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Kabaklarda morfolojik ve  molekiler  karakterizasyon  Uzerinde
gerceklestirilen caligmada bitki materyali olarak Cucurbita pepo, Cucurbita
moschata ve Cucurbita maxima’'ya giren yirmidort genotip kullamlmistir. C. pepo
genotiplerinin buytk bir kismi tohumluk kabaktir ve bunlardan bazilar: gerez ve yag
uretiminde kullamlan kabuksuz cekirdekli tiplerdir. Ayrica C. moschata ve C.
maxima’ dan alti kiglik kabak genotipi ve Ui¢ adet tirt bilinmeyen genotip ¢alismada
yer almustir. Molekller analizler ISSR ve SRAP ile gergeklestirilmis, morfolojik
karakterizasyon ise UPOV kriterlerine gore yapilmistir. Molekiler calismalarda
sekiz ISSR primeri kullanarak 60 bant elde edilmis ve bunlarin hepsi polimorfik
bulunmustur. Yine sekiz SRAP primer kombinasyonu kullanilarak toplam 71 bant
elde edilmis ve bunlarin da heps polimorfik bulunmustur. ISSR anadizlerinde genetik
benzerlik katsayist 0.07 ile 0.96 arasinda, SRAP analizlerinde genetik benzerlik
katsayisi 0.13 ile 1.0 arasinda degismistir. ISSR ile SRAP arasindaki korelasyon ¢ok
yuksek, bulunmustur: (r = 0.947). Morfolojik ve molekiler ¢calismalar arasinda bazi
farkliliklar gorilmis ve bu tip genetik yakinlik ve karakterizasyon galismalarinda
morfolojik andizlerin tek basina yetersiz kalacagi, molekiler tekniklerin daha
guvenli sonug verdigi sonucuna ulasilmistr.
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Morphological and molecular characterization of a pumpkin collection was
studied. Plant materiel was consisted twenty four genotipes belonging to three
species: Cucurbita pepo, Cucurbita moschata and Cucurbita maxima. A big part of
Cucurbita pepo genotypes are seed pumpkin and some of them are naked seed types
used for appetizer and/or for oil production. Six winter pumpkin genotypes from C.
moschata and C. maxima and three genotypes of unknown species have also been
included in the experiments. Molecular analyses realised by ISSR and the SRAP
techniques. Morphological characterization was done according to UPOV criteria
In the ISSR study 60 bands were obtained by using 8 ISSR primers and al these
bands were found polimorphic. In the SRAP study, 8 primer combinations were
used, atotal of 71 bands were scored and all these bands were polimorphic. In the
ISSR analyses, the genetic similarity coefficients varied between 0.07 and 0.96,
while in SRAP it was between 0.13 — 1.0. The correlation coefficient between ISSR
and SRAP genetic similarity data was very high: ( r = 0.947). Some differences were
observed between molecular and morphological studies, and it was concluded that
morphological analyses are insufficient by themselves and molecular techniques are
more reliable in genetic variability studies.

Keywords: Pumpkin, Squash, Genetic relationship, SRAP, ISSR
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maddi ve manevi destegini benden esirgemeyen, buyuk bir sabir gostererek
¢alismamin her asamasinda yammda olan, insani degerleri yiksek, 6zverili, sevecen,
disiplinli insan, damsman hocam Biyoteknoloji Anabilim Dali1 Baskam sayin  Prof.
Dr. Kazim ABAK'’ a sonsuz tesekkdirlerimi sunarim.

Ayrica molekiler caligmalarimi yaparken bana laboratuvarimn kapilarint
sonuna kadar agan ve her turlt yardimim esirgemeyen onerileriyle calismama yon
veren ve ikinci damsman gibi destek olan sayin hocam Prof. Dr. Salih KAFKAS a
tesekkiir ederim.

Tez calismamda kulandigim yerel yurt ici materyalleri saglamamda yardimci
olan Ondokuzmayis Universites Ogretim (yesi sayin hocam Dog¢ Dr. Ahmet
BALKAYA'ya ve yurt dis1 materyali saglayan Namik Kemal Universitesi Ggretim
tyesi sayin hocam Yar. Dog. Dr Ugur BAL’ a ayrica tesekkiir ederim.

Tez ¢aligmamin gesitli asamalarinda bilgi ve destekleriyle surekli yammda ve
yardimct olan, degerli arkadasim Ar. Gor. Mehtap YILDIZ'a, sevgili arkadasim
doktora 6grencisi Yik. Ziraat Miih. Yildiz DOGAN’a, Yiik. Zirast Miih. Mahmut
YEGUL’e, yiksek lisans ogrencisi Meltem BERBER’e, lisans Ogrencisi Fuat
BOZOGLU' na, ayrica Biyoteknoloji ve Bahge Bitkileri Anabilim Dal1 6gretim tyesi
ve Ogrencilerine tesekklrl borg bilirim.

Her tarlu fedakarligi yaparak yuksek lisans egitimim siresince beni
destekleyen ve egtimimin devamimi saglayan degerli is arkadasim Laboratuvar
Teknisyeni Murat POLAT g, iskenderun Devlet Hastanesi Laboratuar: personeline
ve degerli arkadasim Yrd. Dog. Dr. Baris OTLU’ yacok tesekkir ederim.

Tum hayatim boyunca hep yammda olan ve tez galismalarim esnasinda
maddi ve manevi desteklerini eksik etmeyen cok degerli aileme ve kuzenlerim

Kamuran ve Baris INAN’agontlden sevgi ve tesekkrlerimi sunarim.



ICINDEKILER SAYFA

TESEKKUR. ..ot e e e e e
ECINDEKILER ...t e
CIZELGELER DIZINI........c.ovveiiiii i,
SEKILLER DIZINT ... ooeee et e
SIMGELER VE KISALTMALAR ...ttt e,
L.GIRIS .,
2. ONCEKI CALISMALAR. ...ttt e e,
3. MATERYAL VEMETOD.... .ot
B L MEEIYAL. ...
B2 MELOU. .. e e e e
3.2.1. Morfolojik calismalardaizlenen yontemler.........................
3.2.1.1. Tohum Ekimi ve Fide Elde Edilmesi........................

3.2.1.2. Bitkilerde Y apilan Gozlemler ve Olgimler................
3.2.2. Molekiler karakterizasyon.............ccoveviiiini i e
3.2.2.1. Bitki Materyainin Hazirli@t. .. .......cocoo i

3.22.2. DNA 1Z0laSyONnU.........ccceiuiiiiiii e

3.2.2.3. DNA Konsantrasyonunun belirlenmesi......................

3224 ISSRANAIZIENT. ..o
3.22.5. SRAPANAIZIENT. ...

3.2.2.6. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Belirlenmesi..........

3.2.2.7. Primerlerin Polimorfizm Bilgi Igeriginin Belirlenmesi..
3.2.2.8. Primerlerin Ayirma Guglerinin Belirlenmesi................

3.2.2.9. Soyagact Analizleri... ..o

4. ARASTIRMA BULGULARI.... .o e
4.1.MOrfOlOjik GOZIEMIE.......c.eiieeieeceee e
4.1.1. Fidelerde Y apilan Gozlem ve dlglimlere Ait Veriler...................
4.1.2. Arazide Bitkilerde Y gpilan GOzlemlere Ait Bulgular...............

VI
VIl

13
13
14
15
15
16
22
22
22
23
24
25
27
27
27
28
29
29
29



4.1.3. Yapraklarda Y apilan Gozlemlere ve Olgiimlere Ait Bulgular.....

4.1.4. Ciceklerde Y apilan Gozlemlere ve
4.1.5. Meyvelerde Y gpilan Gozlem ve Ol

Olgumlere Ait Bulgular......

¢umlere Ait Bulgular..........

4.1.6 Tohumda Y apilan Gozlem ve Olglimler.............ccoevveeennnnnn...

4.1.7 Morfolojik Verilere Ait Dendogramin Degerlendirilmesi..........

4.2. Molekiler Calismalar............ooviiiiiin i

A2 11ISSR ANAIZIE I ... .o e e

422 SRAPAndizleri.....................

4.2.3 SRAPvelSSR Yontemleri Birlikte Analiz edilerek ile Kabak

Genotiplerinin Aralarindaki Genet

ik Tliskilerinin Belirlenmesi..

4.2.4. SRAPvelSSR Y ontemlerinden Elde Edilen Benzerlik

Indeksleri Arasindaki Korelasyon

5. SONUG VE ONERILER. .. ... ccitit ittt e e et et e e

KAYNAKLAR .. .ot ettt ettt e,
OZGECMIS ... v oo oottt e

EKLER. ..o

58
59

62
67
68



CiZELGELER DiziNi

Cizelge 3.1
Cizelge 3.2

Cizelge 3.3
Cizelge 3.4
Cizelge4.1
Cizelge 4.2
Cizelge4.3
Cizelge4.4
Cizelge 4.5
Cizelged.6
Cizelge 4.7
Cizelge 4.8
Cizelge 4.9

Cizelge4.10

SAYFA
Calismada kullamlan genotipler ve temin edildikleri yerler....... 14
Calismada kullanmlan ISSR primerlerinin baz dizilimleri, baz
sayilari ve kabak DNA’ sina PCR’ da yapisma sicakliklari........... 25
Calisma kapsaminda kullamilmis olan SRAP ileri primerleri...... 26
Calisma kapsaminda kullamilmig olan SRAP geri primerleri......... 26
Fidelikteki geng bitkilerde yapilan gbzlemlerin sonuglarti.......... 30
Arazide bitkilerde yapilan gbzlemlere ait bulgular............... 31
Y aprakta yapilan gozlem ve 6lgimlere ait veriler................... 33
Disi cigeklerde yapilan gbzlemlere ait bulgular...................... 35
Erkek ciceklerde yapilan gozlemlere ait bulgular.................... 36
Meyvelerde yapilan gozlem ve 6lgimlere ait veriler.............. 38
Meyvelerde yapilan gozlem ve dlgiimlere ait veriler................ 39
Tohumlarda yapilan gozlem ve 6lgimlere ait veriler............ 41

ISSR primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam
bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilari(PBS),polimorfizm
orant (PO), polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin ayirma
QUCU(AG)AEZErTEri. .. e
SRAP primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam
bant sayilar1 (TBS), polimorfik bant sayilari (PBS), polimorfizm
orant (PO), polimorfizm bilgi igerigi (PBI) ve primerin ayirma

QUCU (AG) dEZENENT... e e

VI

46



SEKILLER DiziNi SAYFA

Sekil 3.1 Bitkinin BUylime Egilimi............cooooiiiiiiiiiii . 17
Sekil 3.2 Yaprakta Dilimlilik Durumu..............cccooviiiiiiiiie e 18
Sekil 3.3 Yaprak Ayast Ust Renk Farki............cooouveiiiieiiiiiniinnnnn, 19
Sekil 3.4 Yaprak Sapinda DikenliliK...........ccoooiiiii i, 19
Sekil 3.5  Yapraktabeneklilik durumu..................cooiee 19
Sekil 3.6 Erkek Cigek Ic Halka Renk DErecesi...........co.c.cvvueevnnnnnn. 21
Sekil 41 Meyvelere AitResSIMIer. ... 22
Sekil 4.2  Meyve Tohumlarina Ait Resimler.............c.oooiiii i 23
Sekil 4.3 24 genotipe ait morfolojik veriler kullanlarak UPGMA
bilgisayar analizi ile olusturmus dendogram..................... 44

Sekil 4.4 809 ISSR primerinin 24 genotipe uygulanmast sonucu e de
Edilen PCR amplifikasyon Urinlerinin goruntd.................. 45
Sekil 4.5 24 kabak genotipine I SSR tekniginin uygulanmas: sonucu

Sekil 4.6 Me6/Em5 SRAP primerinin 24 genotipe uygulanmas: sonucu
PCR amplifikasyon drtnlerinin gorintisil. .. ... ....coceeeeneeennene 50

Sekil 4.7 24 kabak genotipine SRAP tekniginin uygulanmas: sonucu

elde edilen SOYaZaCt..........ovveiiieiie e 52
Sekil 4.8 24 kabak genotipine ISSR ve SRAP tekniginin uygulanmasi
sonucu elde edilen SOYagact..........ovvvvieeiie i, 57

VIl



SIMGELER VE KISALTMALAR

AFLP
AG

BBE

b¢
BKAD
BKADE
BYSD
BYSD
CTAB
cek
cUzF
dATP
dCTP
DCCYU
DCPR
DCTYIH
DCTYIHR
DCTYIHYRY
dGTP
dk

DNA
dTTP
da/d
ECCSC
ECCSO
ECCSR
ECCST
ECCSU
ECCYU

Amplified Fragment Length Polymorfism
Ayirma Gucu

Bitkinin Blyume Egilimi

Baz Cifti

Bitkinin Kol Atma Durumu

Bitkinin Kol Atma Dereces

Bitkide Yaprak Sapimn Durusu

Bitkide Yaprak Sapimn Durusu

Setil Trimetil Amonyum Bromit

Cekirdek

Cukurova Universitesi Ziraat Fakultes

Deoksi Adenozin Trifosfat

Deoksi Stidin Trifosfat

Disi Cicekte Canak Y apraklarin Uzunlugu

Disi Cicekte Pistil Rengi

Disi Cicekte Tag Y apraklarin icindeki Halkalar
Disi Cicekte Tac Y apraklarin icindeki Halkalarin Rengi
Disi Cicek Tag Yaprak ici Halkalarin Yesil Renk Yogunlugu
Deoksi Guanozin Trifosfat

Dakika

Deoksiribonikleik Asit

Deoksi Timidin Trifosfat

Dakikadaki devir sayist

Erkek Cicekte Cicek Sapinin Capi

Erkek Cicekte Cicek Sapindaki Olukluluk
Erkek Cicekte Cicek Sapinin Rengi

Erkek Cicekte Cicek Sapindaki Tuylultk
Erkek Cicekte Cicek Sapinin Uzunlugu

Erkek Cicekte Canak Y aprak Uzunlugu

VIl



ECTYIHR . Erkek Cicek Tag Yaprak I¢ Halka Rengi

EDTA . Etilendiamin Tetraasetikasit
EST . Esteraz

GBS :  GoOvdede Bogum Sayist

GS :  GoOvdede Sulukler

GYR . GoOvde Yessil Rengi

HCL : Hidroklorik Asit

HU . Hipokotil Uzunlugu

ISSR . Inter Simple Sequence Repesat
kab Kabuk

KB : Kotiledon Buyuklugl

KR :  Kotiledon Rengi

KS . Kotiledon Sekli

M : Molar

MAR . Meyve AnaRengi

MARY : Meyve AnaRenginin Yogunlugu
MAS : Marker Yardimli Seleksiyon
MC : Meyve Cap

MDH : Maat Dehidrogenaz

MER . Meyve Eti Rengi

Mgcl, : Magnezyum Klorur

Mi . Meyve indeksi (Uzunluk/Cap)
MIiVUR . Meyve ikincil Ve Uglincll Renkleri
ml : Mililitre

mM : Milimolar

MRS : Meyve Rengi Sayisi

MS : Meyve Sekli

MU : Meyve Uzunlugu

MY . MeyveYivliligi

NapS,05 : Sodyum Metabislfit

NaCl : Sodyum Klortr



ng : Nanogram

OMUZF :  Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakultes
PBDPBS . Primer Basina Dusen Polimorfik Bant Sayisi
PBI . Polimorfizm Bilgi Icerigi

