgok tiir dioiktir. Her ¢igek 3 ila 8 arasinda
petal bulundurur. Stamenler genellikle tek bazen de ¢ift halde ve korollanin i¢ duvarina
bagli halde bulunurlar, disi ¢igekler sekizer kadar stigma bulundurabilirler, meyveler
genellikle tiziimsii ya da kapsiiler formdadir. Bazi tiirler de oldugu gibi kokler ve kabuk
kismi siyah renkte olabilir (Tuzcu ve Yildirim, 2000).

Trabzon hurmasi agaglarinda {ig tip ¢igek vardir:
- Erdisi ¢icek

-Disi cicek

-Erkek cicek

1.3. Diinya ve Tiirkiye Geneli Trabzon Hurmasi Yetistiriciligi

Trabzon hurmasi diinyanin tropik ve subtropik boélgelerinde yayilim alanm
bulmus bundan dolay1 da bir¢ok farkli yerde yetisme alan1 bulmustur. Diinyada Cin,
Kore, Japonya, Brezilya gibi iilkelerde yetisme alan1 bulmus ve burada ekonomik olarak

yetistiricilik yapilmaktadir.
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Sekil 1.1. Trabzon hurmasi diinyadaki tiretim miktari

Dinya genelinde toplam Trabzon hurmasi tretimi 5.750.368 ton iken Cin
1.317.790 tonluk tiretimle ilk sirada yer almaktadir. Bu iilkeyi 293.340 tonla Japonya,
166.979 ton ile Kore, 98.306 ton ile Azerbaycan ve 94.219 ton ile Ispanya takip

etmektedir.
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Sekil 1.2. Trabzon hurmasi diinyada iiretim yapan iilkeler (Anonim, 2019a)

Ulkemize ne zaman getirildigine dair bir bilgi olmamasma karsin ilk olarak
Trabzon tizerinden iilkemize giris yaptigindan dolayr Trabzon hurmasi olarak halk
arasinda bilinmektedir. Ulkemizde iklim kosullarinin uygunlugundan dolay1 en cok
Akdeniz bolgesinde ozellikle Hatay, Mersin ve Adana da yogun olarak yetistiriciligi

yapilip bolge halkinin ekonomik yonden kazang sagladigi bir meyvedir.



1.4. Molekdler Sistematikte Kullanilan Yontemlerden Bazilar:
1.4.1. RFLP (Restriction fragment length polymorphism)

DNA belirtegleri (markirlari/isaretleyicileri) arasinda ilk kesfedileni RFLP'dir
(Saiki ve ark., 1988). RFLP tekniginde ilk basamak varyasyon tasiyan parcanin
(fragment) cogaltilmasidir. Daha sonra g¢ogaltilan kisim uygun bir kesim enzimiyle
kesilir ve agaroz jelde yiiriitiilir. DNA'lar southern blot teknigiyle naylon membranlara
aktarilir, isaretleyici olarak kullanillan DNA parcaciklar1 ¢esitli maddelerle
isaretlendikten sonra membranda bulunan DNA'larla eslesmeye tabi tutulur (Tanksley
ve ark., 1992). RFLP tekniginin 6nemli avantajlar1 ucuz olmasi ve gelismis alet ve
ekipmana gerek duyulmamasidir. RFLP analizlerini kurmak kolaydir ve genellikle
kolayca bulunabilecek programlarla birlikte kullanilabilir. Spesifik endoniikleazlara
ihtiyag duyulmast ve varyasyonun tam olarak tanimlanmasindaki zorluklar ise

dezavantajli taraflarini olusturmaktadir (Rasmussen, 2012).

1.4.2. RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)

RAPD PZR (Polimeraz zincir reaksiyonu) tabanli bir tekniktir. Rastgele
niikleotid dizilimine sahip primerler kullanilarak DNA amplifikasyonu yapilmaktadir.
Daha sonra bu DNA pargalart jelde yiiriitiilmekte ve etidyum bromiir ile boyandiktan
sonra gorinur hale gelmektedirler. Amplifikasyon Grtnlerinden her biri primerlerle
benzer dizilime sahip iki kisa segment igeren genom boélgelerinden elde edilir.
Polimorfizm primerlerin baglanma noktalarindaki amplifikasyon bantlarinin varligi ya
da yokluguyla tespit edilir. RAPD yonteminde kullanilan primerlerin dominant olmasi

bu teknigin dezavantajli kismini olusturmaktadir (Rafalski ve Tingey, 1993).

1.4.3. AFLP (Amplified fragment length polimorphism)

AFLP teknigi restriksiyon enzimleri ile kesilen DNA parcalarinin secici PZR
amplifikasyonuna dayanmaktadir. Teknik {ic asamadan olugmaktadir: (i) DNA
restriksiyonu ve kesilen DNA parcalarinin oligoniikleotid adaptorlerle baglanmasi
(ligasyon), (ii) Kesilen pargalarin segici amplifikasyonu, (iii) ¢ogaltilan parcalarin jelde
analiz edilmesi. En 6nemli avantaj1 tek bir reaksiyonda 30-150 bolge tanimlanabilmesi
ve sonuglarin tekrarlanabilir olmasidir. Pahali olmasi, laboratuar ekipmanina gereksinim

duyulmasi, ayrica dominat markor olmasi ise dezavantajint olusturmaktadir (Ridout ve

Donini, 1999).



1.4.4. CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence)

CAPS genetik polimorfizmin tespit edilmesinde kullanilan basit ve giivenilir bir
yontemdir. PZR iriinleri restriksiyon enzimleriyle kesilerek elektroforez yapilir. Bu
metotta kullanilan primerlerin  genlerin ekzon sekanslarina spesifik olmasi,
amplifikasyonun farkli ¢aligmalarda oldukga stabil olmasini saglar (Tanaka ve ark.,

2010).

1.4.5. SSR (Simple sequence repeats)

Mikrosatellitler ya da basit dizili tekrarlar (SSRs) arka arkaya dizilmis, tekrar
eden ve 1-6 baz ¢ifti uzunlugundaki birimlerden olusan DNA pargalaridir. Bu
belirteclerin 6nemi; genomun genig bir bolimiine yayilmalari, bolca bulunmalari,
multiallel dogalar1 ve kodominant yapiya sahip olmalari, ayrica PZR yontemiyle basitce

tespit edilmesinden kaynaklanmaktadir (Powell ve ark., 1996).

1.4.6. ISSR (Inter simple sequence repeats)

cogaltilabilir mesafede bulunan DNA segmentlerinin ¢ogaltilmasini iceren PZR tabanh
bir yontemdir. Bu teknikte genellikle 16-25 baz ¢ifti uzunlugundaki mikrosatellitler
kullanilir. Bu teknikte primer olarak kullanilan mikrosatellit tekrarlar dintkleotid,

trintkleotid, tetrantkleotid ve pentantkleotid olabilir (Gupta ve ark., 1994).

1.4.7. SNP (Single nucleotide polymorphism)

SNP, DNA sekansindaki tek bir niikleotid degisikligidir. Bitkilerin de dahil
oldugu pek cok canlida meydana gelen bir varyasyondur. Transisyon ve transversiyon
SNP olugmasina sebep olan spontan baz degisimleridir. Bir populasyondaki tek baz
degisim frekans1 % 1 ’den biiyiikse SNP olarak, % 1’den kii¢iik ise mutasyon olarak

nitelendirilir.
1.5. Molekdler Sistematikte Kullanilan DNA Cesitleri

1.5.1. Cekirdek DNA's1

Temel olarak genleri kodlayan ekzon ve kodlanmayan diziler olan intronlardan
olusmaktadir. Bunun yaninda diizenleyici diziler, diisiik kopya dizileri ve tekrar dizileri
bulunmaktadir. Bitki genomunda Ozellikle tekrar dizileri bitki genom ve

fonksiyonlarmin anlagilmasinda biiyiik onem tasgimaktadir. Evrimsel surecgte blylk



6l¢iide korunduklar igin yiiksek polimorfik 6zellige sahip olan SSR’ lar 6zellikle bitki
tanimlama ve diger genomik c¢alismalarda onemli avantajlar saglamaktadir. Cekirdek
SSR (nuclear SSR=nSSR) ve Kloroplast SSR (chloroplast SSR =cpSSR)’lara ek olarak
bitki genom projeleri ¢er¢evesinde olusturulan EST (Express Sequence Tags) verilerinin
transkripsiyona giren ve girmeyen bdlgelerden (UTR=Untranslated Region) tespit
edilen EST kokenli, son yillarda yeni nesil dizileme teknolojileri ile elde edilen SSR’lar

bitkilere ait genis SSR veri tabanlar1 olusturulmaktadir.

RDNA, cpDNA'daki smirlamalar1 ortadan kaldirmak, bagimsiz ve ilave
tahminlerde bulunmak icin bitki sistematiginde sik sik kullanilmaktadir. Diisiik
taksonomik seviyelerde i¢ ve dis intergenik bolgeler kullanilirken, yiliksek taksonomik
seviyelerde yavasca evrimlesen rRNA kullanilmaktadir. rDNA'nin yiiksek kopya
sayisina sahip olmasi, hem restriksiyon hem de PZR temelli yaklasimlarla
degerlendirilmesini kolaylastirmaktadir. Organel genomundaki sekanslara gore daha
hizli evrimlesmesi, biparental kalittimi, coklu bagimsiz lokuslarin varligi niiklear
genlerin avantajlari arasinda gosterilebilir. Niiklear genlerin karmagik yapisi ve evrimsel
dinamikleri, ortolog genlerin izolasyonu ve tanimlanmasi rDNA'nin dezavantajlarini

olusturmaktadir (Small ve ark., 2004).

1.5.2. i¢ transkribe olan bosluklar (Internal transcribed spacers)

Niiklear ribozomal DNA'nin ITS bélgesi 1990'lardan beri kapali tohumlularda
filogenetik calismalar i¢in kullanilmaktadir. ITS bolgesinde bulunan ITS1 ve ITS2
bolgeleri PZR ile kolaylikla ¢ogaltilabilir ve evrensel primerler kullanilarak dizilenebilir

(Sekil 1.3).

ITS1 ve ITS2 bolgelerinin varyasyon dereceleri bitki gruplart arasinda farklilik
gostermektedir. ITS bolgesi IDNA'nin i¢ ve dis transkribe olan bdlgelerine kiyasla daha
fazla korunmus bir bolgedir (Baldwin ve ark., 1995).
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Sekil 1.3. ITS bolgesi (White ve ark., 1990)

Filogenetik ¢aligmalarda ITS bolgesinin sagladig1 avantajlar;

e Bitki ¢ekirdek genomunda oldukga fazla tekrar edilirler.

e Yiiksek sayidaki kopya sayisindan dolayt ntDNA'nin (Niikler ribozomal DNA)
tespiti, cogaltilmasi, klonlanmas1 ve sekanslamasi kolaydir.

e ITS bolgesinin nispeten kiiclik boyutlarda olmast ve oldukca korunakli olan
bolgeler arasinda yer almasi bu bdlgenin ¢ogaltilmasini kolaylastirir.

o rDNA bdélgelerine gore daha hizli varyasyon gdosterirler.

e [ITS bolgesine ait sekanslarin elde edilmeleri ve yorumlanmalari kolaydir.

e rDNA alt birimlerinin olusum siirecinde goérev alirlar.

e Filogenetik calismalarda saglikli sonuglar verebilecek uzunluktadir.

1.5.3. Kloroplast Genomu

Kloroplast; plastid ailesinin bir {iyesidir. Sadece bitkilerde ve baz1 protistalarda
bulunur. Bir bitki hicresinde 10-100 adet kloroplast bulunmaktadir. Kloroplast
fotosentezin gerceklestigi organel olup cift zarla ¢evrilmistir. Tilakoid zar ad1 verilen 3.
bir zar sistemine sahiptir. Bu zar tilakoid olarak adlandirilan yassi keselerin olusturdugu
bir ag sistemini meydana getirir. Bu yass1 keseler 5- 10 um uzunlugunda mitokondriye
benzer sekilde 2 zarla ¢evrelenmis halde bulunmaktadir. Bu 3. zar sistemlerinden dolay1
kloroplastlar i¢ duzeni mitokondrilere gére daha kompleks organellerdir. Kloroplast
DNA's1 ¢ift iplikli halkasal yapida ve yar1 korunumludur. Kloroplastlarda "stroma" adi
verilen ve icinde DNA, RNA, ribozomlar ve fotosentez igin gerekli olan enzimleri
barindiran bir de sivi bulunur. Niiklear DNA gibi proteinlerle fazla iligkili degildir,
histon i¢cermezler. Genler i¢inde ve arasinda intronlar bulunmaktadir. Hiicre DNA’sinin
%10-20’sini olusturur ve G-C igeri nukleus DNA’sina gore azdir. Kloroplast DNA’s1
mitokondriyal DNA’dan daha biiyiiktiir. Kloroplastlar sahip olduklari bu DNA ve
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ribozomlar sayesinde hem kendilerini ¢ogaltirlar hem de bazi proteinlerin iiretimini
gerceklestirirler. Hemen hemen tiim kara bitkilerinde Kloroplast DNA gen sayisi
(yaklasik 100) benzerdir ve bu genler hemen hemen ayni sirada bulunmaktadirlar

(Anonim, 2015).

(a)

Glycine max
Chioroplast genome
152,218 bp

W Frotesystem |

| Frotesystem 1|

B Sytochrome b complox
O ATP synthase

[0 NADH dehydrogenase

H AubisCO large subunit

H ANA polymerase

O Aibosemal proteins (SSU)
E Aibosemal proteins (LSU)
B dpP, matk

B Sher genes o £
O Hypothetical chloroplast reading frames {ycf) FEE

W Transter ANAs
B Ribosomal RNAs
O knirons

Sekil 1.4. Kloroplast Genomu ( Saski ve ark., 2005)

Goreceli olarak kiigiik ve sabit boyutu, korunumlu evrimi kloroplast DNA'sin1
bitki tlirlerinin evrimsel ge¢cmisini izlemede ideal bir molekiil haline getirmektedir.
Diisiik taksonomik seviyelerde, cpDNA varyasyonlari, restriksiyon iliskileri
kiyaslanarak kolaylikla analiz edilebilirken, yiksek taksonomik seviyelerde DNA
sekanslamas1 ve ters ¢Oziim analizleri, kloroplast genomunun kiyaslanmasinda
kullanilan se¢me yontemlerindendir. Kloroplast genomu temel bitki gruplarindan biri
olan kapali tohumlularin filogenetik iliskilerini ag¢iga ¢ikarmada siklikla
kullanilmaktadir. ~ Bitki mitokondriyal ve niiklear genomunun sekanslarin
diizenlenmesinde goreceli olarak hizli olmasi, genomlarin orta 6lgekli biiyiikliikte olan

kisimlarinin evriminin agiklanmasinda zorluklar olusturmaktadir. Kloroplast genomlari



temel olarak; duplikasyon, delesyon, korunumlu evrim, psddogen olusumu gibi
evrimsel sliregclerden bagimsizdir. Filogenetik olarak bitki ¢ekirdek DNA’sin1; genis ve
degisken boyutu, korunumlu evrimi ve diizenlenmesindeki kompleks formlar gibi ¢esitli
nedenlerden dolay1 kloroplast DNA's1 ile kiyaslamak ¢ok zordur. Ancak Niiklear DNA
iki 6zelliginden dolay tiir i¢i ve daha diisiik taksonomik seviyelerde ¢ok kullanighdir;
ilki, rDNA'nin transkribe olmayan belirli bolgelerindeki sekanslarin Kkloroplast
DNA'sindaki herhangi bir bolgeye gore daha hizli evrimlesmesi, ikincisi ise evrimsel
acidan cpDNA ve niiklear DNA farkli sekillerde aktarilmasidir. CpDNA maternal

olarak aktarilirken, niiklear genom biparental olarak aktarilir (Palmer, 1985).

1.5.4. Genler arasi bosluk ( trnL-trnF)

Trnl intron grubu ve trnl ile trnf arasindaki bolge bitki sistematiginde en sik
kullanilan ve kodlanmayan DNA bdlgeleri arasinda yer almaktadir (Quandt ve ark.,
2004). Genler aras1 bosluk trnL (UAA) 3’ ekzonu ve trnF (GAA) geni arasinda yer alir
(Sekil 1.4).

trnL-F bolgesi 6zel primerler vasitasiyla PZR teknigi ile cogaltilarak baz

polimorfizimine bakilir ve tiirler arasindaki filogenetik iligki belirlenir.

trnL UAA trnL UAA trnF GAA
5' exon 3'exon exon
ﬂ trnL intron trL—~tmF 1GS

Primer d Primer f
. ¥ «
Primer ¢ Primere

Sekil 1.5. trnL-F Bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan primerlerin semast (Anonim, 2019b)

1.5.5. Mitokondrial genom

Mitokondriler ATP sentezi ve fotofosforilasyondan sorumlu hicresel
organellerdir. Halkasal yapidadir (200-2500 kb), Histon proteinleri icermez ve kalitimi
genelde uniparental’dir. Az korunmustur bu nedenle yiiksek diizeyde rekombinasyon
gostermektedir.  Bitkilerde, hayvanlarda ve mantarlar aleminde bulunurlar.
Mitokondriyal DNA biiytliklik ve yap1 bakimmda Kloroplast DNA’dan daha fazla

varyasyon gostermektedir.
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Bitki mitokondriyal genomlar1 diger okaryotik mitokondri genomlarina gore
daha biiylik ve daha kompleksdir. Bitki mitokondriyal genomlar1 aktif rekombinasyon
sistemleri ve ¢ok pargali genom organizasyonu icermektedir. Kendileri icin gerekli olan
bazi proteinleri kodlayan DNA'ya sahiptirler ve kendilerini replike edebilirler. Protein
kodlama kapasiteleri hayvan ve fungal sisitemlere gore hayli disiiktiir. Birgok
mitokondriyal fonksiyon alt tnit kompleksleri, tRNA, 26S, 18S ve 5S rRNAs bitkisel
mitokondriyal genom tarafindan kodlanmaktadir. Genel olarak ¢ift zincirli, sirkiiler ve
kovalent durumda bulunurlar. Mitokondrial DNA maternal olarak aktarilir ve
heteroplazmi durumuna nadiren rastlanir. Niiklear genoma gore yaklasik 5-10 kat daha
hizli evrimlesirler. Niiklear ve mitokondrial genom fonksiyonel olarak birbirine
baghdirlar. Mitokondrial proteinlerin birgogu niiklear genler tarafindan kodlanirlar.
Mitokondrial DNA tarafindan kodlanildig: bilinen 2 rRNAs, 20-35 tRNA ve 13 tane
protein bulunmaktadir. Bu komplekslerin geri kalan alt birimleri ¢ekirdekteki genler
tarafindan kodlanmaktadir. Mitokondrial olarak kodlanan biitiin proteinler bir kismi
niiklear olarak kodlanmis enzim komplekslerini ve metabolik bilesenlerini olustururlar.
Bu durumda sitokrom c oksidaz, ATP sentetaz ve NADH dehidrogenaz gibi alt birimleri
nlklear olarak kodlanan mitokondrial kompleksleri s6z konusu olmaktadir (Sekil 1.5).
mtDNA farkli boyutlarda bulunabilir, 6rnegin Metazoa: Ascaris suum, 14.5 kb;
Drosophila subobscura, 15.8 kb. Maya: Saccharomyces cerevisiae, 78 kb. Mantar:
Neurospora crassa, 60 kb. Bitkiler: Zea mays, 570 kb (Castro ve ark., 1998).