PBS : Polimorfik Bant Sayisi

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PGM . Fosfoglikomutaz

PO . Polimorfizm Oram

PRO . Peroksidaz

PVP . Polivinilpirolidon

RAPD : Randomly Amplified Polymorphic Dna
RFLP . Restriction Fragment Length Polymorphism
SCAR . Sequence-Characterized Amplified Regions
SRAP . Sequence Related Amplified Polimorphism
SSR : Simple Sequence Repeat

Tag : Thermus Aquaticus

TBE : TrigBorat/EDTA(Tampon Cozeltisi)

TBS : Toplam Bant Sayisi

THS : Tohum Hilum Sonu

Ti : Tohum iriligi

TKS : Tohum Kesiti Sekli

TKZCD : Tohum Kabuk Zar1 Cikma Durumu

TKZK : Tohum Kabuk Zar1 Kalinlig:

TR : Tohum Rengi

TS : Tohum Sekli

UBC . University Of British Columbia

UPGMA : Unweighted Pair Group Method With Aritmetic Average
uv : Ultraviolet

YAB : Yaprak Ayasimin Bayuklugu

YABE : Yaprak Ayasinda Beneklilik

YAD : Yaprak Ayasinda Dilimlilik



YAK
YAUYYR
YSDS
Y SEKS
Y SK
YSU
YSYR
YUCR
A DNA
pl

UM

Y aprak Ayasinda Kabariklik

Y aprak Ayas: Ust Y lizeyinin Yesil Rengi
Y aprak Sapinda Dikenlerin Sayisi

Y aprak Sapinin Enine Kesit Sekli

Y aprak Sapinin Kalinlig:

Y aprak Sapinin Uzunlugu

Y aprak Sapinin Yesil Rengi

Yivler Uzerindeki Cizgilerin Rengi
Lambda Deoksiribonukleik Asit
Mikrolitre

Mikromolar

Xl



1.GIRIS Nazan iNAN

1.GIRIS

Kabakgiller (Cucurbitaceae) kavun, karpuz, hiyar ve kabak gibi dunyada
yetistiriciligi yaygin olan sebzeleri icine alan dnemli bir familyadir. Bu familyadaki
sebzelerin yetistiriciligi, ekolojik kosullarin uygunlugu nedeniyle Tirkiye' de de
yaygin olarak yapilir. Dunyada ve Ulkemizde degisik amaclarla Uretilen ve gesitli
turleri olan kabakta, 2005 yili verilerine gore, dinyadaki ekim alam yaklasik 1,5
milyon ha, Uretim miktar: ise yaklasik 20 milyon tondur. Dunyadaki kabak Uretimin
%29'unu  Cin, %18ini Hindisan, %5 ini Ukrayna uretmektedir. Uretim
siralamasinda da Tirkiye, Arjantin ve Japonya ile birlikte ve yaklasik %4’ [Uk tretim
pay: ile dordincilik konumunda bulunmaktadir (Anonim, 2007).

Istatistiki verilere gore Turkiye nin toplam sebze Uretimi 25 milyon ton
civarinda olup, bunun 6 milyon ton kadarim kabakgiller olusturmaktadir (TUIK,
2004). Kabakgiller bu uretim miktar1 ile Turkiye sebze dretiminin % 23 Uni
olusturmaktadir. Duinyada ilk 10-15 Ulke arasinda yer alan Turkiye nin kabak ekim
alam 22.000 ha, degisik tiplerdeki kabaklarin tretimi ise 375 bin tondur (Anonim,
2004) .

Kabaklar sicak iklimden hoslanan ve fakat degisik iklim kosullarinda
yetistirilebilme sansina sahip olan tek willik bitkilerdir. Olgunlasmis ve
olgunlasmamis meyvelerinin insan beslemesinde kullanilmasinin yamnda besleyici
degeri yuksek olan tohumlar: da Ozellikle Ulkemiz, Akdeniz ulkeleri ve Ortadogu
Ulkelerinde cerezlik olarak kullamlmakta (Anonim, 2007); ayrica gida, ilag ve
kozmetik sanayinde degerlendirilebilmektedir (Robinson ve Decker-Walters,
1997).

Cucurbitaceae familyast icinde 118 cins ve 825 tir bulundugu
bildirilmektedir (Jeffery, 1990). Bu familyada yer alan Cucurbita cins bitkiler
alemi icinde morfolojik olarak en ¢ok gesitlilik gosteren cinslerden biridir (Robinson
ve ark., 1976). Bu cinsiginde kulturt yaygin olarak yapilan énemli tirler, Cucurbita
maxima Duch. (kislik kestane kabaklari), Cucurbita moschata (Duch ex.Lam.) (kislik
ba kabaklar1), Cucurbita pepo L. (yazlik kabaklar), Cucurbita argyrosperma Hiber.,
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(syn. C. mixta )( kislik ba kabaklart) ve Cucurbita ficifolia Bouche ( ¢ok yillik kislik
kabaklar) ‘dir.

Kabagin anavatammn Amerika oldugu bir c¢ok kaynak tarafindan
bildirilmistir. Cucurbita maxima Guney Amerika nin Uruguay ve Arjantin gibi
ihhman bdlgelerinden, C. moshcata ve C. ficifolia tropica ve sub-tropikal Amerika
(Meksika ve Guney Amerika) bolgelerinden, C. argyrsperma ve C pepo Meksika ve
Kuzey Amerika dan koken almaktadir (Whittaker ve Bemis 1975; Nee, 1990;
Wilson veark., 1992).

Kabak meyvelerinin kuru madde oranm % 6 - 10 arasinda olup, kuru maddenin
onemli kismini sekerler olusturur (% 2 - 4). Protein igerigi % 2 - 4, kil miktar1 %
0.09 “dur. Kul iginde % 0.03 potasyum, % 0.02 kalsiyum, % 0.1 magnezyum, % 0.01
fosfor bulunmaktadir. Yag oram meyvede oldukca azdir ve % 0.4 - 1 civarindadhr.
Buna karsilik tohumlardaki yag orani ise % 10- 20 arasinda degisir. Fakat bazi tir ve
gesitlerin tohumlarimin yag oram % 30-40' a kadar gikabilir. Kabaklarda bol miktarda
A, B ve C vitamini bulunur. Niketim 100 gr kabakta 1000 - 16000 1.U. A vitamini,
0.16 - 0.18 mg B1, 0.2- 0.3 mg B2, 2.0 - 5.0 mg Niacin, 28 - 75 mg C vitamini vardir
(Gunay, 2005).

Cucurbita pepo L tiriine giren yazlik kabaklarin gogunlukla olgunlagsmamisg
geng meyveleri tuketilir. Buna karsilik Cucurbita moschata Poir ve Cucurbita
maxima Duch. kislik kabaklar olarak kabul edilmekte ve olgunlasmis meyveleri
corba, tatl ve borek yapiminda kullaniimaktadir. Ulkemizde yetistirilmekte olan
cerezlik tuketim amagh cekirdek kabaklari, cogunlukla Cucurbita pepo L.
turundedir. Bununla birlikte az miktarda da Cucurbita moschata turtinden olan bal
kabagi tohumlar: da gerezlik olarak kullaniimaktadir (Anonim, 2007).

Kabagin hazminin kolay oldugu ve bu bakimdan mide rahatsizligi olanlara
Onerildigi; ayrica bobrek tasi ve kum distirmede kullamildigi, lapa halinde kulak
agrisina iyi geldigi icerdikleri “piperazin” maddes nedeniyle bagirsak parazitlerine
karg1 Oldurtct Ozelligi bulundugu; bagirsaklardaki kil kurdu ve tenyamn
dustrialmesinde, eskiden kabak cekirdekleri kullanildigi bildirilmektedir (Glnay,
2005). Ayrica ABD’nde Buffalo Devlet Universites’nde yapilan bir calismada
kabaktaki fitosterollerin, prostat kanseri hicrelerinin gelismesini engellediginin
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gozlendigi de bildirilmistir  (Saragoglu, 2006). idrar yollarn ve idrar kesesi
sikayetlerine pozitif etkisi kamtlanan kabuksuz kabak cekirdeginin kollesterol
dusurict oldugu da tip literattiriine girmistir (Anonim, 2006).

Cucurbita pepo L., Cucurbitaceae familyas: iginde ekonomik degeri yuksek
olan 6nemli bir tardir. Meyve 6zellikleri agisindan da en polimorfik olan turddr. C.
pepo’ nun kultdr bitkis olarak yetistirilenleri meyve buydklugl, sekli ve rengi
acisindan son derece gesitlilik gosterir ve neredeyse heps yabani akrabalarina gore
daha kalin ve etli kismi aci olmayan daha yiksek derecede renkli ve daha az lifli
meyvelere sahiptir. Kiltur formlar ve gesitleri daha blytk ve daha az sayida vejetatif
ve generatif organlara sahiptir (Whittaker ve Bemis 1964). Kabaklarin Buyuk bir
cogunlugu gida amacl Uretilirken, bazilar1 dekorasyon amagli da yetistirilmektedir.
Genellikle yenilebilir yuvarlak meyveli olan turler “pumpkins’, yenilebilir yuvarlak
olmayan turler “squash” yenmeyenler ise “gourd” olarak adlandirilir (Paris ve ark.,
2003).

C.pepo bugunki botanik siniflandirmamn temeli olan alozim cesitliligine
gore Ug alt ture ayrilmaktadir: C. pepo subsp. fraterna (Bailey) Andres, C. pepo
subsp. texana (Scheele) Filov ve C. pepo subsp. pepo (Decker, 1988). Ilki tim turler
icin ata olarak kabul edilen ve sadece Kuzeydogu Meksika da bulunan yabani
formlar: temsil eder (Andres, 1987 ; Nee, 1990). ikincisi Amerika daki yabani
formlart temsil eder (Decker, 1988). C. pepo subsp. pepo ise yabaniler iginde
tanimlanamaz. Bunun tahmini olarak Ug alt tir iginde cografi olarak ayn: bolgenin
daha gineyinden kaynaklandigi dusunilmektedir. Meyve sekli gesitliligi temeline
dayanan siniflandirmaya gore, C. pepo’'nun meyveleri yenen sekiz grubu vardir
(Paris, 1986). Bunlara daha sonraiki ornemantal (sls bitkisi) grup da kulttr formu
olarak eklenmistir. Bu on gesit-grubu Pumpkin (yuvarlak), Cocozelle (uzun, siskin ve
silindirik ), Vegetable Marrow (kisa, sivri silindirik), Zucchini (dizgun silindirik),
Orange Gourd (kuguk, yuvarlak), Acorn (Karisik gizgili), Scallop (diz, tarak kabugu
seklinde), Crookneck (uzun, ince boyunlu), Straightneck (kisa, kalin boyunlu) ve
Ovifera Gourd (kuiglk, cesitli sekilli) olarak amilmaktadir.

C. pepo normalde kalin ve sert tohumlara sahiptir. Tohum kabugundaki
tabakaarda meydana gelen odunlasma nedeniyle tohum kabugu serttir. Buna
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karsilik mutant bir form olan ‘‘styrian’’ kabagi odunlasmamis bir testa yapisi
gostermektedir. Muhtemelen 1880'lerde Giiney Dogu Avusturya-Macaristan
bolgesnde kabuklu cekirdekli kabak tdrlerinde olusan bir mutasyon sonucu
kabuksuz bir cekirdek yapisi meydana gelmistir (Zraidi ve Ark, 2003). Genetik
olarak kabuksuz tohumlarda da, adinda bitin doku katmanlar: olusmakta, fakat
ikincil dis doku katmanlarinin (epidermis, hipodermis ve sklerenkima) kalinliginda
azama olmaktadir. Kabuksuz tohumlar kurutuldugu zaman, distaki bu katmanlar
(dokular) cokerek ince kabukluluk karakteri ortaya ¢ikmaktadir (Stuart ve Loy,
1983).

Tohum kabuk karakteri ve genetigi Uzerindeki birgok galisma yapilmis ve
bunlar 1950’1 yillarda baslamistir. Genel benimseme, kabuklu tohum tipinde bazi
kabuk tabakalarindaki kuvvetli odunlasmadan sorumlu maor bir dominant genin
varligt yonundedir. Eger bu lokustaki her iki allel homozigot resesf ise tohum
temelde kabuksuz olmaktadir. Buna ragmen tohum yuzeyinde odunlasma miktar
bakimindan az odunlasandan cok odunlasana kadar gesitlilik gozlemlenebilir. Bu
varyasyon icin, tek genden dokuz gene kadar degisik tammlariyla farkli genetik
aciklamalar oldugu ileri strulmastur (Zraidi veark., 2003).

Histolojik calismalardan elde edilen bulgular her iki tohum kabugu
durumunda da antesis sonraki donemin 15. ve 20. gunleri arasinda benzer gelisme
seyrini izledigini gostermistir. Bu asama iginde bes hiicre tabakas agikgca ayirt
edilebilir. Kabuklu tiplerde 2., 3. ve 4 tabakalar kuvvetli sekilde ligninlesirken,
kabuksuz tipte eksik lignin birikimi yuztinden bu hiicre tabakalari dagilir (Zraidi ve
ark., 2003).

Kabuksuz cekirdek kabagi Balkan, Ortadogu ve Orta Avrupa Ulkelerinde
daha ¢ok cerezlik olarak Uretilmektedir. Amerika da yiksek kaliteli bitkisel yag
kaynag: olarak, gerezlik olarak ve sandvi¢ sosu yapiminda potans yel bir besin olarak
kullanilmaktadir. Yiksek protein ve enerji kaynagi olmasindan dolayr Slovenya,
Avusturya ve Macaristan gibi gelismekte olan Ulkelerde konsantre besin kaynagi
olarak tuiketimi oldukga yaygindir (Loy, 1990). Bu Ulkelerde ayrica kabak cekirdegi
yagi, nitelikli bir salata yagi olarak yuksek fiyatlarla satiimaktadir. Turkiye de
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cekirdek kabag: uretimi fazladir ve yurt disina gerez ve yag sanayinde kullanilmak
Uzere ihracat1 yapilir.

Bitkilerin akrabalik derecelerinin incelenmesi ve 1slah calismalarinin
yurttilmesinde 6nemli yararlar saglayan markirlar, morfolojik, biyokimyasal ve
molekiler olarak Uge ayrilirlar. Molekiler markorler, kalitim  Kkolaylikla
belirlenebilen veya gzlemlenebilen DNA veya protein dizilimidir. Bagka bir degisle,
kromozom Uzerinde yer gosteren bir isarettir veya kicuk bir DNA parcasicir
(Kafkas, 2006). lyi bir molekiler markir polimorfik, tekrarlanabilir, tercihen
kodominant kalitim gosteren, hizli ve ucuz, otomasyona uygun, givenilir, cevre ve
diger lokuslardan etkilenmiyor olmadir.

Genetik markirlar parmakizi calismalarinda, genetik haritalamada, markir
yardiml1 seleksiyonda (MAS), gen klonlanmasi ve molekiler evrim calismalarinda
guntimuzde oldukca etkin kullaniimaktadir.