1.5.6. Filogenomik

Tohumlu bitki gruplar arasindaki filogenetik iligkinin anlagilmasina yonelik
cabalar genomu tamamen dizilenen az sayidaki gruptan dolay1 sekteye ugramaktadir.
Molekiiler verilerden elde edilen filogenetik tezler analizde kullanilan tiir veya gen
gruplarinin sayica az olmasindan dolay1 genellikle tartigmali olmustur (Lee ve ark.,
2011).

Bitkilerin genom dizilerinin tamaminin bilinmesi gelisimsel ve evrimsel siirecin
anlasilmasina yonelik farkli bakis agilar1 saglamaktadir. Evrimsel mekanizmayla birlikte
bitki genomlarinin dizilenmesi, genlerin ve/veya dizi ifadesindeki modifikasyonlarin
bitkide meydana gelen temel degisimler iizerindeki etkisinin anlasilmasinda yararli

olacaktir (Conte ve ark., 2008).

11



Genel anlamda bitki molekiiler filogenetigi plastid genomuna dayalidir
(Barkman ve ark., 2007; Burleigh ve Mathews, 2004; Zhu ve ark., 2007). Gelisen DNA
teknolojileri sayesinde son 20 yil i¢inde toplam 190 plastid genomu dizilenmistir.
Plastid genomlarinin nispeten kisa olmasi ve ¢ok sayida tekrar icermesi plastit
genomlarini niiklear genoma gore daha makul hale getirmektedir. Karsilastirmali
calismalar plastid genomunun Onemli degisiklikler gegirdigini ve evrimsel siireg
sirasinda onemli gen kayiplar1 yasadigini gostermistir. Bazi genler veya fonksiyonel
olarak baglantili gen gruplar1 birbirinden bagimsiz olarak kaybolmustur. Bu genlerin
karakterize ettigi karakterler filogenetik olarak bilgi verici markirlar olarak bilinirler.
Plastid genomlar1 arasinda kloroplast genomu bitkilerde filogenetik iliskilerin agiga
cikarilmasinda etkili bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmaktadir (Gao ve ark., 2010). Plastid
genomuna dayali filogenetik calismalarda onemli ilerlemeler kaydedilirken, niiklear
genom-olgekli ¢alismalar hala baslangic asamasindadir (Burleigh ve ark., 2011;
Sanderson ve McMahon, 2007).
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Cin, Japonya ve Amerika orijinli 133 Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) genotipi
arasindaki genetik farklilik ve iligkilere SSR markorler kullanilarak belirlemeye yonelik
yapilan bir calismada 17 lokustan toplam 158 allel ve 610 genotip elde edilmistir.
Genetik varsyasyon analizleri hem Cin hem de Japon genotiplerinin ylksek SSR

polimorfizimi gosterdigini ortaya koymustur.

Tablo 2.1. Farkli bolgelere ait D.kaki genotipleri arasindaki genetik farklilik (N: 6rnek sayisi, N2:toplam
allel sayisi, Np: polimorfik allel orani, PIC: polimorfizim bilgi icerigi, I:Shannon bilgi
indeksi) (Liang ve ark., 2015)

No. Region N N, N, P PIC [
I Taihangshan Mountain 7 89 76 85.39% 0.6687 13300
2 Western area of Qinling Mountain 2 123 120 97.56% 0.7903 20801
3 Eastern area of Qinling Mountain 19 11 104 93.69% 07815 20211
4 Taishan Mountain 8 102 9 91.18% 07242 15480
5 Dabieshan Mountain 12 80 62 71504 0.2745 05376
] Huangshan Mountain 9 102 9% 9412% 17698 16262
7 Yunnan-Guizhou Plateau b 95 81 85.26% 07631 14502
8 Nanling Mountain 14 118 111 94.07% 0.8031 19527
9 Japan 18 115 108 93.91% 0.7569 1.8664
Mean 13.2 95.2 868 90.30% 0.7036 1.6014
Total 119 152

Qinlig bolgesindeki varyatelerin en yiiksek genetik farkliliga sahip oldugu
bulunurken en diisiik genetik farklilik Dabieshan bolgesindeki varyateler arasinda
bulunmustur. Caligmada kullanilan biitiin genotipler toplamda 17 SSR markoérle ayrisan
akraba tiirlerle farkli bir noktada gruplanmistir. Calisma sonucunda tozlanmaya gore
degismeyen ve buruk olmayan ¢in varyetelerinin tozlanmaya gore degismeyen buruk
olan varyetelerle yakin akraba olduklart ve bu 0Ozellikleri agisindan Japon
genotiplerinden kismi olarak ayristiklart belirlenmistir (Liang ve ark., 2015).

Suptropikal bolgelerde yayilma alani bulan Diospyros cinsine ait turler

arasindaki bio cografik ve filogenetik iliskileri belirlemek amaciyla yapilan bir

13



calismada materyal olarak 119 tiire ait toplam 149 genotip kullanilmis olup filogenetik
calismalar 8 tane plastit genomuna ait 8 bolge kullanilarak yiriitilmistiir. Calismadan
elde edilen sonuclar bu cinse ait Gyelerin kdkeninin monofiletik oldugunu gdsterirken
bu sonuglar daha onceki c¢alisma sonuglariyla benzerlik gostermistir. Filogenetik
analizlerden elde edilen kanitlar bu cinse ait genotiplerin materyalin elde edildigi
bolgede farkli zamanlarda kolonize oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu genotipler
arasindaki farklilasma seviyeleride degisiklik gostermistir. Molekdller veriler bu
genotiplerin kimisinin Avustralya kokenli oldugunu ortaya koyarken kimisinin Giiney
Asya kokenli oldugunu ortaya koymustur (Duangjai ve ark., 2009).

Farkli ploidi sevilerine sahip Diospyros turlerinin genomik organizasyonunu
anlamak i¢in yapilan bir ¢alismada 3 farkli tekrarlayan DNA bolgesi klonlanmis ve bu
bolgelerin 10 tane Diospyros tiiriindeki genomik dagilimlart karsilagtirilmistir. Genomik
Southern hibridizasyon c¢alismast EcoRV- tekrarli DNA bdlgesinin D.glandulosa
(2n=2x=30), D.olifera (2n=2x=30),D. Lotus (2n=2x=30), D.virginiana (2n=6x=90) ve
D.kaki (2n=6x=90) tiirlerinde bulundugunu gostermistir. Ayrica D.virginiana haric
diger tiim tirlerde Hincll- tekrarli DNA bolgeleri bulunmustur. Florosensin situ
hibridizasyon analizleri bu bdlgelerin agirlikli olarak kromozomlarin proksimal ve
sentromerik bdlgelerinde bulundugunu ortaya koymustur. D. Ehretioides tiriinden
klonlanan Dral- tekrarli dizisi test edilen diger Diospyros tiirlerinde bulunmamustir. Bu
durum D. Ehretioides tiiriiniin genomik organizasyon agisindan diger tiirlerden farlilik

gosterdigini ortaya koymaktadir (Choi ve ark., 2003).

EcoRV-digests Hinc Il -digests Dral -digests

(GV] (B) ©)
M123456780910

L

1 2345678910

200bp 200bp 160bp

1 23 45678910 ® 1 2345 678910

(F)

23.1kbpe=

Sekil 2.1. On Diospyros tiiriinde EcoPV, Hinc 2 ve Dra 1 tekrarli DNA boélgelerinin analizi
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Misir da bulunan Ebenaceae familyasina ait tiirlerin taksonomisine yonelik
yapilan bir caligmada materyal olarak toplam 10 tane tarimi yapilan (Diospyros
chloroxylon Roxb; Diospyros discolor Willd; Diospyros ebenum J.Koenig, Diospyros
malabarica (Desr.) Kostel., Diospyros mespiliformis Hochst.ex A. DC, Diospyros kaki
Thunb. Diospyros lotus L., Diospyros montana Rob., Diospyros malabarica
pseudebenus E. Mey. ex A. DC. Euclea polyandra (L.f.)E.Mey. ex Hiern) ve 1 tane
yabani takson (Euclea racemosa subsp. schimperi (A.DC.) F. White) kullanilmustir.
Morfolojik karakterlere dayali numerik analizler sonucu calisilan taksonlar 5 farkli
kiimeye ayrilmis olup taksonlar arasinda Onemli Olclide benzerlikler goriilmiistiir.
1.Grupta Diospyros discolor ve Diospyros montana yer alirken, 2.Grupta Diospyros
kaki ve Diospyros lotus, 3.Grupta Diospyros ebenum ve Diospyros mespiliformis,
4.Grupta Diospyros discolor ve Diospyros malabarica, 5.Grupta Euclea racemosa ve
Euclea pseudebenus yer almaktadir. Calisilan taksonlar arasinda benzerlik derecesine
dayali olarak (Diospyros chloroxylon& Diospyros montana); (Diospyros kaki &
Diospyros lotus); (Diospyros ebenum & Diospyros mespiliformis) ve (Diospyros
discolor & Diospyros malabarica) gruplarinda benzerlik orani sirasiyla %85, %83,3, %
82.4 ve %82 olarak bulunmustur. Calisma sonucunda morfolojik karakterlerin

taksonomideki tamamlayici rolii vurgulanmistir (Abd EI Halim ve ark., 2014).

CASE 0 5 10 15 20 25
Label Nom +--------—- $ommmm - tommm - e $ommmm - -

SP3
Sp4
b33
b33
ST
SPE
SF1
Sp2
SPS
SP10 10
P11 11

Mmook = 0 =] v o L

Sekil 2.2. Ebeneceae tiirlerinin dagilimin1 gosteren UPGMA dendogrami (Abd EI Halim ve
ark.)

Trabzon hurmasi (Diospyros kaki L.) ’nin diger 14 akraba tiirle filogenetik
iligkisini ortaya koymak iizere yapilan bir ¢alismada Genomik DNA (ITS) ve plastid
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DNA (matK) bolgeleri kullanilmigtir. Maksimum parsimony, maksimum likelihood ve
Neighbor joining yontemleri kullanilarak yapilan analizler Cin’e 6zgii Diospyros
oleirefa’min Diospyros kaki ile diger tiirlere gére daha yakin akraba tiir oldugunu ortaya
koymustur. Ayrica Diospyros kaki tiiriiniin Asya kitasindaki gelisimini incelemek igin
bu tiire ait 20Kore, 102 Japon ve 24 Cin genotipi kullanilip bu genotipler 496 AFLP
markirla taranmistir. Neighbor joining analizi sonucu olugan kdksiiz dendogram bu
genotiplerin bagimsiz gelisimlerini ortaya koymustur. Ayrica siirekli tozlanan ve buruk
olmayan Japon genotiplerinin surekli tozlanmayan genotiplerden ayristigi bulunmustur
(Yonemori ve ark., 2008).

D. glandulo.

84

D. oleifera

Maximum Likehhood Maximum Parsimony
D. mollis _I
_:;_17 D. sumaltrana :'_'
D. ehretioides
D. rubra <
—: D. discolor }
o0 D. rhodocalyx 100
E D. rhombifolia :_
1

D. kaki cv. Hiratanenashi
—‘—-Il) kaki cv_liro ~
D, kaki ¢\ S

My azaKimukak se——

: D. lotus ¢cv. Kunscnshi —_—

l 2. lotus cv. Shinanoissaigaki

D. virginiana

D. confertiflora

D. lycioides

= 10 changes

Sekil 2.3. ITS ve matK bdlgelerine ait dizilerin maksimum likelihood ve maksimum parsimonv
yontemleri ile analizi sonucu olusan filogenetik agaglar (Yonemori ve ark., 2008)

Soyu yok olma tehlikesiyle kars1 karsiya olan Suudi Arabistan’daki Diospyros
mespiliformis tirii plastid genomuna ait rbcl bdlgesi kullanilarak molekiiler
tanimlanmast yapilmistir. Gu gen bolgesinin filogenetik analizi sonucu Diospyros
mespiliformis turtnin Diospyros brandisian ile yakin akraba oldugunu ortaya
koymustur. Bu gen bolgesine ait kismi diziler Diospyros mespiliformis tiiriiniin diger
yakin akraba tiirlerden ayirmada yetersiz kalmistir. Ancak bu gene ait daha uzun
primerler kullanilarak yapilan dizi analizi Diospyros mespiliformis tiiriinii basariyla
yakin akraba tiirlerden ayirmistir. Diospyros mespiliformis ve Diospyros brandisian

99,45 % benzerlik orani ile yakin akraba olduklar1 goriilmistiir (Alaklabi ve ark., 2014).
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Specimen R1 (HF568788)

Diospyros brandisiana (EU980656)
Maba myriophylla (EU980797)

Specimen R2 (HF568789)

D. mespiliformis (EU980712

——— D. curranii (EU980671)

62 D, argentea (GU471704)

D. ridleyi (EU980742)

23 | D. bejaudii (EU980652)

D. philippinensis (EU980730)

] D. celebica (EU980664)
—__ D. rhombifolia (EU980741)

D. filvopilosa (EU980692)

D. ferruginescens var ferruginescens (EU980685)
— D. cauliflora (EU980661)

D. virginiana (GU471708)
D. virginiana (EU980774)

- 3 |D. oleifera (GUA471696)

0.0005 82 ' D. kaki var silvestris (GUA471706)

Sekil 2.4. Diospyros cinsine ait turlerin rbcL gen dizilerinin maksimum likelihood analizi ile olusturulan
filogenetik aga¢ (Alaklabi ve ark., 2014)

Ericales takimi i¢indeki filogenetik iliskileri belirlemek amaciyla yapilan bir
calismada rbcL, ndhF, atpB ve mitokondriyel genomuna ait atpl ve matR bdlgelerine
diziler tek basmma ya da kombinasyonlar halinde degerlendirilmistir. Cesitli iyi
tanimlanmis gruplar tanimlanmigsa da dizilerin higbiri tek basina ya da kombinasyonlar
halinde gruplar arasindaki iliskiyi tam olarak agiklayamamistir. Theaceae familyasi
hari¢ ¢aligilan biitiin familyalarin monofiletik olduklar1 bulunmustur. Marcgraviaceae,
Balsaminaceae, Pellicieraceae ve Tetrameristaceae familyalar1 geri kalan familyalarla
kardes olan monofiletik bir grup olusturmuslardir. Fouquieriaceae ve Polemoniaceae
familyalar1 aralarindaki iligski tam olarak agiklanmamis olan sekiz grupla ayri bir grup
olusturan familyalarin c¢ogunluguyla kardes olan bir grup olusturmustur. Calisma
sonunda familyalarin olusturmus olduklari gruplar sirastyla; (1) Ficalhoa, Sladenia ve
Pentaphylacaceae; (2) Theaceae-Theoideae;(3) Ebenaceae ve Lissocarpaceae; (4)
Symplocaceae; (5) Maesaceae, Theophrastaceae, Primulaceae, ve Myrsinaceae (6)
Styracaceae ve Diapensiaceae (7) Lecythidaceae ve Sapotaceae (8) Actinidiaceae,
Roridulaceae, Sarraceniaceae, Clethraceae, Cyrillaceae, ve Ericaceae (Anderberg ve
ark., 2002).

Toplam 29 genotip iceren 7 Dispyros L. Turlnln kloroplast genomuna ait

kodlanmayan boélgelerini ¢ogaltmak icin 10 evrensel primer kullanilmis ve kloroplast
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genomunun yaklasitk % 12.6’lik kismi analiz edilmistir. Cogaltilan {iriinler yedi
restriksiyon enzimi kullanilarak kesilmistir. Sonuglar tiirler arasi cpDNA bolgesinde
polimorfizm varligina isaret ederken “Male strain” isimli genotip harig¢ test edilen diger
22 genotipte tiir i¢i varyasyona rastlanmamustir. Ayrica Trabzon hurmasinin Diospyros
lotus ve Diospyros glaucifolia, ile yakin akraba oldugunu ancak Diospyros virginiana
ve Diospyros rhombifolia ile kismen ayristigini gostermistir. Calisma sonunda farkli
kesim paternlerine sahip olan Jinzaoshi genotipinin diger genotiplerden farkli oldugu ve
yeni bir Diospyros tiirii olabilecegi belirtilmistir (Hu ve ark., 2008).

Japon Trabzon hurmasi ornekleri arasindaki genetik iligkileri ortaya koymak
amactyla SSR markirlarin kullanildig1 bir ¢alismada toplam 18 primer kullanilmistir.
(Diospyros kaki) tirtne ait 14 japon ve 10 Cin genotipi ile 6 akraba turden (D. lotus, D.
glaucifolia, D. oleifera, D.rhombifolia, D. Virginiana ve Jinzaoshi (Tam olarak
tanimlanmamis ve daha once (Diospyros kaki) olarak bilinmektedir) toplamda 262 bant
elde edilmistir. D.kaki’den gelistirilen biitin SSR markirlar1 diger tiirler arasindaki
genetik iligkileri agiga ¢ikarmak icin basartyla kullanilmistir. Kullanilan primerlerin
cogunun 0.66 degerine esit ya da daha yiiksek bir degerle olduk¢a polimorfik olduklar
belirlenmistir. Calisma sonunda Neighboor joining ve temel bilesen analizleri ile elde

edilen sonuglarin ayni olduklari bildirilmistir (Guo ve Luo, 2011).

Fuyuu A
Matsumoto-wase A
Uenishi-wase 2\
Maekawa-Jirou A
Hiangxitianshi /\
Jwrou A
Oku-gosho A\
Youhou A\

Hana-gosho A\
Suruga A

Akagakd O

Hiratanenashi O

Zenpumaru O
Nishimura O
Male type No. 6
_I l Bao 1shi A\
| Jiaobaogaitianshi A\
Yunyangdongsha [
Mopanshi [

Luotiantianshi /\
Eshi No. 1 A
aoguotianshi A\

Tongpenshi [

} Sifangtianshi A
D lotus
_‘_.—| D. glaucifohia
t D oleifera
Jinzaoshi
f 1 D rhombifolia

D). virgimana
f T T 1
000 011 021 032 042

Sekil 2.5. 30 tane Japom tarbzon genotiplerine ait Neighboor joining dendogrami (Guo ve Luo, 2011)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu c¢alisma 2018-2019 yillar1 arasinda Siirt Merkez, Sirvan, Eruh, ilgeleri ve
baghh koylerde yiiriitilmiistiir. Arastirmanin materyalini, yorede uzun yillardir
yetistiriciligi yapilan Trabzon hurmasi c¢esitlerinden dogal olarak tohumdan yetismis

genotiplerine ait cok sayidaki Trabzon hurmasi agaci ve meyveleri olusturacaktir.