Turkiye'de ¢ekirdek kabagi yetistiriciligi, Orta Anadolu’'nun Dogu
kesimlerinde Nevsehir, Aksaray ve Kayseri’ de; Ankara nin Polatl: ilgesi civarindave
Trakya'da yogunlasmigtir. Buralardaki Uretimin ¢ogu kabuklu materyaldir ve
populasyonlar halindedir. Kabuklu olanlarin yaminda az miktarda kabuksuz olanlar
da Uretilmektedir. 1985 yilinda Trakya dan getirilen bir populasyondan yapilan
seleksiyonla bazi hatlar gelistirilmistir. Burada sunulan ¢alismada anilan bu hatlar ile
yerli ve yabanci kimi kabuksuz kabak cgekirdegi genotipleri, bunlara ek olarak baz
kabuklu gekirdek kabaklari ve normal yazlik ve kislik kabaklar kullamlarak, Turkiye
orjinli  kabuksuz c¢ekirdek kabaklarinin digerleri ile akrabalik derecelerinin

arastirilmas: amaglanmustir.
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2.ONCEKI CALISMALAR

Kabakgillerdeki molekiler karakterizasyon calismaarimn en eskilerinden
birisi 1995 yilinda yapilmstir. Bu arastirmada K atzir ve ark. (1996), SSR teknigi ile
kavun (Cucumis melo L.) ve Cucurbitaceae familyasina ait baz:i turler arasindaki
farkliliklar: belirlemeye calismiglardir. Ayrica SSR primerlerinin Cucurbitaceae
familyasina ait diger cins ve turlerde kullamlmasimin mimkin olup olmadiginm
belirlemeye calismislardir. Arastiricilar, 8 kavun, 11 hiyar, 5 yazlik kabak, 3 karpuz
ve 1 kislik kabak ¢esidinden olusan degisik Cucurbitaceae turlerindeki polimorfizmi,
5 kavun ve 2 hiyar SSR primeri ile arastirmiglardir. Kavunda her biri 3-5 allelli
markirlar meydana getiren 5 SSR primerinden 2 tanesinin yakin akraba kavunlar
birbirinden ayirabildigini gostermislerdir. Ayrica hiyar ve kavun SSR’ lerinin benzer
yuksek homoloji gostermeleri  yizinden, polimorfizmlerin ana kromozom
duzenlemelerinden ziyade, mutasyonlarla meydana geldigi sonucuna varmiglardir.

Garcia ve ark. (1998)' na gore, 7 farkl tipe ait 32 kavun 1slah hatti arasindaki
genetik iligkiyi, 24 agronomik Ozellik ve 43 RAPD primeri ile tespit etmeye
caligmiglardir. Toplam 234 bant igerisinden, 115 polimorfik bant (% 49) olusturan
RAPD tekniginin, agronomik ozelliklerle uyumlu (% 79 korelasyon) oldugu
belirlenmistir. Calismada 1slah hatlarinin, ebeveyn ve pedigri Ozelliklerine gobre
ayrilabildigi ve buna gbre RAPD tekniginin, gen kaynaklari yonetimi, hibrit
performans: ve heterosis tahminlerinde faydali olabilecegi kamsina varildig
bildirilmigtir .

Katzir ve ark. (1998), 18 Cucurbita pepo genotipi ile ISSR teknigi
kullanarak yaptiklar: calismalarinda Kolombiya Universites’ nde gelistirilen kit#9'a
ait 807, 809, 810, 841 ve 842 no’lu primerleri kullanmislardir. Bu primerlerden en
bilgi verici olanlar1 841 ve 842 no'lu primerler olmustur. Calisma sonucunda
olusan dendogramda dikotomi (¢atallanma) meydana gelmis, C. pepo ssp. ovifera,
C. pepo sp. fraterna’'ya daha yakin, C. pepo ssp. pepo’ya daha uzak akraba
bulunmustur. C . pepo ssp. ovifera ile C. pepo ssp. fraterna aym dalda yer almis ve
C. pepo sp. ovifera dallanmalar gogterirken, C. pepo ssp. fraterna yalmz kalmis ve

dallanma gostermemistir.
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Katzir ve ark. (2000), Cucurbita pepo’da yaptiklar: ¢alismalarinda 1SSR
yontemiyle 90 polimorfik bantta, SSR yontemiyle 50 bandta 28 farkli genotipin
birbirinden farkliliklarim cluster andlizi ile belirlemislerdir. Cucurbita pepo’nun 28
farkli Ornegi Uzerinde yapilan bu calismada kavuna ait 50 SSR primerinden yedisi
(%14) fonksiyonel ve polimorfik bulunmustur. Bu yedi primerden dordi( CMGA15,
CSGA057,GMTC51 ve CMTG17) hig allel vermezken, bir primer (CMCT160a) iki
alel ve diger iki primer (CMAG59 ve CSCTTT15a) ¢ ald vermistir ISSR’ da ise,
90 polimorfik bant degerlendirilmis ve en bilgi verici ISSR primerlerin 841 ve 842
no’'lu primerler oldugu anlasilmistir, (sirastyla 20 ve 21. polimorfik bantlar). Bu
¢aligmalarin sonucunda SSR primerlerinin Cucurbita pepo’ nun akrabalik iliskilerini
belirlemede ¢ok dahaiyi bir markir sistemi oldugu anlasilmistir.

Garcia-Mas ve ark. (2000), AFLP, RAPD ve RFLP gibi t¢ farklt markir
sistemi kullanarak inodorus, agrestis, conomon ve momordica varyetelerine ait
toplan 6 genotipin genetik uzakliklarint Olgerek, bu U¢ markir sistemini
karsilastirmiglardir. RAPD analizlerinde toplam 500 primer test edilmis ve 6 genotip
icin 204 primer en az bir polimorfik bant icermistir. 6 genotip icin denenen 12 AFLP
primer kombinasyonunun her birinden en az bir polimorfik bant elde edilmistir, 82
RFLP probu (69 cDNA vel3 genomik klon ) kullanidlmis ve 6 hat igin en az bir
polimorfik bant elde edilmistir. Denenen 12 AFLP primer kombinasyonu, 82 RFLP
probu ve 500 RAPD primerinin sirasiyla % 100, % 57 ve % 40’1 bu kavun gesitleri
arasinda polimorfizm olusturmuglardir. Bu molekiler tekniklerin hepsinden 107 adet
markir kullamilarak elde edilen dendogramlar, genelde benzer sonuglar vermis ve
hepsi de birbirine yakin sekilde etkili olmuglardir. AFLP-RFLP, RAPD-RFLP ve
RAPD-AFLP arasindaki korelasyonlar sirasiyla % 79, % 90 ve % 91 olmak Uzere
cok yuksek bulunmustur. Cluster analizleri U¢ ayri markir tipi icin yapilmis
dendogramda olugan iki grupta, tatl kiltur gesitleri egzotik gesitlerden ayr1 bir grup
olusturmuglardir. Ayrica arastirmada en yiksek polimorfizm gosteren markir AFLP
olmustur.

Paris (2001), israil'deki New Yaar Arastirma Merkezi'ndeki yazlik kabak
(Cucurbita pepo) koleksiyonunda 320 adet genotipin yer aldigin bildirmektedir.
Genotiplerin 133 adeti hibrit, 187 adeti agik tozlanan ticari gesitlerden, yoresel
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genotiplerden ve yabani formlardan olusmaktadir. Genotiplere ait bitkilerde gbvde
rengi, yaprak sekli ve rengi, yapraklarda gimuslenme, gelisme tabiati, meyve sekli,
meyve rengi ve diger bazi karakterlerin gozlemleri yapilmistir. Bu gozlemler
sonucunda genotipler alt turlerine ve gesit gruplarina gore siniflandirilmastr.

Danin-Poleg ve ark. (2001), karakterizasyon ve genetik uzaklik
caligmalarinda uygulamak Uzere kullamgli SSR markorleri Uretmek ve gelistirmek
icin calismiglardir. 30 kavun ve 10 liyar SSR'1m 13 kavun ve 11 hiyar (Cucumis
sativus L.) genotipini ayirmada kullanmiglardir. PCR amplifikasyonlar: ile kavun
genotipleri arasindaki 6 allel ve hiyar genotipleri arasindaki 5 allel belirlenmis ve
genetik uzaklik degerleri kavun ve hiyar igin sirastyla 0.52 ve 0.28 bulunmustur. Bu
farklilik hiyarin bilinen genetik yakinligiyla uyumlu bulunmustur. Arastiricilar elde
ettikleri sonuclarda, tath ve egzotik tipler arasinda; turuncu etli ve yesil/beyaz etli
meyvelere sahip c¢esitler arasinda farklilastirma gozlenmis ve bazi alellerin,
flexuosus u tatl gesitlerden ayirabildigini belirlemislerdir. Ayrica hiyarin iki altttrt (
C. sativus var. sativus ve C.sativus var. hardwickii) arasinda fark elde edilmis, kavun
ile hiyar arasindaki SSR lokus benzerligi dizi karsilastirmasiyla kanitlanmugtr.

Paris ve ark., (2003) ise, 0zdlikle kltar formlar: agirlikli olarak olusturan
bir Cucurbita pepo gen havuzunda bulunan genetik akrabalik iliskilerini AFLP, ISSR
ve SSR tekniklerini kullanarak agikliga kavusturmaya calismislardir. Bu
calismalarinda 45 genotipi, 448 AFLP, 147 ISSR ve 20 SSR bandinin bulunup
bulunmamasina gore karsilastirmislar ve bunlarin genetik uzakligim (GDs), UPGM A
Cluster Analizi yaparak tahminlemislerdir. AFLP analizleri AFLP Analiz Sistem |
Kit (Gibro BRL) ile gerceklestirilmis, (Vos ve ark., 1995) ISSR analizlerinde
Kanada' daki British Columbia Universites’den Kit#9 ait 807,809, 810, 841,842 ve
855 no’lu primerler ISSR analizlerinde kullamlmgtir (Zietkiewickz ve ark., 1994).
SSR resksiyonlarinda ise kavun ve hiyardan elde edilen yedi primer cifti test
edilmistir. Bu primerlerden besi (CMAG59,CMTC51, CSTCC813, CSCTTT15a)
Katzir ve ark.(1996) ve Danin-Poleg ve ark.(2001) tarafindan tarif edilirken, kalan
iki primer cifti CMAGN73 ve CMTGN17 primerleri olmustur. Calisma sonucunda,
bu U¢ markir sistemi arasinda yiksek korelasyonlar elde edilmistir(p<0.01).
Aragtiricilarin bu caligmalari sonucunda Cucurbita pepo igindeki U¢ alt turin
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(fraterna, texana, ve pepo) morfolojik Ozellikleri ile molekiler bulgular arasinda
uygunluk tespit edilmistir. Cucurbita pepo subsp. fraterna, C. pepo subsp. texana’ya
daha yakin, C. pepo subsp. pepo’ya daha uzak bulunmustur. Cucurbita pepo’ daki
DNA polimorfizmi iki yuksek poligenik karekter olan meyve boyutu ve meyve sekli
icin fenotipik varyasyonla olduk¢a uyumlu gikmustir.

Kabakta yapilan bir baska ¢alismada Ferriol ve ark. (2003), ticari olarak
Uretimi yapilan cesitler ve ispanya min yerel genotiplerinden olusan Cucurbita
pepo’'ya ait 69 genotipi morfolojik ve molekiler olarak degerlendirmiglerdir.
Molekiler calismalar icin PCR’ adayali AFLP ve SRAP olmak tzere iki molekuiler
teknigi kullanmiglardir. Arastirmacilar tercihen amplifikasyon isleminde ORFs( open
reading frames, agik okuma cergeveleri) tercih edilmistir. Caismalarda UPGMA
metodu kullanmlarak cluster analizi yapilmis ve bu iki markir sistemi kullamlarak
genotipler iki alt tire ayrilmustir. Arastincilar  AFLP teknigi ¢ok kompleks
oldugundan hepsi morfolojik olarak bir grup gosteren 47 genotipten SRAP markirlar:
ile uygunluk gosterenleri secmisler ve koleksiyondaki farkliliklarr en yiksek
derecede ortaya gikarmaya galismuglardir. Calismanin sonucunda genetik cesitlilik ve
genetik tamlama degerleri morfotip ve alt tirlerde iki markir sistemi arasinda
farklilik gostermistir. SRAP markirlar: ile elde edilen bilgiler AFLP ye gore gerek
morfolojik ¢esitlilik, gerekse de morfotiplerin evrimsel tarih streciyle daha uyumlu
bulunmustur. Bu ¢alismada, C. pepo ssp. ovifera attirinde meyve rengine gore
farkli morfotipte gorilen 6rnekler morfolojik olarak gruplandirilmistir.

Paris (2004), son ¢calismalarinda AFLP, ISSR ve SSR markirlarim kullanarak
Ozellikle kultur formlarin agirlikli olarak yer adigi, Cucurbita pepo igindeki 45
genotipin genetik iliskilerini  tayin etmeye caismiglardir. Arastiricilar  bu
caligmalarinda 14 AFLP primer kombinasyonundan 18 ile 55 arasinda bant elde
etmisler ve bunlardan 10 ile 32 kadarin: polimorfik bulmuslardir. Elde edilen toplam
448 kolay skorlanabilir banttan 280'i (%63) polimorfik bulunmustur. Altt SSR
primerinin kullamlimasiyla Uretilen sirasiyla 16 ile 30 arasindaki glivenilebilir sekilde
skorlanabilen bantlarin sayisindan 15 ile 23 arast polimorfik bant bulunmustur.
Aragtiricilar toplam 147 ISSR bandinin 108'ini (%74) polimorfik bulmuslardir. Bu
caligmada yedi Cucumis SSR primeri amplifiye edilmis toplam 20 polimorfik, farkls,
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skorlanabilir bant elde edilmistir. Boylece, sonugta temel veriler buylk sayidaki
AFLP bandi, orta sayida ISSR band: ve goreceli olarak az sayida SSR bandindan
olusturulmustur. AFLP, ISSR ve SSR verilerinden elde edilen dendogramlar ve
genetik uzaklik matrisleri benzer bulunmustur. Uygulanan Mental testlerin
korelasyon katsayilar1t AFLP ve ISSR arasinda 0.95, AFLP ve SSR arasinda0.78 ve
ISSRs ile SSRs arasinda 0.77 bulunmus ve bu Uguninde istatistiki onemliligi ve
guvenilirligi yuksek (P<0.000001) cikmustir. Sonuc olarak bu galismada yuksek
derecede poligenik karekter olan meyve buyukligt, AFLP ve SSR markorlerinden
elde edilen sonuglarla yenilebilir meyveli formlarin, blyuk meyveliler; pumpkin ve
squash, sls ve yabani formlardan, kiguk meyveliler; gourd olarak ayrildigi
gorulebilmistir. Ayrica diger bir yiksek derecede poligenik karakter olan meyve
sekli bakimindan, Cucurbita pepo’ nun yenilebilir meyveli formlar: sekiz gesit- grubu
ayrimi da (Paris, 1986) , ¢ DNA markdr tipiyle alinan sonuglara yansimstir.

Zhuang ve ark. (2003), Cucumis turlerinde ( C. satiws var. sativus L., C.
sativus var. hardwickii(R.) Alef., C. hystrix, C.hytivus ve C. metuliferus) ve turler
arass melezleme sonucu olusan genotiplerde genetik akrabaliklart RAPD ve SSR
markirlarim kullanarak arastirmiglardir. Turler arast mel ezleme sonucu olusan melez
(C. sativus x C. hystrix, 2n=38) steril olmus ve fertilite, kromozom katlamasi ile
amfidiploidleri elde edilerek saglanmistir. Arastiricilar toplam 109 SSR band: ve
398 RAPD primer bolgesini e amiglar ve cluster analizi i¢in Jaccard katsayilarin
ve UPGMA metodunu uygulamislardir. Genetik ilskilerin tammlanmasinda SSR ve
RAPD markirlar: yiiksek derecede uyumlu bulunmustur. Calisma sonucunda SSR ve
RAPD markirlar: arasindaki genetik uzaklik (GD) tahmini kolerasyon katsayisi r
=0.94 olarak hesaplanmistir. Calismada SSR ve RAPD analizleri sonucu 22 genotip
iki gruba ayrilmislardir. Bu gruplari CS ve CM olarak ismlendirmislerdir. Bu
gruplardan CM de 11 adet C .sativus genotipi ile C. hytivus ve C. hystrix genotipi
bulunurken, CS de 6 adet C. melo ile C. metuliferis genotipleri yer almistir. SSR ve
RAPD andizleri sonucu bulunan GD degerleri hesaplanmis ve C. Hystrix C. Melo’ya
C. Sativus tan daha yakin bulunmustur.