Tablo3.1. Materyallerin alindig yerler

Genotip Vilge Alindig1 Yerin Sahibi veya
Koy/Mahalle Ad1

Diospyros kaki 1 Merkez1 GCakmak Mah.

Diospyros kaki 2 Merkez3 Cakmak Mah.

Diospyros kaki 3 Merkez2 Gakmak Mah.

Diospyros kaki 4 Sirvan2 Piringli kdyd/ Mehmet Yildirim

Diospyros kaki 5 Sirvan 1 Piringli koyii/ Mehmet Yildirim

Diospyros kaki 6 Sirvan 3 Piringli kdyii/ Mehmet Yildirim

Diospyros kaki 7 Eruh Sari giil Mah.
Diospyros kaki 8 Eruh Dih Mah. Eski Cad.
Diospyros kaki 9 Eruh Ismail Erdemci

3.1.1. Genomik DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar
3.1.1.1. CTAB yontemi ile yapilan DNA izolasyonu kimyasallari

DNA izolasyonu, Doyle ve Doyle (1987) taraflarindan gelistirilen, Karaca ve
ark. (2005) tarafindan modifiye edilen CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)
metodu uyarlanarak yapilmistir. DNA Izolasyonunda kullanilan tiim kimyasallar tablo

3.2 *de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. CTAB Metoduyla yapilan DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar

Cozelti

Kompozisyonu

Ekstraksiyon tamponu

0.35 M sorbitol,

100 mM Tris-HCI (pH: 7.5),
5mM EDTA (pH:7.5),

%2 Tween,

%1 Triton-X,

%1 BME

Lizis tamponu

200 mM Tris-HCI (pH:8.0),
50 mM EDTA (pH:8.0),
2M NacCl,

%2 PPVP,

%2 CTAB,

%2 Triton-X,

%2 BME
LiCl 8.0M
SLS %20
CIS Cloroform:izomil alkol-24:1
Izopropanol %100
NaCl 50M
TE (Tris-EDTA) pH:7.5
RNase 10 mg/ mL
NaAc 3.0 M, (pH:5.2)
KAc 2.0 M, (pH:5.5)
Etanol %100
TE (Tris-EDTA) pH:8.0
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3.1.1.2. PZR'de kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri

Tablo 3. 3. PZR'de kullanilan primerler ve 6zellikleri

Primer Nikleotid Dizisi Tm Degeri
ITS-4 CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 52.1°C
ITS-5A TCCTCCGCTTATTGATATGC 49.9°C
trnLf ATTTGAACTGGTGACACGAG 52.8°C
trnLe GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 54.4°C

Tablo 3.4. PZR'de kullanilan kimyasallar

Kimyasalin ad1 Miktari Konsantrasyon
Kalip 4 uL

Primer F 1.2 uL pmol/ml
Primer R 1.2 L pmol/ml
dNTP 1L 10 mM
Taq 0.7 uL

Tag Tampon 5uL 10 X
MgCl, 6 uL 25 mM
BSA 2uL

dH20 29,3 uL

Toplam 50 uL

3.1.1.3. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar

Agaroz jel elektroforezinde 1X“lik TBE kullanilir. 1X'lik TBE hazirlamak igin

5X TBE tamponu seyreltilir. 5X TBE Tamponun hazirlanist Tablo 3.5’te verilmistir.
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Tablo 3.5. XTBE Cozeltisinin hazirlanisi

Kimyasalin Adi Miktan

Tris-Baze 108 g

Borik Asit 55¢

0.5M pH:8 EDTA | 40 ml

Saf Su

1L

3.2. Metod

3.2.1. Bitkilerden genomik DNA izolasyonu

3.2.1.1. CTAB protokolt

1.

Yaklasik olarak 0.5 g yaprak 6rnegi sivi azot kullanilarak porselen havanlarda

ezildi.

. 2 ml’lik tiipe alinmis 0,2 gr (yaklasik 200 pl) ezilmis doku iizerine 1000 pul EB

gozeltisi eklenerek 3-5 dk vortekslendikten sonra 10000 rpm de 10 dk
coktaralda.

Coktiirme isleminden sonra iist faz dikkatlice dokiilerek kalan pellet {izerine
350 ul LB c¢ozeltisi eklenerek iyice vortexlendikten sonra bunun Gzerine 350 ul

(8.0 M) LiClI eklenip tekrar vortexlenerek iyice karistirilmasi saglandi.

. Iyice vortexlendikten sonra 40 ul %20 SLS ¢ozeltisi eklenip 65 °C deki su

banyosunda 40 dk bekletildi (her 10 dk da bir 45 sn vortex yapild).

Su banyosundan alinan 6rnekleri buz lizerinde soguttuktan sonra lizerine daha
once hazirlanmis CIS (Cloroform:izomil alkol-24:1) 1:1 (yaklasik 740 ul)
oraninda katilarak hafifce karistiripp 10000g de 10 dk spinlendi. (Bu asamada 3
faz olustu en iist faz dikkatlice alina bildigi kadar alind1 (yaklasik 450-600 ul).
Alinan siipernatant kadar {izerine tekrar CIS ekleyip 10000g de 5 dk spinlendi.
Spinden sonra iist faz dikkatlice alinip, alinan hacim kadar iizerine izoproponol
ve final hacmin 1/20 si kadar 5M NaCl ekleyip -20 °C de 18-20 saat bekletildi

(bu asamada Niikleik asit goriindii).
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7. -20 °C den alman ornekler 10000 g de 5 dk spinlendikten sonra iist faz
dikkatlice dokilup pellet 390 ul TE (pH:7.5) cozllup Gzerine 10 ul RNase
ekleyip 37 °C de 30 dk bekletildi.

8. Daha sonra ornekler 37 °C den alinip tizerine 40 ul 3M lik NaAc (pH:5.2)
ekleyip bunun Gzerine 3 kat (1320 ul) % 100 ethanol ekleyerek 10000g de 5 dk
spinlendi.

9. Spinden sonra ust faz dikkatlice dokltiikten sonra pellet 200 ul TE (pH:8.0, 65
°C) ekleyerek pellet iyice ¢ozuldikten sonra bunun iizerine 40 ul 2M lik KAc
(pH:5.5) ekleyerek bunun tizerine 660 ul % 100 ethanol ekleyerek 100009 de 5
dk spinlendi.

10. Spinden sonra ethanol iyice uzaklastirilip pellet 100 ul TE (pH:8.0) ¢oziilerek

+4 veya -20 °C de sonraki ¢alismalar i¢in saklandi.
3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Calismalari

PZR Toplam reaksiyon hacmi 50 ul olacak sekilde hazirlanmistir. Bu amagla 25
mM MgClz'den 6 uL, 10 mM dNTP' den 1 pL, 50 pmol/y,lik primerlerden 2 pL, Taq
DNA Polimeraz'dan 0.7 uL, Taq tamponundan 5 pL, BSA'dan 2 pL, kalip DNA'dan 4
pL, dH20'dan 29,3 pL alinarak toplam hacim 50 pL olarak ayarlandi. Caligma boyunca
PZR bilesenleri buz iizerinde muhafaza edildi. Ayrica PZR caligmalar1 boyunca

kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek icin negatif kontroller kullanildi.

Tablo 3.6. ITS primer igin kullanilan PZR programi

Basamak Sicaklik | Zaman Dongii Sayist
On Denatiirasyon | 95 °C 10 dk 1 dongii
Denatlrasyon 94 °C 1dk 35 dongi
Baglanma 51°C 1 dk 35 dongi
Uzama 72°C 2 dk 35 dongu
Final Uzama 72°C 10 dk 1 déngu
Final Hold 4°C 25 sa
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Tablo 3.7 trnL-F Primeri igin kullanilan PZR program1

Basamak Sicaklik Zaman Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95°C 7 dak 1 dongu
Denatiirasyon 94°C 1 dak 35 dongii
Annealing 52°C 1 dak 35 dong
Extension 72°C 2 dak 35 dongii
Final Extension 72°C 10 dak 1 dong
Final Hold 4°C 25 sa

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PZR sonucunda olusan bantlar1 gozlemlemek ve genomik DNA izolasyonu
sonuglarina bakmak amaciyla sirasiyla %1,5'luk ve %]1'lik agaroz jel elektroforezi
hazirlanmistir. Bu amagla sirastyla 0,6 gr ve 0,8 gr agaroz jel tartildi ve 40 ml 1 X TBE
tamponu icginde, mikrodalga firinda kaynatilarak ¢6ziildi. Karisim 50°C'ye sogutularak
igerisine 3 uL Etidyum Bromiir boyasi ilave edildi. Tampon, daha dnceden hazirlanmis
olan jel kasesi i¢ine dokiillip polimerlesmesi i¢in yaklasik 15 dk beklendi. Ardindan
taraklar yerinden ¢ikariltilip elektroforez tankina yerlestirildi. 10 L PZR iiriinii ve 3 pL
ylkleme boyas1 karistirilarak mikropipet yardimiyla kuyucuklara yiiklendi. Olusan bant
biiyiikliigiinii gézlemlemek i¢in 7 pL su, 3 pL yiikleme boyas1 ve 1,5 pL DNA markir
karistirilarak kuyucuga yiiklendi. Ornekler 90 voltta 30 dk yiiriitiildii. Daha sonra jel
gorlintiileme cihazina alinip UV 15181 altinda bilgisayar programi yardimiyla

goruntulendi ve fotografi ¢ekilip kaydedildi.
3.2.4. Dizi analizi

Cesitli primerler kullanilarak c¢ogaltilan bolgelerin DNA dizilerini elde etmek
icin PZR Urtinleri MEDSANTEK firmasina gonderildi. Dizilerin islenmesi i¢in BioEdit
sequencher bilgisayar programi kullanildi. DNA dizileri bu programda islenerek
konsensiis dizileri olusturuldu. Daha sonra bu diziler Word'e kopyaland1 ve fasta

formatina getirilerek dizi hizalanmasi i¢in hazir hale getirildi. Dizilerin hizalanmasi
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amaciyla ClustalW programi kullanildi. Word'e kopyalanan diziler ClustalW

programina yapistirildi ve dizi hizalamasi gergeklestirildi.

3.2.5. Filogenetik analiz

Dizileri hizalanan Diospyros cinsine ait tiirlerin akrabalik iliskilerini
O0grenebilmek i¢cin MEGAG6 bilgisayar programi kullanildi. Phylogeny penceresi agilarak
Construct/Test Neighbor-joining Tree sekmesi se¢ildi ve istenilen agag kriterleri
olusturularak MEG formatindaki verilerden filogenetik aga¢ olusturuldu. Filogenetik
aga¢ olusturmada mesafe temelli yontemlerden Neighbour Joining (NJ) yontemi
kullanildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA Ekstraksiyon Calismalari

DNA ekstraksiyonu, Doyle ve Doyle (1987) taraflarindan gelistirilen CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) metoduna gore yapilmistir. Elde edilen DNA’larin
kaliteleri agaroz-jel ile belirlenmis olup PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) icin gerekli
ve yeterli DNA ‘nin elde edildigi belirlenmistir. Calisma materyaline ait gDNA'larin
(genomik DNA) agaroz jeldeki goriintiisii Sekil 4.1 ’de sunulmustur.

Sekil 4.1. Diospyros kaki ITS bolgesine ait jel goriintisu

4.2. PZR Sonuglari

Ekstraksiyon sonucu elde edilen genomik DNA’larin ITS bolgelerini cogaltmak
amaciyla ITS4 ve ITS5 primerleri kullanilirken, trnl-F bdlgelerinin amplifikasyonu
amaciyla trnL-Ff ve trnLe primerleri kullanilmistir..PZR verimini artirmak ve
polimeraz aktivitesini optimum hale getirmek amaciyla reaksiyondaki konsantrasyonu 1

mg/ml olacak sekilde BSA (Bovin serum albiimin) eklenmistir.

4.3. Dizileme Analizi

PZR reaksiyonu sonucu amplifiye edilen iriinler dizileme amaciyla
MEDSANTEK firmasina gonderilmistir. PZR iirlinleri tek yonlii okutulmus olup elde
edilen diziler ¢esitli programlarla (Bioedit sequencher ve MEGA-X) analiz edilmistir.
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10 20
raca 1AG AT T TAGACCAGC T

Sekil 4.2. Diospyros kaki 2 nolu 6rnege ait tmlf bélgesinin kromotogram goériintiisiiniin bir kismi

Calismada kullanilan bolgelere ait dizi verileri ClustalX programi kullanilarak
hizalanmistir.

SpEcmAhhw - * * & % * | & #* E AR A * * * & % * *
1. Diospyros_kaki_1
2. Diospyros_kaki_2
3. Diospyros_kaki_3
4. Diozpyros_kaki_4
5. Diospyros_kaki_S
6. Diospyros_kaki_6
7. Diospyros_kaki_7
8. Diozpyros_kaki_8

e I R R R I
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5. Diozpyros_kaki_%

L
LS
LS
L
i
LS
LS
L
LS
L

10. Euclea_crispa

Sekil 4.3. Clustal W programinda hizalanmis tmlf dizilerinde bir kisminin gorintisu

4.4. ITS Bolgesine Ait Filogenetik Agaglar ve Analizi

Tiir seviyesindeki molekiiler sistematik arastirmalar i¢in en ¢ok kullanilan
bolgelerden biri rDNA’nin ITS (internal transcribed spacer) bolgesidir. ITS bolgesi;
ITS1, 5.8S ve ITS2 bolgelerinden olusmaktadir (25). Bu bolge 6zellikle fotosentetik
canlilar ve funguslar i¢in siklikla kullanilmakta ve bitkiler i¢in muhtemel bir barkod
oldugu yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir (26). Ayrica yapilan bir¢ok calismada tiir
seviyesindeki ayrim giiciliniin yiiksek oldugu belirtilmistir. Veri tabanlarinda farkl
tirlere ait 36000°den fazla ITS dizi verisinin olmasi bu bdlgenin yarayishiligin
artirmaktadir. ITS boélgesinin avantajlarindan biri 5.8S lokusuna komsu olan ITS1 ve
ITS2 seklinde ¢ogaltilabilmesidir ki bu durum o6zellikle degrede olmus 6rnekler i¢in
onemlidir. Aslinda oldukg¢a korunmus olan 5.8S bolgesi sube ve takim seviyesindeki

ayrimlar icin yeterince bilgi saglamaktadir (29). Filogenetik calismalarin aksine,
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homoloji degerlendirmeleri i¢in ITS veya hizlica evrimlesmis olan ve kodlanmayan
bolgeler kompleks dizi analizleri gerektirmektedir. Bu baglamda daha diisiik
taksonomik seviyelerde i¢ ve dis intergenik bolgeler kullanilirken, daha yiiksek olan
taksonomik gruplar igin evrimlesme siireci daha yavas olan rDNA bdlgesi tercih

edilmektedir.

Bu c¢alismada Trabzon hurmasi genotiplerinin ITS ve trnL-F bdlgeleri
PZR ile amplifiye edilerek kullanilmigtir. Dizi verileri incelendiginde ITS bolgesine ait
dizilerin uzunlugunun 773-782 bg, trnL-F boélgesine ait dizilerin 416-463 bg arasinda
degistigi bulunmustur. Filogenetik aga¢ olusturmak amaciyla mesafe temelli
yontemlerden UPGMA (Unweighted Pair Group Method Algoritm) ve NJ (Neighbor-
Joining) yontemleri kullanilmistir. Mesafe temelli yontemler dizilerin hizalanmasi

temeline dayanmakta ve hesaplanan diziler arasindaki farkliliklarin miktar1 benzerlik ya

da farklilik iligkisini ortaya koymaktadir.

2% — Diospyros kaki 2

" — Diospyros kaki 4

3 Diospyros kaki 3

Diospyros kaki 6

7

4

i

— Diospyros kaki 7

Diospyros kaki 8

— Diospyros kaki 1

Diospyros kaki 5
Diospyros kaki 9

Diospyros lotus

Sekil 4.4. ITS bolgesinin Neighbour-Joining analizi sonucu olusan agac1 (Filogenetik agacin nodlarinda
yer alan rakamlar bootstrap degerlerini gdstermektedir)
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Sekil 4.5. ITS bolgesinin UPGMA analizi sonucu olusan agaci (Filogenetik agacin nodlarinda yer alan
rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir)

NJ ve UPGMA yontemleri kullanilarak olusturulan 6rneklerin ITS bolgelerine
ait filogenetik agaclar, bu yontemlerin farkli algoritmalar kullanmasina ragmen farkli
lokasyonlara ait drneklerin gruplandirilmasinda oldukca benzer sonuglar vermislerdir.
Ornegin 9 nolu 6rnek her iki agagta da bash basma bir grup olustururken, diger
genotipler ayri bir grup olusturmustur. Dis grup olarak kullanilan Diospyros lotus ise
ayr1 bir grup olusturmugstur. Biitiin genotipler diisiiniildiigiinde 2, 3 ve 4 nolu 6rnekler
bir grup olustururken 6, 7 ve 8 nolu 6rnekler kendi iginde ayr1 bir grup olusturmus, 1 ve

5 nolu 6rnekler de diger bir grup olusturmustur.

29



4.5. Trnl-F Bolgesine Ait Filogenetik Agaclar ve Analizi

95— Diospyros kaki 1
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Diospyros kaki 8

Diospyros kaki 7

Euclea crispa

Sekil 4.6 trnL-F bolgesinin Neighbour-Joining analizi sonucu olusan agaci (Filogenetik agacin
nodlarinda yer alan rakamlar bootstrap degerlerini gostermektedir)
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Sekil 4.7. trnL-F boélgesinin UPGMA analizi sonucu olusan agaci1 (Filogenetik agacin nodlarinda yer
alan rakamlar bootstrap degerlerini gdstermektedir)
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trnL-f bolgesinin mesafe temelli yontemlerden NJ ve UPGMA yontemleri
kullanilarak olusturulan filogenetik agaglari farkli 6zellikler gostermistir. Ornegin NJ
yontemiyle elde edilen agacta 7 nolu 6rnek bash basina bir grup olustururken UPGMA
yontemiyle olusturulan agacta 3, 5, 6, 8 ve 9 nolu Orneklerle birlikte bir grup
olusturmusgtur. Biitiin 6rnekler goz Oniinde bulunduruldugunda NJ ydntemiyle
olusturulan agacta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 ve 9 nolu 6rnekler bir grup olustururken 7 nolu
ornek tek basina bir grup olusturmus ve dis grup olarak kullanilan Euclea crispa ayri bir
grup olusturmustur. UPGMA yontemiyle olusturulan agacta; 1, 2 ve 4 nolu 6rnekler bir
grupta toplanirken 3, 5, 6, 7, 8 ve 9 nolu 6rnekler ayr1 bir grupta toplanmis, dis grup

olarak kullanilan Euclea crispa ise ayr1 bir grup olusturmustur.