Duzeltir (2004), gekirdek kabaklarinda ( Cucurbita pepo L. ) 2003 ve 2004
yillarinda ilk yil 20 ve ikinci yil 9 olmak Uzere toplam 29 kendilenmis gekirdek
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kabag1 hattinda morfolojik Ozelliklere gore tammlama ve seleksiyon calismalart
yapmistir. Arastirici daha onceki calismalarda umutvar olarak belirlenmis hatlarda
¢esit tammlamaya yondik bitki, yaprak, gigcek, geng meyve olgun meyve, tohumluk
meyve ve tohum Ozellikleri belirlemeye ve bu hatlar arasindan kabak cekirdegi
tuketimine uygun olanlar: segmeye calismustir. Cesit tammlamada Uludararas: Cesit
Koruma Birligi (UPOV) tarafindan sakiz kabagi ( Cucurbita pepo L, ) icin
gelistirilen gesit Ozellik belgesindeki kriterleri esas alan arastirici, bitki 6zellikleri,
yaprak Ozellikleri,cicek Ozellikleri, gen¢c meyve 6zellikleri, olgun meyve ozdlikleri,
tohumluk meyve Ozellikleri ve tohum o¢zelikleri Gzerine gbzlem ve 6lglimler
yaparak degerlendirmistir. Y apilan seleksiyon g¢alismalari sonucunda, 3/1, 9/1, 19/1
ve 20/1 no’ lu hatlar umutvar bulunmus ve ileriki yillarda yapilacak ¢alismalarda bu
hatlarda sel eksiyona devam edilmesinin yararl1 olcag: bildirilmistir.

Morimoto ve ark. (2006) da, yaptiklar: ¢alismada Lagenaria siceraria’da
beyaz cicekli Kenya koy cesitleri arasindaki genetik farkliliklart ortaya koyarak,
morfolojik  farkliliklari  agiklamaya calismiglardir.  Arastiricilar  Lagenaria
siceraria’ min kilture alinan 53 koy ¢esidi ve Ui yabani tire ait 42 genotipte (40 adet
L. Sohaerica,l adet L .abyssinica,1 adet L. breviflora) RAPD analizleri yapmglar ve
54 primer kullanarak toplam 432 polimorfik bant elde emislerdir. Bu ¢alismada dort
tur ozellikle digerlerinden farkli bulunmustur. TUr ici gesitlilik L. sceraria ve yabani
akrabasi olan L. Sphaerica’ da arastirilmistir. Aragstiricilar farkl: etnik topluluk veya
bolgelerden toplanan kilttre alinan koy gesitlerini birbirinden ayirmiglardir. Bununla
birlikte c¢alisma sonucunda morfolojik  farklihiklar  RAPD  analizleriyle
iliskilendirilememistir.

Gulsen ve ark. (2007) de, yaptiklari calismalarinda SRAP ve fenotipik
markir kullanarak Turk bamya gen kaynaklarinda genetik farklilik ve akrabaliklar
belirlemeye calismiglardir. Arastiricilar yaptiklar: bu ¢alismada 21 Tuark orjinli ve
ikisi rastgele secilmis ABD orjinli olmak Uzere toplam 23 genotip kullanmiglardir.
SRAP teknigini kullanarak yaptiklar: arastirmadaileri ve geri olmak tizere 39 primer
kombinasyonu kullanarak 97 skorlanabilir markir elde etmislerdir.Bu markirlarin
%50" s 23 genotipin timu igin polimorfik bulunmustur. 23 genotipte 17 genotip
disindaki genotipler diger her bir genotipten 0.93 benzerlik oramyla ayrilmstir.
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Fenotipik markir olarak 33 kalitlanabilir Ozellik arazide 10 replikasyon ile
degerlendirmis ve bunlarin 28’1 polimorfik bulunmustur. Arastirmacilar 33 fenotipik
markir ile yaptiklart UPGMA analizi sonucunda hazirladiklari dendogramda tiim
genotipleri ayrabilmisler ancak bamya genotiplari arasinda cografik iliskilerin gok
net ayrilmadigim belirtmiglerdir. Sonug olarak SRAP tekniginin markir yardimli
seleksiyonda, genetik haritalamada ve evrim calismalarinda ¢ok yararli bir teknik
oldugunu bildirmislerdir.

Sensoy ve ark. (2007), yaptiklari bir calismada kavunun ikincil gen
merkezleri arasinda yer alan Turkiye’ nin degisik bolgelerinden toplanmis olan kavun
genotipleri ile 6nemli yerli kavun gesitlerini, yurtdisindan saglanan bazi referans
genotiplerle fenotipik ve molekuler yontemlerle karsilastirmiglar, aralarindaki
genetik akrabalik derecelerini belirlemeye calismislardir. Bu ¢alismada 56 toplanmis
yerel genotip ile 23 yerli ve yabanci referans gesit yer almis ve RAPD teknigi
kullanilmigtir. Calismamn sonucunda Turkiye orijinli kavun genotiplerinden higbiri
tamamen birbirinin aymisi gikmamistir. Boylece Tirkiye kavun genotipleri arasinda
surekli bir tozlanma ve dollenmenin devam ettigi ve yerel materyalin iginde pratikte
higbir genotipin birbirinin aym olma olasiliginin olmadigi saptanmig fakat benzer
yorelerden toplanan genotipler arasinda yuksek benzerliklerin bulundugu da ortaya
cikartilmigtir. Ayrica, farkli bolgelerdeki genetik gesitlilik oranlarinin da degistigi
Saptanmugtir.
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3.MATERYAL VE METOD

Arastirma 2007 yilinda Cukurova Universitesi Ziraat Fakiltess Bahge
Bitkileri Bolimune ait Sebze Deneme Alam ve Molekiler Genetik Laboratuari’ nda

yuratdlmostr

3.1 Materyal

Calismada toplam 24 farkli kabak genotip kullamlmistir. Denemelerde yer
alan materyalin orijinleri ve isimleri Cizelge 3.1'de verilmistir. Kullanilan
genotiplerden besi Cukurova Universites Ziraat Faklltes Bahce Bitkileri
Bolimunde Abak ve ark. (1990) tarafindan baslatilan bir ¢alisma sonunda
gelistirilen kabuksuz cekirdekli kabak hatlaridir ( sel no. 5, 7, 10, 16 ve 23 ). Birisi
bunlarin iginden bir hat ile kabuklu bir hattin melezidir. (sel no.22 x sel no.23). ikisi
yurtiginden (Bolu) ve dordl yurtdisindan gelen alti kabuksuz ¢esit ile bir meyvesi
tiketilen c¢esit de (Sakiz) bunlara eklenmistir. Bunlarin  yaminda, ayrica
Ondokuzmayis Universitesi Ziraat Fakiltes’nden Dogc. Dr. Ahmet Bakaya dan
saglanan alti ve piyasadan satin alinan bir adet kislik kabak genotipi de inceleme

materyali arasina alinmistir.
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Nazan iNAN

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan genotipler ve temin edildikleri yerler

. ) ADI VE/VEYA
Genotip ] GELDIGI TUR 5 OZELLIKLER
No GENOTIP ADI* YER OLASILIGI
5 CUZF NO.5 cUzF C. pepo K abuksuz tohumlu
6 CUZF NO.7 CUZF C. pepo K abuksuz tohumlu
8 CUZF NO. 10 cUzF C. pepo Kabuksuz tohumlu
9 CUZF NO. 16 cUzF C. pepo Kabuksuz tohumlu
10 CUZF NO.23 cUzF C. pepo Kabuksuz tohumlu
11 22x23 F; Melez cUzF C. pepo Kabuklu tohumlu
12 Lady Godiva ISVICRE C. pepo Kabuksuz tohumlu
13 Baby Bear ALMANYA C. pegpo Kabuksuztohumlu
14 Gleisdorfer Olkirbis AVUSTURYA C. pepo Kabuksuz yag kab.
15 Y abana yssil ADANA C. pepo Kabuksuztohumlu
16 Nevsehir 1 NEVSEHIR C. pepo Kabuklu cek. kab.
18 Nevsehir 3 NEVSEHIR C. pepo Kabuklu cek. kab.
19 Bolu Kabuksuz K abak Cekirdegi OMUZF C. pepo Kabuksuztohumlu
20 Iskenderun 2 iSKENDERUN ? Kabuklu cek. kab.
21 Iskenderun 3 iSKENDERUN ? Kabuklu cek. kab.
22 Bolu Kabuksuz K abak Cekirdegi OMUZF C. pepo Kabuksuztohumlu
24 | Sakiz5801 BURSA C. pepo Yazhik sebze kab.
25 Bal kabagi KONYA C.maxima Kishik kabak
27 55 B 02 Bal kabag OMUZF C.moschata Kishk kabak
28 05 AM 02 Bal kabag OMUZF C.moschata Kishk kabak
29 14 BO 01 Bal kabagi OMUZF ? ?
30 05 AM 14 Kestane kabagi OMUZF C.maxima Kishk kabak
32 05 AM 05 Kestane kabagi OMUZF C.maxima Kishk kabak
36 55 B 06 Bal kabagi OMUZF C.maxima Kishk kabak
* Tohum paketlerinin Uzerinde yazan veya tohumu saglayan kisilerin belirttigi
isimler
3.2 Metod

Caisma morfolojik ve molekuler karakterizasyon olmak Uzere birbirine

paralel iki deneme seklinde yuratilmasgtir. Bu iki denemede izlenen yontemlere

iliskin bilgiler asagida verilmistir.
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3.2.1. Morfolojik calismalarda izlenen yontemler

3.2.1.1 Tohum Ekimi ve Fide Elde Edilmesi

Denememiz fide ile yetistirme yapilarak kurulmus ve bu amagla kabak
tohumlar1 14 Mart 2007 tarihinde, 45 gozlu plastik fide tepsilerinde her hiicreye birer
adet tohum gelecek sekilde ekilmistir. Y etistirme ortami olarak hacim esasiyla “1:1”
oraninda “torf : perlit” karigimi kullamlmistir

Dikim yapilacak arazi once pullukla derin olarak surdlmus, daha sonra iki
defafrezeile ylzlek olarak islenerek dikime hazir hale getirilmistir. Toprak hazirlig:
esnasinda 30 kg/da 15:15:15 kompoze gilbre taban guibresi seklinde kullanmlmustir.

Deneme sira arast 150 cm, sira lzeri 50 cm ve her sira Uzeri 10 adet bitki
olacak sekilde 04 Nisan 2007 tarihinde kurulmustur. Dikim sirasinda iki-t¢ gercek
yaprak asamasinda olan fideler viollerden alinarak topraga sasirtilmis ve dikimden
hemen sonra damla sulama borular: bitki govdelerine yakin mesafelere serilmis ve
ilk sulama yapilmigtir. Ayrica her siranin ilk ve son birer metrelik kisimlarina da
kenar etkisini kaldirmak icin fazladan ikiser bitki dikilmis, fakat buradaki bitkiler
gozlemlerde kullanmlmamustir.

Denemede yetistiricilik slres boyunca 5-7 gunluk araiklarla sulama
yapilmig, yabanci ot gelismesine izin verilmeyecek bicimde iki defa capaama
gergeklestirilmistir. Dikimden 3 gun sonra 15 kg 15-15-15 kompoze gubresi, daha
sonrasindaise 5 kg/da tire uygulanmigstir. Tozlanma ve déllenme agik arazide mevcut
olan bdceklerle dogal yollardan gergeklestirilmis, yeterli polinator varlig:r gozlendigi
icin ek ar1 kullanilmarmustir.

Hastalik ve zararlilara karsi duzenli gozlemler yapilmis, dikimden hemen
sonra bozkurtlara kars: ve giceklenme safhasinda ise afitlere karsi birer defa ilaglama

yapilmgtir. Ayricaiki kez de beyaz sinege karsi ilaglama yapilmstir.
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3.2.1.2 Bitkilerde Yapilan Gozlem ve Olgtimler

Bitkilerde fide ve gelismis bitki asamasinda asagidaki gozlemler yapilmistir.
Ele alinan bu gozlem parametrelerinin seciminde esas olarak UPOV kriterleri
benimsenmis, ayrica bazilarinda Duizeltir, 2004’ den de yararlamilmigtir. Morfolojik
karekterizasyon igin kullamlan gbzlem parametereleri sunlardir:
Kotiledon sekli: oval (1), genis oval veyaters yumurtamsi (2).
Kotiledon rengi: agik yesil (1), yesil (2), koyu yesil (3).
Kotiledon buyuklugu: ¢ok kiguk (1), kucuk (2), orta(3), blyuk (4), cok biyuk (5).
Hipokotil uzunlugu: ¢ok kisa (1), kisa (2), orta (3), uzun (4), cok uzun (5).
<lcm: ¢ok kisa, 1-3cm: kisa, 3-5cm: orta, 5-6¢m: uzun, >6¢cm: ¢ok uzun
Bitkinin buyime egilimi: ¢al1 (1), yar: stirtintici (2), surtntct (3).
Bitkinin kol atma durumu: var (O)veya yok (1)
Bitkinin kol atma derecesi: az (1), orta (2), kuvvetli (3).
Bitkinin yaprak sapimin durusu: dik (1), yar1 dik (2), yatik (3).
Govde yesil rengi: yalmz agik (1), yalmz koyu (2), agik ve koyu (3).
Govdede bogum sayia: yok veyaaz gelismis (0), iyi gelismis (1).
Govde sulukler: yok veya az gelismis (0), iyi gelismis (1).
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Sekil 3.1 Bitkinin buylme egilimi: a yar1 sirtiniict, b: sirtiniict, c: ¢ali

Yaprak ayasimin buyuklagi: kicik (1), orta (2), biyik (3)
<l:kiglk, 1.1-1.2:orta, >1.2: buyuk

Yaprak ayasinda dilimlilik: yok veya ¢ok hafif (1), hafif (2), orta (3), kuvvetli (4),

cok kuvvetli(5)

Yaprak ayas Ust yiizeyinin yesil rengi: acik (1), orta(2), koyu (3)

Yaprak sayianda kabarikhk: yok (0) veyavar (1)

Y aprak ayasinda beneklilik: yok (0) veyavar (1)

Yaprak sapinmin yesil rengi: acik (1) , orta(2), koyu (3)

Yaprak sapimin uzunlugu: kisa (1), orta (2), uzun (3)

<30 cm:kisa, 20-30 cm:orta, >30 cm: uzun
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Yaprak sapimin kalhinhg: ince (1), orta (2), kalin (3) <1.6 cmince, 1.6-1.7 cm:orta,
>1.7 cm: kalin

Yaprak sapinin eninekesit sekli: ince (1), orta(2), kalin (3)

Yaprak sapinda dikenlerin sayisi: az (1), orta(2), cok (3)

o d
Sekil 3.2. Yaprakta dilimlilik durumu: a c¢ok kuvvetli dilimlilik, b:kuvvetli
dilimlilik, c: ortadilimlilik, d: hafif dilimlilik
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Sekil 3.5. Yaprakta beneklilik durumu: a benekli, b:beneksiz
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Disi cicekte tag yapraklarin igindeki halkalar: yok (0), var (1)

Disi cigektetag yapraklarin igcindeki halkalarin rengi: yok (0), yesil (1), sar (2),
yesil ve sar1 (3)