Her iki gen bolgesi karsilastirildiginda ITS bolgesine ait diziler kullanilarak
olusturulan filogenetik agaglar kendi icinde daha tutarli sonuglar vermistir. ITS
bolgesine ait dizi verileri ve NJ ile UPGMA ydntemleri kullanilarak elde edilen agaglar
bootstrap degerleri hari¢ birebir benzerlik gostermektedir. Ancak bootstrap degerleri
gdz Oniinde bulunduruldugunda elde edilen sonuglar ITS bdlgesi icin genotipler
arasindaki akrabalik iliskilerini agiklamakta farklilik gostermektedir. Ornegin NJ agaci
gruplar1 %79 oraninda ayirirken bu deger UPGMA agaci i¢in % 42 olarak bulunmustur.
trnL-F bolgesi i¢in bootstrap degerleri NJ ve UPGMA agaglart i¢in sirasiyla % 67 ve %

78 olarak hesaplanmuistir.

Bootstrap analizi filogenetik iliskilerin giivenilirlik derecelerini istatistiksel
olarak ortaya koyan ¢ok sayida analizden biridir. Bu analiz, elde edilen agaglarin dallari
tizerinden parsimoni kriteri kullanilarak istatistiksel anlamda en giivenilir dallarin
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Felsenstein, 1985). % 0-100 arasinda degisen
bootstrap degerleri % 85’den biiylikse ¢ok gliclii, % 70-85 arast giiglii, % 50-70 arasi
zayif ve % 50’den kiiciikse ¢ok zayif seklinde tanimlanmaktadir (Kress, 2005). Bu
calismada ITS bdlgesi i¢in her iki yontem kullanilarak elde edilen sonuglarin kendi
icinde daha tutarli olmasi c¢esitli nedenlere baglanabilir. DNA barkodlama
calismalarinda rbcL, atpB, ndhF ve matK gibi ekzon bdlgeleri ile kodlanmayan trnL
intron ve trnL-F intergenik bolgeleri siklikla kullanilmaktadir. Ancak plastit genomuna
ait olan bu bolgelerin filogenetik agidan kisithi sayida bilgi veren bolgelere sahip
olmalar1 bu bdlgelerin barkod olarak kullanilmalarini sinirlandirmaktadir (Chase ve
ark., 2005). Bu siirlandirmalar1 ortadan kaldirmak i¢in rbcL ve matK bazi bolgelerin

kombine halinde kullanilmasi 6nerilmistir (Group ve ark., 2009). Ancak bu ¢alismalarda
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kullanilan tiir sayilar1 oldukca sinirlidir. Group ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir
caligmada rbcL, matK, trnH—psbA ve ITS primerlerinin etkinligini incelemek amaciyla
75 tamilyadan 1757 tiir kullanilmistir. Calisma sonucunda ITS primerlerinin en yiiksek
ayrim giicline sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica plastit genomuna ait bolgeler ile ITS

bolgesinden elde edilen sonuglarin bazi 6rnekler i¢in uyumsuz olduklart belirtilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu tez calismasinda materyal olarak kullanilan genotiplerin molekiiler
karakterizasyonu amaciyla plastit genomuna ait trnL-F ve ¢ekirdek DNA’sina ait ITS
bolgeleri kullanilmistir. Filogenetik agaclarin  olusturulmasinda mesafe temelli

yontemlerden NJ ve UPGMA yontemleri kullaniimistir.

Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda kullanilan gen boélgelerinden ITS
bolgesinin kendi i¢inde daha tutarli sonuglar verdigi goériilmiistiir. trnL-F bolgesinden
elde edilen sonuglar kullanilan yonteme gore onemli farkliliklar géstermistir. Bootstrap
analizi sonucu en yliksek deger % 79 ile ITS bolgesinin NJ yontemiyle elde edilen
agacina aitken en diisiikk deger ise yine ayni bolgenin UPGMA yontemiyle elde edilen
agacna aittir (% 42). trnL-F bolgesinde ise bu degerler NJ ve UPGMA yo6ntemleri i¢in
sirastyla % 67 ve % 78 olarak hesaplanmistir. Agac topolojisi incelendiginde her iki
bolge icin de olusturulan filogenetik agaclar calismada kullanilan 6rnekleri dis grupta
dahil olmak {izere toplam 3 grupta toplamistir. ITS bolgesinden elde edilen sonuglar
incelendiginde 9 nolu ornek tek basina bir grup olustururken dis grup ayri bir grup
olusturmus ve diger 6rnekler kendi i¢inde bir grup olusturmuslardir. Ancak kullanilan
yonteme gore dallar farkli bootstrap degerleriyle desteklenmistir. trnL-F boélgesi icinde
ornekler dis grupta dahil olmak ilizere toplam 3 grupta toplanmislardir. Ancak ITS
bolgesinden farkli olarak orneklerin gruplanmasi kullanilan yonteme gore Onemli
farkliliklar gostermektedir. Ayrica kullanilan yonteme gore hesaplanan bootstrap

degerlerinin de farkli olduklar1 goriilmiistiir.

5.2. Oneriler

Yapilan bu tez caligmasinda elde edilen veriler Siirt yoresinden toplanan
Trabzon hurmasi genotiplerinin molekiiler diizeyde karsilastirilmas1 ve karakterize
edilmesine olanak tanimistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler 1s18inda 9 nolu
genotip hari¢ toplanan genotipler arasinda onemli farkliliklar goriilmemistir. Bu
caligmanin farkli gen bdlgeleri kullanilarak tekrarlanmasinin daha saglikli sonuglar

saglayacagi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK-1 Cahsilan Tiirlerin ITS Bolgesine Ait Diziler
Diospyros kaki 1

TCCGGGCAGCGCGCGATCTCTGTGTGACTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCT
ATAAGAGCAGAACGACCCGCGAACCACTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGC
AGCCCTTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCAC
GGCAATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGG
ACGTGCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATA
GCAACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACG
GATATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACGTAGCAAAATGTGATATTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCC
CGAAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCG
CCCCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATGAGGGATGGGCGTGTGGGC
GATGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAA
AAAAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACC
TTCGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCC
TCTGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGT
GACCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCG
GAGGAA

Diospyros kaki 2

CCGCGGATCTTCTGTGGTACCCTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCTATAAGA
GCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCAGCCCT
TGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACGGCAA
TGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGACGTG
CCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAGCAA
CGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGGATA
TCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGTGTG
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCCGA
AGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGCCC
CCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCGAT
GGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAAAA
AAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCTTC
GTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCTCT
GCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGTGA
CCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCCGG
GAGGAA

Diospyros kaki 3

CCCTGGCCCCATCTGCCGTACCCTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCTATAAG
AGCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCAGCCC
TTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACGGCA
ATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGACGT
GCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAGCA
ACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGGAT
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ATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGTGT
GAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCCG
AAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGCC
CCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCGA
TGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAAA
AAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCTT
CGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCTC
TGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGTG
ACCCTAGGTCAGGCGGGGACTACCTGCTGAGTTTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGAA

Diospyros kaki 4

GCCCTTAGTCGCCTGGGTACCCTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCTATAAGA
GCAGAACGACCCGCGGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCAGCCC
TTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACGGCA
ATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGACGT
GCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAGCA
ACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGGAT
ATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGTGT
GAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCCG
AAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGCC
CCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCGA
TGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAAA
AAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCTT
CGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCTC
TGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGTG
ACCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCCG
GAGGAAAATGGGA

Diospyros kaki 5

ATTTGTTCTCTGCAGATCTCTGTGTGCACTGCGGAGATCATTGTCAAACCCT
AGTAAGAGCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGGAGGG
GGCAGCCCTTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCC
TCACGGCAATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATG
CAGGACGTGCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAALCCCCCGCAA
CTATAGCAACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGA
CAACGGATATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATA
TTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTT
GCGCCCGAAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACAT
CGTCGCCCCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGT
GGGCGATGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCC
CAAAAAAAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAA
AACCTTCGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCG
ACCCTCTGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAAGGGCATAACACAC
AACGTGACCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAAT
AAGCCGGAGGAA
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Diospyros kaki 6

GCCGGCAGGCGCCCTGCGGTACCCTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCTAGT
AAGAGCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCA
GCCCTTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACG
GCAATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGA
CGTGCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAG
CAACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGG
ATATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCC
GAAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGC
CCCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCG
ATGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAA
AAAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCT
TCGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCT
CTGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGTG
ACCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAACCCG
GAGGAT

Diospyros kaki 7

CCGGTGTTTCCCTTCCGGTGCCCTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCTATAAG
AGCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCAGCCC
TTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACGGCA
ATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGACGT
GCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAGCA
ACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGGAT
ATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGTGT
GAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCCG
AAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGCC
CCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCGA
TGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAAA
AAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCTT
CGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCTC
TGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAAACGT
GACCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCG
GAGGAAA

Diospyros kaki 8

CCGGGAGTTTCTGCTGTGCCCTGCGGAGGATCATTGTCAAAGCCCTATAAGA
GCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCAGCCCT
TGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACGGCAA
TGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGACGTG
CCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAGCAA
CGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGGATA
TCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGTGTG
AATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCCGA
AGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGCCC
CCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCGAT
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GGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAAAA
AAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCTTC
GTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCTCT
GCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGTGA
CCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCCGG
AGGAAGATAAGGA

Diospyros kaki 9

GCCGTCAGTTACCGTGCGTGCACCTGCGGAGGATCATTGTCAAGCCCTATAA
GAGCAGAACGACCCGCGAACCAGTAACTCTCCACATCAGGAGGGGGCAGC
CCTTGCGGTGCCCTTTCCCACCACAGCCGGCACGAGACTACGGCCTCACGGC
AATGGATTGTCGAGCCTTCCTTCAACAAACAACAAACACCGATGCAGGACG
TGCCAAGGAAACGAAACAAATGAGCGCGCCCCAACCCCCGCAACTATAGCA
ACGGGGCATCGCGTCTTTCACTTTACGTATAAAATGACTCTCGACAACGGAT
ATCTCGACACTCGCATCAATGAAGAACATAGCAAAATGTGATATTTGGTGT
GAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTAAACATAAGTTGCGCCCG
AAGCCATTCGGCTAGGGGCACGTCTACCTGGGCGTCACGCACATCGTCGCC
CCCTCGACTCGCGCCATCCATCCCCTAAATAAGGGATGGGCGTGTGGGCGA
TGGGGTAAAACTTGGCCCCACGTGCCCGTGAGGGCACGATAGGCCCAAAAA
AAAGGATCTCAGTGGTGGCGGTCATAGCTGGTGGTGGTTGTCAAAAACCTT
CGTGCCCCGACAAGTGCCCTTCCACCAATGGGTGTGCCCTCAAGCGACCCTC
TGCGATTATCCTATCTATCTTTTAGAAAAAAAGGGCATAACACACAACGTG
ACCCTAGGTCAGGCGGGACTACCTGCTGAGTTTAAGCATATCAATAGCCGG
GAGGAAAAACAGGA

Diospyros lotus (Dis Grup)

TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGCCCCGCAAGAGCAG
AACGACCCGCGAACCAGTAAGACCCCACGCCGGGAGGGGGLGGLeCcTeCGT
GGTGCCCCGCCCCTTCCCGTCGCGGGGGGCGCGCGGCCGCGGLLCTTCGGT
CGCGTCGCGCCCCTCCCGCGACGAACAACAAACACCGGCGLCAGGALCGLEGCC
AAGGAAAACGAAACGAACGAGCGTGCCCCCGACCCCCGCAGCGGGTGCGA
CGGGGCGTCGCCTCTTTCACCGACGCAAAAACGACTCTCGGCAACGGATAT
CTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGA
ATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAA
GCCATCCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCACGLCCGTLCGLCCC
ATCCCGCCCCGCGTCTTCCCCCAGGGGACGGGCGLCGCGCGCGGGGETGGGE
CGGAACTGGCCCCCCGTGCCCGCGAGGGCGCGGTCGGCCCGAAAAGAGGG
ATTCCGGTGGCAGCGGTCACGGCCGGCGGTGGTTGTACCCAAAGCACATTC
GCGTCCCGGCGAGTGCCCCTTCACCGGTAGGAGTGCCCCCCGCGACCCTCG
AGCGACGCCCCAGGGCGCCGCCCACGACGCGACCCCAGGTCAGGCGGGACT
ACCCGCTGAGTTTAA
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EK-2 Cahlisilan Tiirlerin trnL-F Bélgesine Ait Diziler
Diospyros kaki 1

GTCAATGACATCATTGTGCTCTATCACACACCATTCCCGAGTGGCATCTTCC
TCATTTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTAT
TACAAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACT
TTGTAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGA
GATTCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACT
TGTGATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAA
TGAATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGA
TAAATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCC
AATATATT

Diospyros kaki 2

GACATGACATCGTTCCAGCTCTATCACACACCATTCCCGATGGCATACTTCC
TCATTTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTAT
TACAAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACT
TTGTAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGA
GATTCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACT
TGTGATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAA
TGAATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGA
TAAATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGGGACTTGAACCC
AATATATTTGAACTGGTGACACGAGGGATAGAGGGACTTGAACCATATTT

Diospyros kaki 3

TACATAGATTTAGACCAGCTCTATCACAGACCATTCCCGATGCATCATCCTC
ATTTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATT
ACAAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTT
TGTAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAG
ATTCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTT
GTGATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAAT
GAATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGAT
AAATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGGACCCTTGAACCC
AATAATTTGA

Diospyros kaki 4

AAAATGACATCATTCGTGCTCTATGACAGACCATTCCCGATGCATCATCCTC
ATTTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATT
ACAAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTT
TGTAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAG
ATTCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTT
GTGATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAAT
GAATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGAT
AAATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGACCCTTGAACACA
AAATATTTGAACTGGTGACACGAGGGATAGAGGGACTTGAACCATATT
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Diospyros kaki 5

CACAAGAATTGTACTGATCTATCACCACCATTCCCGATGCATCATCCTCATT
TTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATTACA
AAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTTTGT
AAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAGATT
CCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTTGTG
ATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAATGAA
TGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGATAAA
TAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGAAACTTTGAACCAAAA
TAATTTGAACTGGTGACACGAGGGATAGAGGGACTTGAACAATATATCAAG

Diospyros kaki 6

GACATGATTCGTACGTGCTCTATGACAGACCATTCCCGATGCATACATCCTC
ATTTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATT
ACAAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTT
TGTAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAG
ATTCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTT
GTGATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAAT
GAATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGAT
AAATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGAAACTTTGAACCA
AAATAATTTGA

Diospyros kaki 7

GACATGGAATTGTTCTGATCTATCACGACCATTCCCGATGCATCATCCTCAT
TTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATTAC
AAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTTTG
TAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAGAT
TCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTTGT
GATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAATGA
ATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGATAA
ATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGAAAACTTGAACCCAA
AAAATTTG

Diospyros kaki 8

CACACATGAATTGGACTGTATCTATCCCGACCATTCCCGATGCATCATCCTC
ATTTTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATT
ACAAAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTT
TGTAAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAG
ATTCCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTT
GTGATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAAT
GAATGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGAT
AAATAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGGAGCTTGAACCCA
ATATATTTGAACTGGTGACACGAGTTATAAAGGGACTTAAACAATTGATGC
AC
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Diospyros kaki 9

GACAAGAATCGTACTGATCTATCACGACCATTCCCGATGCATCATCCTCATT
TTACTAGGATGACTTGGGTCGATGTCAATTAAAAAATGAAAGGGTATTACA

AAGTTTTATTCAGACCCTGGAATTTCTTGGATTTTCAAAAGGAAAACTTTGT
AAGTTTCAGTATGGATAATGATAGAGACCGTGAATCATTCAAATGGAGATT

CCTTGCTTAAAGATGTTCATTTGCACATGTATCATATATCACAAGACTTGTG

ATAAGAGAAAAGCATTTCCGGTCCGATCCGTTTGTGAAAGAGTCGAATGAA
TGAGAAAGATAACGAATTGGGAACTGCTAACGAAAAAAGGATAGGATAAA
TAGTTAAGGAATCAACTGGTCTTTTGGGGATAGAGAACCTTGAACCCAATA

ATTTGA

Euclea crispa (Dis Grup)

ATTGAGCCTTGGTATGGAAACCTACTAAGTGATAACTTTCAAATTCAGAGA
AACCCTGGAATTAATAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTGATTTTCG
AAAACAAACAAAGATTCAGAAAGCGAAAATAAAAAAAGGATAGGTGCAGA
GACTCAATGGAAGCTGTTCTAACAAATGGAGTTGACTGCGTTGGTAGAGGA
ATCCTTCCATCGAAACTTTCGAAAGGATGAAAGAGAAGCCTATATACATAC
GCATACGTACTGAAATACTATATCAAACGATTAATGACGACCCAAATCTGT
ATCCGTATTTTTTTTATATGAAAAATGGAAGAATTGTTGCGAATCGATTCCA
TATTGAATAAAGAATTGACTATTCATTGATCAAATCATTTACTCCATAGTCT
GATAGATCTTTTGAAGAACTGATTAATCGGACGAGAATAAAGATAGAGTCC
CATTCTACATGTCAATACCGACAACAATGAAATTTATAGTAAGAGGAAAAT
CCGTCGACTTTAAAAATCGTGAGGGTTCAAGTCCCTCTATCCCCAAAAG
CCCATTTGATTCCTTAACTATTTATCCTATCCTTTTTTCGTTAGCAGTTCCAA
ATTCGTTATCTTTCTCATTCATTCGACTCTTTCACAAACGGATCGGACCAGA
AATGCTTTTCTCTTATCACAAGTCTTGTGATATATGATACATGTGCAAATGA
ACATCTTTGAGCAAGGAATCTCCATTTGAATGATTCACGGTCTATATCATTA
TTCATACTGAAACTTACAAAGTTTTCCTTTTGAAAATCCAAGAAATTCCAGG
GTCTGGATAAAACTTTGTAATACCCTTTCATTTTTTAATTGACATAGACCCA
AGTCATCTAGTAAAATGAGGATGATGCATCGGGAATGGTCGGGATAGCTCA
GCTGGTAGAG
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