Disi cigek tag yaprak ici halkalarin yesil renk yogunlugu: yok (0), hefif (1), orta
(2), kuvvetli (3)

Disi cicekte canak yapraklarin uzunlugu: kisa (1), orta (2), uzun (3)

Disi cicekte pistil rengi (agmadan 6nce) : sar (1), portakal (2)

Erkek cigek tag yaprak i¢ halka rengi: yok (0), hafif (1), orta (2), kuvvetli (3) gok
kuvvetli (4)

Erkek cigekte cigek sapimin uzunlugu: kisa (1), orta(2), uzun (3)

<6cm :kisa, 6-16cm: orta, >16: uzun

Erkek cigekte cigcek sapimin gapr: kugik (1), orta (2), blyuk (3)

<3cm:kuglik, 3-5cm: orta, >5cm:biyik

Erkek cigekte cigek sapinin rengi: agik yesil (1), yesil (2), koyu yesil (3)

Erkek cigekte cigek sapindaki olukluluk: hafif (1), orta (2), kuvvetli(3)

Erkek cigekte cigek sapindaki tuylulik: hafif (1), orta (2), kuvvetli (3)

Erkek cigekte canak yaprak uzunlugu: kisa (1), orta(2), uzun (3)

<15cm:kisa, 15-50cm: orta, >50cm: uzun
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c d
Sekil 3.6. Erkek cigek i¢ halkarenk derecesi: akuvvetli, b:orta, c:hafif, d:yok
Meyve sekli : tarak kabugu seklinde (1), ovalimsi (2), kire (3), topag (4), beyzi (5),
oval(6), silindirik(7), golf sopasi sekli (8), armudi (9), kanca sekli (9)
Meyve anarengi : beyazimsi (1), krem (2), sar1 (3), portaka (4), yesil

Meyve ana renginin yogunlugu: acik (1), orta(2), koyu (3)

Meyverengi sayia : bir (1), iki(2), g (3)

Meyve ikincil ve tglincul renkleri: yok (0), var (1)

Meyve capr : kiigik (1), orta (2), buyik (3)

<10cm:kuiguk, 10-20cm: orta, > 20cm:blytik

Meyve uzunlugu: kisa (1), orta(2), uzun (3)

<12cm:kisa, 12-20cm: orta, >20 uzun

Meyve indeks (uzunluk/cap): ¢ok dusik (1), disik (2), orta (3), yuksek (4), cok
yuksek (5)

<0.5 ¢ok dustk, 0,6-1:dusik, 1,0-2,0:0rta, 2,0-3,0:ylksek, >3:¢ok yiksek
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Meyveyivliligi: var (1), yok (0)

Yivler Gzerindeki gizgilerin rengi: beyazimsi (1), sar1 (2), portakal (3), yesil (4)
Meyve eti rengi: beyazimsi (1), sarimsi (2), portakal (3), yesilimsi (4)

Tohum iriligi : kiigik (1), orta(3), iri (5)

Tohum sekli : dar oval (1), oval (2), genis oval (3)

Tohum kesiti sekli: dar eliptik (1), eliptik (2)

Tohumlarda hilum sonu: sivri (1), kit (2)

Tohum rengi: beyazimsi (1), sarimsi (2), yesilims (3),koyu yesilimsi (4)

Tohum kabuk zari kalinhgr: ¢ok ince (1), ince (2), orta (3), kalin(4), cok kalin (5)
Tohum kabuk zari1 gikma durumu: kolay (1), orta (2), zor (3)

3.2.2 Molekuler karakterizasyon

3.2.2.1 Bitki Materyalinin Hazir g

Molekuler karakterizasyon icgin geng fideler kullamlmig, bu amagla 5 Mayis
2007 tarihinde 45 gozlu plastik fide tepsilerine her hiicreye birer adet gelecek sekilde
her bir genotipten 10’ar adet tohum ekilmistir. Ortam olarak hacim esasiyla yine
“1:1” oraminda “torf:perlit” karigimu kullamlmistir. DNA izolasyonu igin 4 -8 kadar
bitkinin ilk yapraklarin ortaya ¢iktigi beklenmis ve 25 Mayis 2007 tarihinde bu
yaprak ornekleri toplanmustir. Yaprak ornekleri yikandiktan ve kurutulduktan sonra
sivi azot (-196°C) ile muamele edilip, DNA izolasyonuna kadar -80°C’ de muhafaza
edilmistir.

3.2.2.2 DNA izolasyonu
DNA izolasyonu igcin Doyle ve Doyle nin (1987) gelistirdigi ve Kafkas ve
ark.” min (2005) modifiye ettigi DNA izolasyon yontemi uygulanmustir.

Bu yontemde; 1 g geng yaprak ornegi, igerisinde sivi azot bulunan havanda

iyice ezilmis, tlp icerisine 6 ml CTAB tampon ¢ozeltisi (100 mM Tris-HCl, 1.4 M
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NaCl, 20 mM EDTA, %2 CTAB, %2 PVP, b-mercaptoethanol, %0.1 N&,S,0s) ilave
edilmis ve sicaklig1 65°C’ de olan su banyosuna konmustur.

Icerisinde ezilmis yaprak 6rnekleri bulunan eppendorf tipler her 10 dakikada
bir kanstinlmak suretiyle 60 dakika boyunca su banyosunda tutulmustur. Su
banyosundan ¢ikarilan 6rnekler oda sicakliginda 5-10 dk bekletilmistir. Daha sonra
herbir eppendorf tup igerisine, ekstraksiyon tampon ¢ozeltis ile esit oranda, 6 ml
“kloroform:isoamyl alkol” (24:1) ilave edilmistir. TUpler her 3 dakikada bir
karistirilarak oda kosullarinda 15 dk tutulmustur.

Bu tlpler daha sonra 5000 d/d’'de 15 dk sire ile santriftj edilmistir. Ustteki
faz yeni bir 15 milimetrelik eppendorf tube aktarilmis ve icerisine esit oranda soguk
(-20°C’ de bekletilmis) isopropanol ilave edilmis ve yavasca tiip evrilerek DNA’nin
cokelmesi saglanmistir. Daha iyi bir cokelme saglamak icin 6rnekler 2 saat —70°C’ de
veya 1 gece —20°C' de bekletilerek ve daha sonra tiipler 1500 d/d’de 10 dk sire ile
santrifllj edilerek tip icerisindeki isopropanol bosa tilmustir.

Tuplere igerisinde 10 mM amonyum asetat bulunan, 3 ml %76’ lik etanol yani
yikama tampon c¢ozeltisi ilave edilmis ve 1-2 saat +4°C’de bekletilmistir. Y1ikanan
DNA kurutularak saf suda ¢ozdurulmastur.

3.2.2.3 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmes

Izole edilen DNA’min konsantrasyonunun belirlenmes calismanin ileriki
asamalarinda yuritulecek PCR reaksiyonlarinin diizglin meydana gelmesi agisindan
Onemlidir. Bu nedenle her genotipe ait DNA konsantrasyonu jel-elektroforess
yontemiyle %0.8'lik agaroz jelde konsantasyonu belli A (lambda) DNA ile
karsilastirilarak UV dtinda belirlenmeye calisilmustir.

DNA konsantrasyonunun belirlenmesi icin her bir genotip 6rnegi toplam
hacmi 20 pl olacak sekilde 2 ul stok DNA, 4 ul jel yukleme boyasi ve 14 pl saf su
konularak hazirlanmistir. Hazirlanan drneklerden 10 pl’si, %0.8 konsantrasyondaki
agaroz jel Uzerinde hazirlanmus yuvalara yerlestirilmis ve elektroforezde 90 voltta 45
dakika kosturma islemi yapilmistir. UV transilluminator ile jelde goruntl alinmis ve
elde edilen DNA yogunluklar1 beli A DNA’lar (25ng-50ng-100ng-200ng) ile
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karsilastirilarak belirlenmistir. Bu islem ile her bir genotipten elde edilen stok DNA
miktar: tahmini olarak belirlenmistir.

Stok DNA’nin konsantrasyonu belirlendikten sonra PCR c¢alismalart igin
gerekli DNA konsantasyonun 5 ng/ul seklinde ayarlanmasina galisilmstir. Bu islem
icin toplam hacmi 20 pl olacak sekilde 10 ul seyreltik DNA, 4 ul jel yiukleme boyast
ve 6 pl saf su konularak yine %0.8'lik agaroz jeldeki her yuvaya 10 ul gelecek
sekilde DNA orneklerinin yiklemes yapilmigtir. YUklenmes tamamlanmis agaroz
jel 90 voltta 45 dakika elektroforez islemine tabi tutulmus bdylece her 6rnegin 5ng/pul
olup olmadig1 kontrol edilmistir. Orneklerin 5 ng/ul ayarlamas yapilirken 5ng/ul’ den
fazla olanlarina ultra saf su, az olanlarina ise orantili olarak DNA eklenmistir. Bu

asamadan sonratiim DNA ornekleri PCR asamas icin hazir hale gelmistir.
3.2.241SSR Analizleri

ISSR analizleri Zietkiewicz ve ark.(1994)' min gelistirdigi ve Katzir ve ark.
(1998)' nin kabak icin uygun oldugunu bildirdigi asagidaki sekilde uygulanan
yonteme gore yapilmistir. Bunun igin 25 mi amplifikasyon reaksiyonu 75 mM Tris-
HCI, pH=8.8, 20 MM (NH,4)>S0, 2 mM MgCl,, 0.1% Tween 20, 100 mM dATP, 100
mM dTTP, 100 MM dGTP, 100 nM dCTP, 0.2 nM primer, 1.0 unite Tag DNA
polymerase ve 10 ng DNA igermistir. Sicaklik ve doéngii kosullar: olarak, 94°C'de 7
dk 6n denattrasyon isleminden sonra, 35 dongli boyunca 6rnekler denatiirasyon igin
94°C'de 1 dk, primerin DNA’ya yapismas icin primere gore degismek (izere 50-
54°C'de 1 dk ve uzama safhasi icin 72°C'de 2 dk tutulmustur Ayrica, drnekler son
uzama safhasi icin 72°C' de 7 dk bekletilmislerdir.

Kabak cesitlerinin karakteriazsyonunda ISSR primeri olarak University of
British Columbia tarafindan Uretilen ISSR primerleri (set #9) kullanilmustir. Bu
primerler Katzir ve ark. (1998; 2000) ve Paris ve ark.(2003)' mn kabaklar igin
kullandigi ve polimorfik olarak belirledigi primerlerdir. Bu primerlerin baz
dizilimleri farklidir, dolayisiyla kalip DNA’ya yapisma sicakliklar: da farklidir. Bu
sicakliklar Kafkas ve ark. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada belirlenmistir. Bu
primerler sirasiyla UBC 807, UBC 809, UBC UBC 810, UBC 812, UBC 841, UBC
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842, UBC 854 ve UBC 855 no’lu primerlerdir. Cizelge 3.2'te bu primerlerin baz
dizilimleri ve kalip DNA'’ya yapisma sicakliklar: verilmistir.

Bu asamada da elde edilen PCR urunleri 0.5 x TBE tampon ¢ozeltisinde (89
mM Tris-Cl, 89 mM borik asit, 20 mM EDTA) % 1,8'lik agaroz jelde kosularak
etidiyum bromit ile boyanmis ve UV altinda fotograflar: gekilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullamlan ISSR primerlerinin baz dizilimleri, baz sayilari ve
kabak DNA’sina PCR’ da yapisma sicakliklar:

DNA’ya
Sira Kod Baz dizilimi (5" —3) Baz sayi1a yapisma
No acakliklari(°C)
1 UBC 807 | AGA GAG AGA GAG AGA GT 17 50
2 UBC 809 | AGA GAG AGA GAG AGA GG 17 52
3 UBC 810 | GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 50
4 UBC 812 | GAG AGA GAG AGA GAG AC 17 50
5 UBC 841 | GAG AGA GAG AGA GAG AYC 18 54
6 UBC 842 | GAG AGA GAG AGA GAG AT 17 54
7 UBC 854 | TCT CTC TCT CTC TCT CRG 18 54
8 UBC 855 | ACACACACACACACACYT 18 52

Bant buyukltklerinin belirlenmesinde A DNA’ nin EcoRI ve Hindlll kesim
enzimleri ile hazirlanmis olan DNA’ st kullamlmistir. Bu DNA’ da bant biyukl Ukl eri
sirasiyla564, 831, 947, 1375, 1584, 1904, 2027, 3520 b¢ seklindedir.

3.2.25 SRAP AnalizZleri

SRAP analizleri Li ve Quiorus (2001)’ un gelistirmis oldugu, Ferriol ve ark.
(2003)'nin da kabak icin uygun oldugunu belirttikleri yonteme gbre yapilmus,
Ferriol ve ark. (2003)'min kabak icin polimorfik oldugunu belirttikleri SRAP
primerleri kullanilmigtir (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4).

SRAP analizlerinin PCR dongl kosullari ve reaksiyon kosullar;; 25 ni
amplifikasyon reaksiyonu 75 mM Tris-HCI, pH=8.8, 20 mM (NH,)>SOs 2 mM
MgCl,, 0.1% Tween 20, 100 M dATP, 100 M dTTP, 100 M dGTP, 100 nM
dCTP, 0.2 mM primer, 1.0 unite Tag DNA polymerase ve 20 ng DNA igermistir. ileri
primerlerin DNA’ya yapisma (annealing) sicakligi ilk 5 doéngiide 35 °C geri kalan 30
déngiide ise 50 °C olmustur. Toplam 35 déngii boyunca érnekler 94 1 dk °C ve 72
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°%C ‘de 2 dk tutulmuslardir. Ornekler 35 dbngii sonunda 72°C'de 5 dk
bekletilmislerdir.

Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullamilmig olan SRAP ileri primerleri

Srra| Kod Baz dizilimi (5" - 3') Baz sayia
No

1 |Mel |TGA GTCCAAACCGGATA 17

2 | Me2 | TGA GTCCAA ACC GGA GC 17

3 |Me6 | TGA GTCCAA ACCGGA CA 17

4 | Me8 | TGA GTCCAA ACCGGA CT 17

Cizelge 3.4. Caisma kapsaminda kullamlmig olan SRAP geri primerleri:

Srra| Kod Baz dizilimi (5" - 3) Baz sayia
No

1 Eml | GACTGC GTA CGA ATT AAT 18

2 Em2 | GACTGC GTA CGA ATTTGC 18

3 Em3 | GACTGC GTA CGA ATT GAC 18

4 Em6 | GACTGC GTA CGA ATT GCA 18

Polimorfik oldugu belirlenen (Ferriol ve ark. (2003)) ve daha sonra 24
genotipe uygulanan primer kombinasyonlar: ise sirasiyla sunlardir: Mel/Em2,
Me2/Em1, Me2/Em2, Me2/Em6, MeS/Em6, M e8/Em1, Em8/Em3

Elde edilen PCR urunleri 0.5 x TBE tampon ¢ozeltisinde (89 mM Tris-Cl, 89
mM borik asit, 20 mM EDTA) %2’lik agaroz jelde kosularak etidiyum bromit ile
boyanmis ve UV altinda fotograflar: gekilmistir.

Elde edilen DNA bantlarinin buytkliklerinin belirlenmesinde A DNA’ nin 50
bp'lik Generuler markali DNA’st kullanmlmistir. Bu DNA’da bant buytklukleri
srasiyla 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 b¢
seklindedir
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3.2.2.6. Primerlerin Polimorfizm Oranlarinin Bdirlenmes

Calismada kullanilan ISSR ve SRAP primerlerinin polimorfizm oranlari,
primerlerden elde edilen polimorfik bant sayilarimn, toplam bant sayisina boltnup

100 ile carpilmas: seklindeki asagidaki formul ile bulunmustur.

Polimorfizm Orant (%) = (Polimorfik Bant Sayisi / Toplam Bant Sayist) x 100

3.2.2.7. Primerlerin Polimorfizm Bilgi iceriginin Belirlenmesi

Calismada kullanilan primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) Smith ve
ark. (1997) nin asagida bdirtilen formultu yardimiyla belirlenmistir. Buna gore,
oncelikle polimorfik bantlarda toplam var (1) ve yok (0) olan bantlarin sayilar:
belirlenmistir. Daha sonra bu bantlarin ayri1 ayr1 frekanslar: hesaplanmugtir. Formule

goére Pi, i bandinin frekansidir.

PBi=1-Y Pi?

3.2.28 Primerlerin Ayrrma Guglerinin Belirlenmes

Calismada primerlerin ayirma gugleri Prevost ve Wilkinson (1999)
tarafindan gelistirilen agagidaki formil yardimiyla hesaplanmistir. Formildeki p, |
bandinin 24 genotipteki orandir.

Ayirmagucit =X 1b burada
Ib =1-(2x|05-p|)
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3.2.2.9 Soyagaci Analizleri

SRAP ve ISSR amplifikasyon Urtnleri var (1) ya da yok (0) seklinde
degerlendirilmis ve elde edilen veriler NTSY Spc 2.1 (Rohlf, 2004) bilgisayar paket
programinda analiz edilmistir. Her bir markir tekniginden elde edilen veriler ayr1 ayri
degerlendirildigi gibi birlikte de degerlendirilmistir. Genetik benzerlik indeksi
Jaccard’ a gore hesaplanmistir. Soyagacinin elde edilmesinde UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Average) yontemi kullanilmuistir.

Her iki yontemden elde edilen benzerlik indeksleri arasindaki korelasyon
Mantel kofenetik korelasyon testi (Mantel, 1967) yapilarak hesaplanmustir.

SRAP ve ISSR molekuler markir tekniklerinin analizlerinde kullanilan
bilgisayar paket programlari morfolojik analizlerde de kullaniimis olup, aym sekilde
genetik uzaklik katsayillarimin elde edilmesinde NeiLi Katsayisi kullamilmig ve
UPGMA andlizi ile dendogram elde edilmistir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Morfolojik Gozlemler

Materya ve Metot kisminda bdlirtilen gbzlem ve 6lgimlerden elde edilen
bulgular fide, bitki, yaprak, cicek, meyve ve tohum alt basliklari halinde asagida

sunulmustur.

4.1.1. Fidelerde Yapilan Gozlem ve Olglimlere Ait Veriler

24 farkl1 kabak genotipinde bitkiler fide asamasindayken yapilan gozlemler
sonucunda alinan veriler Cizelge 4.1' de gosterilmistir. Gozlemlerde 20 genotipin
kotiledon seklinin oval, geri kalan 4 genotipinkinin ise genis oval oldugu
gorulmustur. Kotiledon rengi bakimindan 2 genotipte agik yesil, 15 genotipte yesil
ve 7 genotipte ise koyu yesil renk gozlemlenmistir. Genotipler kotiledon biyukltgu
acisindan degerlendirildiginde 10 genotipin kuglk, 9 genotipin orta ve 5 genotipin
buyik kotiledonlara sahip oldugu gorulmis, gok kisa veya c¢ok biyik kotiledonlu
genotipe rastlanmamugtir. Yine hipokotil uzunlugu kiyaslandiginda 1 genotipin gok
kisa, 2 genotipin kisa, 7 genotipin orta, 12 genotip uzun ve 2 genotipin ¢ok uzun
hipokotill ere sahip olduklar: not edilmistir.
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Cizelge 4.1. Fidelikteki geng bitkilerde yapilan gozlemlerin sonuglar

Genotipler
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Kotiledon Sekli (KS): ova (1),genis oval veya ters yumurtamsi (2).

Kotiledon rengi (KR): acikyesil(1), yesil(2), koyu yesil (3)

Kotiledon blydkl gl (KB): ¢ok kiicik(1), kigik(2), orta(3), blyuk(4), cok biyiik(5)
Hipokatil uzunlugu (HP): ¢ok kisa(1), kisa(2), orta(3), uzun(4), cok uzun(5s).

4.1.2 Arazide Bitkilerde Yapilan Gozlemlere Ait Bulgular

Bitkilerde arazideki yerlerine dikimden sonra yapilan 6l¢um ve gozlemler
Cizelge 4.2 de toplu sekilde verilmistir. Bu gozlemlere gore genotiplerin 12
tanesinin ¢al1, 4 tanesinin yar1 strinicl ve 8 tanesinin strtinticti yapida oldugu
tespit edilmistir. Kol atma durumu agisindan 8 tanesi kol atmamis, 16 tanesinde
ise kol atma gorulmustir. Kol atan genotiplerin 9 tanesinin az, 11 tanesinin orta
ve 4 tanesinin ¢ok kuvvetli kol attigi saptanmustir. Genotiplerden 1 tanesinin

yatik, 4 tanesinin dik, 19 tanesinin yarn dik yaprak sapt durusu gosterdigi
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belirlenmistir. Govde renkleri 11 genotipte yalmz agik yesil, 4 tanesinde yalniz
koyu yesil ve 9 tanesinde acik ve koyu yesil olarak isaretlenmistir. Govde bogum
say1st 7 tanesinde yok, 16 tanesinde az gelismis ve 1 tanesinde iyi gelismis
olarak degerlendirilmistir. Govde suliklerinin 3 tanesinde iyi gdismis, 21

tanesinde az gelismis oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.2. Arazide bitkilerde yapilan gozlemlere ait bulgular

BKADE |BYSD
1 2
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Bitkinin Blyume Egilimi (BBE) : cali (1),Yart slrintct (2), strintci (3)
Bitkinin Kol AtmaDurumu (BKAD) : Var (1), Yok (0)

Bitki de Kol AtmaDereces (BKADE) : Az (1), Orta(2), Kuvvetli (3)
Bitkide Y aprak Sapinin Durusu (BY SD): Dik (1),Y ar1 dik (2), Yatk (3)
Govde Yesil Rengi (GYR): yaniz agik(1), yamz koyu (2), agik ve koyu (3)
Govdede Bogum Sayisi (GBS): yok veya az gelismis(0), iyi gdismis (1)
Govde de Slltkler (GD) : yok veyaaz gelismis (0), iyi gelismis (1)
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4.1.3. Yapraklarda Y apilan Gozlemlere ve Olglimler e Ait Bulgular

Y apilan gozlem ve olgiimlere ait bulgular Cizelge 4.3'de verilmistir. Y apilan
gozlemler sonucunda farkli genotipler arasinda, yaprak ayasindaki dilimlilik 5
genotipte ¢ok hafif, 12’ sinde hafif, 5'inde orta, 1 tanesinde kuvvetli dilimlilik oldugu
belirlenmistir. Yaprak ayasi Ust yesil rengi buttin genotiplerde orta yesil renk olarak
kaydedilmistir. Yaprak ayasi Uzeri kabarikliga sadece 1 genotipte rastlanmistir.
Y apraklarda beneklilikte ise 1 genotipte az, 2 genotipte ¢cok diger genotiplerde ise
yapraklarda beneklilige rastlanmamistir. Y aprak sapimin yesil rengi 3 genotipte orta
koyulukta geri kalan 21 genotipte ise genotiplerde agik koyulukta gordlmustir ve
ayrica tim genotipler yuvarlak Kkesitli olarak belirlenmistir. Yaprak sapinin
kalinhigina bakildiginda 3 genotipte kalin yaprak sapina, 5 genotipte ince ve 16
genotipte orta kalinlikta yaprak sapina rastlanmigtir. Yaprak sapindaki dikenlilik 6
genotipte az, 11 genotipte orta diizeyde ve 7 genotipte ¢ok dikenlilik seklinde
gorulmastur. Yaprakta yapilan olgimler, gelisimi normal olarak tamamlamis ve
buyiimes durmus olan yapraklarda yapilmistir. Aya 6lcimiinde en uzun mesafeler

arasindan 6lguim yapilmustir.
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Cizelge 4.3. Y gprakta yapilan gdzlem ve dlgiimlere ait veriler
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Yaprak Ayasinda Dilimlilik (Y A D) yok (0), cok hafif (1), hafif(2), orta(3), kuwvetli(4), cok
kuwvetli(5)

Yaprak Ayasi Ust Yiizey Yesil Rengi(YAUYR): acik (1), orta(2), koyu( 3)

Y aprak Ayasinda Kabariklik (YAK): var(1), yok(0)

Y aprak Ayasinda Beneklilik (YAB) : var {az(1),orta (2), cok (3)},yok (0)

Yaprak Sapinin Yesil Rengi (YSYR)i:acik (1), orta(2), koyu (3)

Y aprak Sapitnin Uzunlugu (cm) (Y SU): kisa (1),orta (2),uzun (3)

Y aprak Sapitnin Kalinligi (mm) (Y SK): ince (1),orta (2), kalin(3)

Y aprak Sapinin Enine Kesit Sekli (Y SEKS) : yuvarlak (1), Uggen (2), diger (3)

Y aprak Sapinda Dikenlerin Sayisi (YSDS): az (1), orta(2), ¢ok (3)
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4.1.4 Ciceklerde Yapilan Gozlemlere ve Olgumlere Ait Bulgular

Genotiplere ait ciceklerde yapilan gozlem ve olgumlere ait bulgular
Cizelge 4.4 'de ve Cizelge 4.5'de verilmistir. Gozlem ve dlgimler gicek agmadan 1
gun dnee, tag yaprak uclarimn sar1 renk almaya bagladigi zaman yapilmugtir.  Disi
cigeklerde pistil rengi buttin genotiplerde sar1 olarak gozlemlenmistir.

Erkek cicek tag yaprak i¢ halka rengi 5 genotipte yok, 7 genotipte hafif renk
yogunlugu, 6 genotipte orta renk yogunlugu, 3 genotipte kuvvetli, 1 genotipte ¢ok
kuvvetli renk yogunlugu olarak gozlemlenmistir. Ergek ciceklerde gigcek sapimin
capina bakildiginda 2 genotip kalin, diger tum genotipler orta kalinlikta bulunmustur.
Erkek cicek sap rengi 2 genotipte yesil, diger bltin genotipler agik yesil renge
sahiptir. Erkek ciceklerde gicek saplarindaki olukluluk incelendiginde 17 genotipte
hafif, 6 genotipte orta, 1 genotipte de kuvvetli olukluluk goralmustur. Erkek cicekte
cicek sapindaki tayltlik 17 genotipte hafif derecede, 7 genotipte orta derecede

gorilmustar.
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Cizelge 4.4. Disi cigeklerde yapilan gozlemlere ait bulgular

Genotipler
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Disi ¢icekte tag yaprak icindeki halkalar (DCTYIH): yok (0) var (1)

Disi Cigekte Tag Yapraklarin icindeki Halkalarin Rengi (DCTYIHR): yok (0), yesil (1), sar1 (2),

yesil ve sar1 (3)

Disi ¢icekte tag yaprak icindeki halkalarin yesil renk yogunlugu (DCTYIHYRY): yok(0), hafif (1)
,orta(2), kuvvetli (3)

Disi Cicekte Canak Y apraklarin Uzunlugu(mm) (DCCY U): kisa(1),orta (2),uzun (3)

Disi Cicekte Pistil Rengi (DCPR) : sari(1), portakal(2)
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Cizelge 4.5. Erkek cigeklerde yapilan gbzlemlere ait bulgular

Genotipler [ECTYHR |ECCSU |ECCSC |ECCSR |ECCSO |ECCST |ECCYU
5 4 2 3 1 1 1 3
6 1 2 2 1 1 1 2
8 2 2 2 1 1 1 2
9 5 2 2 1 1 1 2
10 4 2 2 1 1 1 2
11 3 2 2 1 2 1 1
12 2 1 2 2 2 1 2
13 2 1 2 1 2 1 1
14 3 2 2 1 2 1 2
15 3 2 2 1 1 2 2
16 2 2 2 1 2 2 2
18 4 2 2 1 2 1 2
19 2 2 2 1 3 1 2
20 3 2 2 1 1 2 2
21 1 3 2 2 1 2 2
22 3 2 2 1 1 2 2
24 1 2 3 1 1 1 2
25 1 1 2 1 1 1 1
27 1 2 2 1 1 1 2
28 1 2 2 1 1 1 2
29 2 2 2 1 1 2 2
30 1 2 2 1 1 2 2
32 1 2 2 1 1 1 2
36 1 2 2 1 1 1 2

Erkek Cicek Tag Yaprak ic Halka Rengi (ECTYIHR): yok (1), hafif (2), orta (3), kuvvetli (4), cok
kuwvetli (5)

Erkek Cigekte Cicek Sapinin Uzunlugu(ECCSU): kisa (1), orta (2),uzun (3)

Erkek Cigekte Cicek Sapinin Capi (ECCSC): kicik (1), orta(2),blyik (3)

Erkek Cigekte Cigek Sapinin Rengi (ECCSR): Acik yesil(1), yesil(2), koyu yesil(3),

Erkek Cigekte Cicek Sapindaki Olukluk (ECCSO):hafif(1), orta(2), kuvvetli(3)

Erkek Cigekte Cicek Sapindaki Tuylulik (ECCST):hafif(1), orta(2), kuvvetli(3

Erkek Cigekte Canak Y aprak Uzunlugu (ECCYU): kisa (1), orta (2), uzun (3)
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4.1.5 Meyvederde Yapilan Gozlem Ve Olciimlere Ait Bulgular

24 genotipe ait meyvelerin sekilleri inceendiginde 18 genotipin  kire, 2
tanesinin topag, 2 tanesinin silindirik ve 2 genotipinde armudi sekilli oldugu
gorulmusttr. 6 genotipin meyve rengi sar, 8'i portaka, 4G yesil ve biri
beyazimsidir. Meyvderin ana renklerinin yogunluguna bakildiginda, 8 genotipte
acik, 10 genotipte orta ve 6 genotipte koyu yogunluk gbzlemlenmistir. Meyve
rengi sayisi 14 genotip igin bir, 9 genotip icin iki ve 1 genotip icin Ug¢ olarak
belirlenmistir.15 genotipin ikincil veya UcgUncul rengi vardir. Meyve cap
Olcimlerinde 2 genotip kigik,13 genotip orta ve 9 genotip blyuk capli olarak
Olcilmustur. Arazi sartlarinda bazi genotiplere ait bitkilere virts bulasim sz
konusu oldugundan bazi meyvelerin buyukliginin normalden fazla veya az
olma durumuda g6z 6ninde bulundurulmalidir. Meyve uzunluguna bakildiginda
4 genotip kisa, 15 genotip orta ve 5 genotipuzun olarak 6lculmustir. Meyve
indeksi hesaplanmis ve 4 genotipin indeks ¢ok dusik,16 genotipin dustk, 2
genotipinki orta ve yine 2 genotipinki yiiksek olarak hesaplanmistir.14 genotipte
ait meyvede meyve yivligine rastlanmistir. Yivler 30 ve 36 kodlu genotiplerde
beyaz renkte, 29 kodlu genotipte sar1 renkte dir. Bu veriler Cizelge 4.6 ve 4.7

verilmistir.
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Cizelge 4.6 Meyvelerde yapilan gozlem ve olglimlere ait bulgular
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Meyve sekli (MS): Tarak kabugu seklinde (1), ovalimsi (2),kire (3),

Topag (4),beyz i(5),oval (6),silindirik (7),Golf sopasi sekli (8),armudi (9),kanca sekli (10)
Meyve anarengi (MAR):beyazimsi (1),krem (2),sar (3),portaka (4),yesil (5)

Meyve anarenginin yogunlugu (MARY): acik (1), orta(2), koyu (3)

Meyverengi sayisi (MRS): bir (1),iki (2),0¢ (3)

Meyveikincil ve tigiinciil renkleri varsa belirlenecek (MIVURVB): yok (0), var (1)
Meyve ¢capi (MC): kiclk (1), orta (2),blyuk (3)

38



4.ARASTIRMA BULGULARI Nazan INAN

Cizelge 4.7Meyvelerde yapilan gozlem ve olcimlere ait veriler
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Meyve uzunlugu (MU): kisa (1), orta (2), uzun (3)

Meyve indeksi (uzunluk/cap) (M1): cok diisiik (1),diisiik (2),0rta (3), yiksek (4), cok yiiksek (5)
Meyve yivligi(MY) : yok (0), var(1)

Yivler lizerindeki cizgilerin rengi (Y UCR): beyazimsi (1), sar1 (2), portakal (3), yesi |(4)
Meyve eti rengi (MER): beyazimsi (1), sar1 (2), portakal (3),yesilimsi (4)
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Sekil 4.1. Meyvelere ait resimler

4.1.6 Tohumlarda Yapilan Gozlem ve Olglimler

Genotiplere ait tohumlarda yapilan gozlemlerde tohumlarda irilik
bakimindanl3 genotip ufak, 8 genotip orta ve 3 genotip iri bulunmustur. Tohum
sekli gozlemlendiginde 8 genotip dar oval,14 genotip ova ve 2 genotip genis
oval olarak degerlendirilmistir. 8 genotipte tohum kesti sekli dar eliptik olarak
gozlemlenirken, kdan 16 genotip eiptik olarak beirlenmistir. Tohum hilum
sonu genotiplerin 5 tanesinde sivri,19 ‘unda kuttir. Tohum rengi icin yapilan

gozlemler sonucunda 11 genotip beyazimsi, 1 genotip sarimsi,8 genotip yesilimg
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4 genotip koyu yesilimsi renkli olarak belirlenmistir. Tohum kabuk zar1 kalinligi
3 genotipte ¢ok ince, 6 genctipte orta 1 genotipte kalin, 1 genotipte gok kalin
olarak gozlenmis geri kalan 12 genotipte ise kabuk zari gdzlenmemistir.
Tohumda son olarak kabuk zar1 gikma durumuna bakilmis 4 genotipte kolay, 6
genotipte orta, 1 genotipte zor ve geri kalan diger genotiplerde zarin ¢ikma

durumu mumktin degil olarak bulunmustur.

Cizelge 4.8 Tohumlarda yapilan gbzlem ve 6lgimlere ait veriler

Genotipler | TI TS TKS | THSFG TR TKZK TKZCD
5 1 1 2 2 3 3 2
6 1 2 2 2 3 3 2
8 1 1 1 2 3 3 2
9 1 2 1 2 3 3 2
10 1 2 1 2 3 3 2
11 1 1 1 2 1 4 3
12 3 2 1 1 4 1 1
13 1 1 1 2 3 3 2
14 3 1 1 2 4 1 1
15 3 2 1 1 4 1 1
16 3 2 2 2 1 0 0
18 3 1 2 2 1 0 0
19 3 2 2 2 3 0 0
20 3 1 2 2 1 0 0
21 1 2 2 2 1 2 1
22 3 2 2 1 4 0 0
24 1 2 2 2 1 0 0
25 5 2 2 1 3 0 0
27 1 2 2 2 1 0 0
28 1 2 2 2 1 0 0
29 3 1 2 2 1 0 0
30 3 2 2 1 1 0 0
32 5 3 2 2 2 0 0
36 5 3 2 2 1 0 0

Tohumiriligi (TD):ufak (1), orta (3), iri (5)

Tohum sekli (TS):dar ova (1),ova (2), genis oval(3)

Tohum kesiti sekli(TKS):dar eiptik (1),eliptik (2)

Tohum hilum sonu (THS):sivri (1),kt (2)

Tohumrengi (TR):beyazimsi (1),sarimst (2),yesilimsi (3),koyu yesilimsi (4)

Tohum kabuk zar1 kalinligi(TKZK):cok ince (1),ince (2),orta (3),kalin (4), ¢ok kain (5)
Tohum kabuk zar1 gitkma durumu (TKZCD):kolay (1),orta (2),zor (3)
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Sekil 4.2. Meyve tohumlarina ait resimler

4.1.7 Morfolojik Verilere Ait Dendogramin Degerlendirilmes

24 genotipe ait morfolojik veriler kullanlarak ve NeiLi benzerlik katsayisi
kullanllarak UPGMA  andlizi ile olusturulmus dendogram incelendiginde
genotiplerin blyuk bir ana grup ve bir de kiigtik grup olmak tzere iki gruba ayrildig:
gordlmistar (Sekil 4.3).

Blyuk ana grubun kendi icinde yine iki gruba ayrilchgr goralmstir. Bu
gruplardan ilki yine biri buyuk digeri kiiclik olmak Uzere iki dala ayrilmigtir. Blyuk
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da iki kola ayrilmustir. Bu kollardan birincisi sadece kabuksuz gekirdekli kabak
genotiplerini bulundurmakta ve U¢ kola ayrilmaktadir. ilk kolda 5 ve 10 no’lu
genotipler en yakin iliskili genotipler olarak gorilmis ve 8 no’lu genotip bunlardan
farklilasarak ayr1 bir dal olusturmustur. Ikincisinde 12 ve 14 no’lu yabanci orjinli
kabuksuz cekirdekli genotipler ile yabanc: orjinli oldugu dustntlen 15 no’ lu genotip
yakin ilskili gortlmistar. Uclinclisinde ise yabanci orjinli 13 no’lu genotip
farklilasarak digerlerinden ayr1 bir dal olusturmustur. Kollardan ikincisinde 16 ve 20
no'lu genotipler yakin iligskili olup, 18 no’lu genotip bunlardan farklilasarak
ayrilmistir. Yine 19 ve 22 no ‘lu genotipler yakin iliski olusturmus, 21 no’lu genotip
bu ikinci koldaki genotiplerin hepsinden ayrilarak ayr1 bir dal olusturmustur.

Blylk ana grubun ikinci ve kicuk olan gurubunda ise 29 ve 30 no’lu
genotipler ile 25 ve 32 no’lu genotipler kendi aralarinda yakin iliskili olup, 36 no’lu
genotipler bunlardan ayrilarak farkli bir dal olusturmustur.

Dendogramda buylk ana gruptan ayrilan kiguk grupta ise, 27 ve 28 no’lu
genotipler en yakin iliskili genotipler olup, 24 no’ lu genotip bundan farklilasarak ayri

bir da olusturmustur.
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4.2 Molekiler Cahsmalar

4.2.11SSR Analizleri

ISSR tekniginde litearttr taramas: (Katzir ve ark., 1998;2000; Paris ve ark.,
2003) sonucunda belirlenmis sekiz adet polimorfik primer 24 genotipe uygulanmustir.
UBC 809 no’'lu ISSR primerinin 24 genotipe uygulanmas: sonucu elde edilen PCR
amplifikasyon Urunlerinin gorintist Sekil 4.4’ de verilmistir.

56 8 95 1011 12 1314 15 1618 1920 21 22 24 2527 29 30 2B32 36

Sekil 4.4. UBC 809 ISSR primerinin 24 genotipe uygulanmasi sonucu elde edilen PCR
amplifikasyon trdnlerinin goruntus

Elde edilen amplifikasyon Urunlerinden ¢ok gugli ve belirgin olanlar dikkate
alinarak bantlar var (1) veya yok (0) seklinde degerlendirilmistir. Bu degerlendirme
sonucu elde edilen toplam bant sayilari (TBS), polimorfik bant sayilari (PBS),
polimorfizm oram (PO), bu primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma
guctl (AG) degerleri toplu sekilde Cizelge 4.9' daverilmistir.

Calismada kullanilan 8 ISSR primeri degerlendirildiginde; toplam 60 adet bant
elde edilmis, bunlarin 60 adedi de polimorfik bulunmustur. Primer basina disen toplam
ve polimorfik bant sayist 4-15 (ortalama 7.5) arasinda degisim gostermistir. Toplam ve
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polimorfik bant sayisi agisindan UBC 810 ve 854 no’lu primerler en dusik (4 adet) bant
sayisint Uretmis olup, UBC 809 no’lu primerden ise en fazla (15 adet) band elde
edilmistir

Calismada kullanilan 8 adet ISSR Primerlerin polimorfizm oram %2100 olarak
bulunmustur.

Cizelge 4.9. ISSR primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant sayilari
(TBS), polimorfik bant sayilari (PBS), polimorfizm oram (PO),
polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin ayrrma giicii (AG) degerleri

TBS PBS PO PBi |AG
UBC 807 6 6 100 | 0.83 | 0.72
UBC 809 15 15 100 | 0.60 | 0.60
UBC 810 4 4 100 | 0.74 | 0.90
UBC 812 5 5 100 | 0.90 | 0.48
UBC 841 10 10 100 | 0.68 | 1.00
UBC 842 7 7 100 | 0.69 | 0.95
UBC 854 4 4 100 | 0.62 | 1.13
UBC 855 9 9 100 | 0.73 | 0.88
TOPLAM 60 60 - - 6.66

ORTALAMA| 75 7.5 100 | 0.73 -

ISSR primerlerinin polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma gicleri de (AG) bu
calismada degerlendirilmistir. Ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 0.73 olarak
bulunmustur. En distik (0.60) polimorfizm bilgi icerigi degeri UBC 809 nolu primerden,
en yuksek (0.90) polimorfizm bilgi igerigi degeri ise UBC 812 nolu primerden elde
edilmistir.

Primerlerin ayirma gictl (AG) degerleri incelendiginde ise; toplam ayirma guct
degeri 6.66 olarak belirlenmis olup; en disik (0.48) ayirma glict degeri UBC 812 nolu
primerden elde edilirken, en yiksek (1.13) ayirma giclu degeri ise UBC 854 nolu
primerden elde edilmistir.

Istatistiksel analiz sonuglarina gore, kabak genotipleri arasindaki genetik
benzerlik indekslerinin de 0.07 ile 0.96 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir.
Arastirmada yer alan tim kabak genotipleri arasindaki Jaccard genetik benzerlik
katsayilar1 Ek 1'de verilmistir.
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Yirmidort adet kabak genotipi genetik benzerlik agisindan incelendiginde,
birbirine en yakin genotiplerin sirasiyla; 5 ile 6 (0.96), 15 ile 16 (0.93), 5 ile 11
(0.92), 8 ile 9 (0.90) olduklar1 anlasilmistir. Genetik olarak en uzak genotiplerin ise
srastyla; 13 ile 25 (0.07), 15 ile 20 (0.08), 12 ile 20 (0.10), 24 ile 25 (0.11), 10 ile 25
(0.12), 25 ile 15 (0.13), 11 ile 27 (0.14), 27 ile 29 (0.15), 10 ile 30 (0.16) oldugu

saptanmustur.
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Sekil 4.5. 24 kabak genotipine ISSR tekniginin uygulanmasi sonucu elde edilen
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ISSR analizleri sonucunda 24 kabak genotipinin tamaminin birbirinden ayrildig:
ortaya cikmistir. Analiz sonucunda elde edilen soyagacinda (Sekil 4.5) 2 ana grup
olusmustur. Birinci grupta 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 22, 24, 29 no'lu
genotipler yer alirken, ikinci grup tekrar iki gruba ayrilmak Uzere dallanma gostermistir.
Ikinci grubun ilk dalinda 25, 30, 32, 36 no’lu genotipler yer alirken, ikinci dalda 20, 21,
27, 28 no’ lu genotipler yer almstir.

Dendograma ait birinci grup incelendiginde genelde Cucurbita pepo tirine ait
genotiplerin bu grupta bir araya geldigi gozlenmistir. Seleksiyon sonucu elde edilen 5, 6,
8, 9, 10 kabuksuz ¢ekirdekli seleksiyon hatlar1 ve 11 no’lu kabuklu x kabuksuz melezin
birbirlerine en yakin genotipler olduklari ve bunlar iginde 5 ve 6 no’'lu genotiplerin
birinci grup icinde en yakin iligkili genotipler (0.96) olduklar1 belirlenmistir. Yine yurt
disindan gelen 12, 13, 14 no’ lu Cucurbita pepo ‘ya ait kabuksuz ¢ekirdek kabaklarina ait
genotipler de dendogramda birinci grupta yer almistir. Ancak bu yabanci genotipler
icinde 13 no’'lu genotip birinci gruptaki genotiplere en uzak dallanmay1 gostermistir.
Kabuksuz c¢ekirdek kabagi olup, yabanci orjinli oldugu distntlen 15 no’lu genotip ve
Nevsehir orjinli kabuklu Cucurbita pepo genotipleri birbirleriyle yakin iligkili (0.93)
bulunmustur. Birinci grup icinde 18 ve 19 no’'lu genotipler diger genotiplerden
farklilasarak bu grup icinde ayr: bir dal olusturmus ve birbirleriyle kendi aralarinda
yakin iligkili gorulmislerdir. Birinci grup icinde genelde Cucurbita pepo’'ya ait
genotipler toplanmig iken, ilging bir durum olarak Balkabagi ismi ile bize ulasan 29
no’lu genotip de bu grup icinde yer almistir. Fakat morfolojik gozlem sonuclar: da goz
Onune alindiginda 29 no’lu genotipin bize gonderilen isminde bir yanliglik oldugu ve
bunun bir Cucurbita pepo olabilecegi anlasilmistir.

Dendograma ait ikinci grup incelendiginde grubun birinci dalinda bulunan
genotiplerin hepsinin Cucurbita maxima turine ait genotipler oldugu gorulmustdr.
Bunlar 25, 30, 32, 36 no’'lu genotiplerdir. Bu genotiplerden 32 ve 36'no’lu olanlar
birbirleriyle en yakin iliskili (0.85) genotiplerdir. ikinci grubun olusturdugu ikinci dalda
ise 20, 21, 27, 28 no’'lu genotipler bulunmaktachr. Bu dal icinde iskenderun orjinli
Cucurbita pepo oldugunu disundigiimiz kabuklu gekirdekli 20 ve 21 no’lu genotipler
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en yakin iligkili (0.84) genotipler olarak gorulmustir. Bu iki genotip Cucurbita pepo
turdne cok uzak bulunmustur.

Katzir ve ark. (1998), 18 Cucurbita pepo genotipi ile ISSR teknigi kullanarak
yaptiklar: calismalarinda Ingiltere Columbia tiniversitesi’ nde gelistirilen kit#9' a ait UBC
807, UBC 809, UBC 810, UBC 841 ve UBC 842 no’'lu primerleri kullandiklar
caligmalarinda bu primerlerden en bilgi verici olanlarinin UBC 841 ve UBC 842 no’ lular
oldugunu bulmuslardir. Yine ayni ekibin (Katzir ve ark., 2000) Cucurbita pepo’ya ait
28 farkli drnek ile yaptiklar: bir baska calismalarinda ISSR yontemiyle 90 polimorfik
bant degerlendirilmis ve en bilgi verici ISSR primerlerin 841 ve 842 no’lu primerler
oldugu anlasilmistir ( sirasiyla 20 ve 21. polimorfik bantlar). Bizim ¢alismamizda ise
calisilan 24 genotipte toplam 60 polimorfik bant elde edilmis ve en bilgi verici primer
olarak UBC 812 no’'lu primer belirlenmistir. UBC 812 no’lu primerin tim bantlar
polimorfik bulunmustur.

Paris ve ark. (2003) ise, Katzir ve ark. (1998;2000)'nin calismalarinda
kullandiklar1 1SSR primerlerine ek olarak UBC 855 no’lu primeri kullanarak 45
Cucurbita pepo genotipine ISSR teknigini uygulamislardir. Arastiricilar kullandiklari
primerlerden 147 bant elde ettiklerini, primer basina disen bant sayisimin 16 ile 34
arasinda degistigini ve polimorfik bant sayisinin ise 15 ile 23 arasinda degistigini
bulmuslar ve skorlanan 147 ISSR bandin 108'ni (%74) polimorfik bulmuslardir.
Calismamiza bakildiginda primer basina dusen toplam ve polimorfik bant sayisi 4-15
(ortalama 7.5) arasinda degisim gostermis, elde edilen 60 bandinda timinin polimorfik
oldugu gorulmustur. Bunda genotiplerin sadece Cucurbita pepo tirtine ait olmamasi
Cucurbita maxima ve Cucurbita moschata gibi farkl: tirlerden de olmasi etkili olabilir.
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4.2. SRAP Analizleri

SRAP tekniginde liteartir taramasi (Ferriol ve ark., 2003) sonucunda
belirlenmis sekiz adet polimorfik primer kombinasyonu 24 genotipe uygulanmustir.
Me6/Em5 primer kombinasyonunun 24 genotipe uygulanmasi sonucu elde edilen PCR

amplifikasyon Urtnlerinin goruntst Sekil 4.6’ de verilmistir.

56 89 101112 1314151618 19202122 24252728283032 36
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Sekil 4.6. Me6/Em5 SRAP primer kombinasyonunun 24 genotipe uygulanmasi sonucu
elde edilen PCR amplifikasyon urtnlerinin gorinttsi

Elde edilen amplifikasyon trUnlerinden ¢ok guclt ve belirgin olanlar dikkate
alinarak bantlar var (1) ve yok (0)seklinde degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucu
elde edilen toplam bant sayilari (TBS), polimorfik bant sayilari (PBS), polimorfizm
oram (PO), bu primerlerin polimorfizm bilgi icerikleri (PBI) ve ayirma gici (AG)
degerleri Cizelge 4.10"da verilmistir.

Calismada kullamlan 8 SRAP primeri degerlendirildiginde; toplam 71 adet bant
elde edilmis, bunlarin 71 adedi de polimorfik bulunmustur. Elde edilen bantlarin timu
polimorfik oldugundan primer basina disen toplam bant sayisi ile polimorfik bant sayisi
ayn degeri vermis ve degerler 3-19 (ortalama 8.88) arasinda degismistir.

Toplam bant sayisi agisindan Me2/Em1 primer kombinasyonu en dustk (3 adet)
bant sayisini Uretmis olup, Me2/Em6 primer kombinasyonu ise en fazla (19 adet) band:
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vermistir. Polimorfik bant sayisi bakimindan ise, yine Me2/Em1 primer kombinasyonu
en dustk sayida (3 adet) bant Uretirken Me2/Em6 primer kombinasyonudan ise en
yiksek sayida (19 adet) bant elde edilmistir. TUm primerlerin polimorfizm oram %2100
olarak bulunmustur.

Cizelge 4.10. SRAP primerlerinin amplifikasyonu sonucu elde edilen toplam bant
sayillart (TBS), polimorfik bant sayillari (PBS), polimorfizm oram (PO),
polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve primerin ayrrma giicii (AG) degerleri

TBS PBS PO AG | PBI
M el/Em2 8 8 100 044 | 459
M e2/Em1 3 3 100 092 | 0.67
M e2/Em3 8 8 100 1.05 | 0.65
M e2/Em6 19 19 100 0.77 | 0.80
M e6/Em5 13 13 100 0.70 | 0.82
M e6/Em6 8 8 100 0.53 | 0.92
M e7/Em6 4 4 100 0.75 | 0.80
M e8/Em3 8 8 100 0.85 | 0.91
TOPLAM 71 71 - 6.01 -
ORTALAMA| 8.88 8.88 100 - 1.27

SRAP primerlerinin polimorfizm bilgi icerigi (PBI) ve ayirma gicleri de bu
calismada degerlendirilmistir. Ortalama polimorfizm bilgi icerigi degeri 1.27 olarak
bulunmustur. En dustk (0.65) polimorfizm bilgi igerigi degeri Me2/Em3 primer
kombinasyonundan, en yiksek (4.59) polimorfizm bilgi icerigi degeri ise Mel/Em2
primer kombinasyonundan elde edilmistir. Primerlerin ayirma guct (AG) degerleri
incelendiginde ise; toplam ayirma giict degeri 6.01 olarak belirlenmis olup; en duistk
(0.44) ayirma gucu degeri Mel/Em2 primer kombinasyonundan elde edilirken, en
yuksek (1.05) ayirma guict degeri ise Me2/Em3 primer kombinasyondan elde edilmistir.

Istatistiksel analiz sonuglarina gore, kabak genotipleri arasindaki genetik
benzerlik indeksinin 0.13-1.00 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Arastirmada
yer alan tim kabak genotipleri arasindaki Jaccard genetik benzerlik katsayilari Ek 2'de
verilmistir.

Yirmidort adet kabak genotipi genetik benzerlik agisindan incelendiginde,
birbirine en yakin genctipler sirasiyla; 30 ile 32 (1.00), 5ile 8 (0.94), 6 ile 10 (0.92), 10
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ile11( 0.92), 5ile 6 (0.91), 6 ile 8 (0.90) seklinde belirlenmistir. En uzak genotipleri ise
srasiyla 13 ile 27 (0.13), 12 ile 30 (0.14), 11 ile 20 (0.15), 15 ile 25 (0.16) seklinde

olmustur.
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Sekil 4.7. 24 kabak genotipine SRAP tekniginin uygulanmasi sonucu elde edilen

Soyagaci
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SRAP analizleri sonucunda 24 kabak genotipinin tamamimin birbirinden
ayriimachg: goralmustir. Analiz sonucunda elde edilen soyagacinda (Sekil 4.7) iki ana
grup olusmustur. Birinci grupta yer alan gencotipler sirastyla b, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 18, 19, 22, 24 ve 29 no’lu genotiplerdir. ikinci gruptaise 20, 21, 27, 28, 30, 32
ve 36 no’ lu genotipleri yer almaktadir.

Dendograma ait birinci grup incelendiginde, genelde Cucurbita pepo turtine ait
kabuksuz cesitlerin bu grupta bir araya geldigi gozlenmistir. Seleksiyon sonucu elde
edilen 5, 6, 8, 9, 10 seleksiyon hatlar1 ve 11 no’lu melez genotipin bu grup iginde yer
aldig1 ve grup icinde 5 ve 8 no’lu genotiplerin en yakin iligkili genotipler (0.94)
olduklar: belirlenmistir. 5 ve 8 no’'lu genotiplerle ayn: daldan ¢ikip farklilasan 8 ve 10
no’lu genotipler kendi aralarinda yakin iliskili (0.92) goéralmustdr. Yabanct orjinli 14
no'lu kabuksuz cekirdekli Cucurbita pepo genotipinin, Bolu kokenli kabuksuz
cekirdekli genotip olan 22 no’lu genotiple yakin iligkili (0.93) oldugu gorulmastar.
Bunun yanminda 12 no’lu yabanci orjinli genotipte 14 ve 22 no’lu genotiplerle ayni
daldan cikip, daha sonra bunlardan farklilasms olarak dendogramda yer almustir. Ayrica
15 ile 18 (0.74) ardarinda yakin iliski bulunan genotiplerdir. Yabanci orjinli 13 no’'lu
genotip yine birinci grupta yer almis ancak grubun en basinnda farklilasarak farkl: bir
dal olusturmus ve bu grupta yer alan diger genotiplerden en uzak iligkili gorulmastar.
ISSR analizinde karsilastigimiz 29 no’lu genotiple ilgili ilging duruma SRAP
analizlerinde de karsilasmaktayiz. Balkabag: ismi ile bize ulasan 29 no’lu genotip te bu
grup icinde yer almstir. Fakat morfolojik gozlem sonuclar: da gbz dniine alindiginda 29
no'lu genotipin bize gonderilen isminde bir yanlislik oldugu ve bunun bir Cucurbita
pepo olabilecegi anlasilmustir.

Dendogramda ikinci grup incelendiginde, tekrar iki gruba ayrilmak Uzere
dallanma gosterdigi gorulmistir. ikinci grubun ilk dalinda 20, 21, 27, 28 no’lu
genotipler yer almistir. Bu dalda bulunan iskenderun orjinli Cucurbita pepo’ya ait 20 ve
21 no’'lu genotipler bu dal icin bir birbirine en yakin iligkili  (0.65) genotipleri
olustururken, yine ayni dalda Cucurbita moschata’ ya ait 27 ve 28 no’ lu genotipler kendi
aralarinda yakin iliskili (0.64) gortulmistdr.
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Ikinci grubun ikinci dalinda ise bulunan tiim genotipler Cucurbita maxima’ya
aittir ve bu genotipler sirasiyla 25, 30, 32, 36 no’ lu genotiplerdir. Bu genotipler icinde en
yakin iligkili genotipler 30 ve 32 no’lu genotiplerdir (1.00). 36 no’lu genotip bunlardan
farklilasarak yeni bir dal olusturmustur. 25 nolu genotipin ise ikinci grubun ikinci
dalinda bulunarak diger genotiplerden en uzak oldugu ve farkli bir dal olusturdugu
gordlmistar.

Kabakta yapilan bir baska calismada Ferriol ve ark. (2003), ticari olarak
uretimi yapilan gesitler ve Ispanya’ nin yerel genotiplerinden olusan Cucurbita pepo’ya
ait 69 genotipi morfolojik ve molekiler olarak degerlendirmiglerdir. Molekuler
calisgmalarinda SRAP ve AFLP tekniklerini kullanmuglardir. 11 SRAP  primer
kombinasyonunu kullanarak toplam 88 bant elde etmisler ve bunlarin 64’ int (% 72.7)
polimorfik bulmuslardir. Primer basina disen toplam bant sayisi 4 ile 15 arasinda
degimis ortalama 8 olmustur. En fazla polimorfik bandi Me7/Em5 primer kombinasyonu
vermistir (14). Bu calismada 24 kabak genotipi icin Ferriol ve ark. (2003)'ninda
kullandigi primer kombinasyonlarindan sekizi kullanilmis ve toplam 71 bant elde
edilmistir. Bu 71 bandin hepsi polimorfik bulunmustur. Primer basina diisen toplam bant
sayisi 3 ile 19 arasinda degimis ortalama 8.875 olmustur. En fazla polimorfik bandi
Me2/Em6 primer kombinasyonu vermistir. Bu farkliligin nedeni Cucurbita pepo
genotiplerinden farkl turlerinde kullanilmasi olabilir.
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4.2.3 SRAP ve ISSR Yontemleri Birlikte Analiz Edilmes ile Kabak Genotiplerinin
Aralarindaki Genetik iliskilerin Belirlenmes

Istatistiksel analiz sonuglarina gore, kabak genotipleri arasindaki genetik
benzerlik indeksinin 0.13-0.93 arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Arastirmada
yer alan tum kabak genctipleri arasindaki Jaccard genetik benzerlik katsayilar1 Ek 3 ‘de
verilmistir

Yirmidort adet kabak genotipi genetik benzerlik agisindan incelendiginde,
birbirine en yakin genotipler sirasiyla; 5 ile 6 (0.93), 6 ile 8 (0.90), 6 ile 10( 0.90) no’lu
genotipler seklinde belirlenmistir. En uzak genotiplerin no’lart ise 11 ile 20 (0.13), 12 ile
20 (0,14), 9ile 20 (0.15), 14 ile 20(0.16) seklindedir.

Yirmidort kabak genotipine ISSR ve SRAP tekniginin uygulanmasi sonucu elde
edilen soyagaci (Sekil 4.8) incelendiginde, tiim 24 genotipin birbirinden ayrildig: ve iki
ana grup olustugu gorulmastdr. Birinci grupta yer alan genotipler sirasiyla 5, 6, 8, 9,10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 22, 24 ve 29 no’ lu genotiplerdir. ikinci grupta ise 20, 21,
27, 28, 30, 32 ve 36 no’ lu genotipleri yer almaktadhr.

Dendogramda birinci grup incelendiginde, seleksiyon ile elde edilen kabuksuz
cekirdekli kabak hatlar1 (5, 6, 8, 9, 10 no’lu genotipler) ve kabuklu x kabuksuz gekirdek
kabag1 melezinin (11 no’lu genotip) bu grup icinde yer aldigi géralmustir. 5 ve 6 no’lu
genotiplerin en yakin iliskili (0.93) genotipler olduklari ve 8 no’lu genotipin bu
genotiplerden farklilasarak ayr1 bir dal olusturdugu gordlmusttr. Bu genotiplere 9, 10,
11 ve 24 no’lu genotipler yakin iliskili bulunmus ancak 15 ve 16 nolu genotipler
bunlardan farklisarak ayr: bir dal olusturmus ve kendi aralarinda yakin iliskili (0.85)
gostermislerdir. Yine birinci grup icinde yabanci orjinli kabuksuz gekirdekli bir genotip
olan 12 no’lu genotip Bolu orjinli kabuksuz cekirdekli 22 no’lu genotiple yakin iliski
(0.81) gostermis, yine yabanci orjinli kabuksuz cgekirdekli bir genotip olan 14 no’'lu
genotip bunlardan farklilasarak ayri1 bir dal olusturmustur. 13, 18, 19 ve 29 no’lu
genotipler aymi grupta olup, deger genotiplerden farkli dallanmalar gostererek uzak

55



4.ARASTIRMA BULGULARI Nazan INAN

iliski gostermiglerdir. Birinci grupta en uzak iliskili genotip yabanc: orjinli bir genotip
olan 13 no’ lu genotip olmustur.

Dendogramda ikinci grup incelendiginde tekrar iki gruba ayrilmak Uzere
dallanma gosterdigi gorulmiistar. Tkinci grubun ilk dalinda ise bulunan tiim genotipler
Cucurbita maxima’ya aittir ve bu genotipler sirasiyla 25, 30, 32, 36 no’lu genotiplerdir.
Bu genotipler icinde en yakin iliskili genotipler 30 ve 36 no’lu genotiplerdir (0.83). 32
no’lu genotip bunlardan farklilasarak yeni bir dal olusturmustur. 25 nolu genotipin ise
ikinci grubun ilk dalinda bulunarak diger genotiplerden en uzak oldugu ve farkli bir dal
olusturdugu goralmustr

Ikinci grubun ikinci dalinda 20, 21, 27, 28 no’ lu genotipler yer almistir. Bu dalda
bulunan iskenderun orjinli Cucurbita pepo’ya ait 20 ve 21 no’lu genotipler bu dal icin
bir birbirine en yakin iliskili (0.74) genotipleri olustururken, yine ayni dalda Cucurbita
moschata’ya ait 27 ve 28 no'lu genotipler kendi aralarinda yakin iliskili

(0.65)gorulmustdr.
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4.2.4. SRAP ve | SSR Ydntemlerinden Elde Edilen Benzerlik indeksleri
Arasindaki K orelasyon

ISSR, SRAP yontemleri sonucu elde edilen benzerlik indekslerinin arasindaki
korelasyonlarin belirlemesinde Mantel kofenetik korelasyon testi (Mantel, 1967)
kullanilmigtir. Her iki yonteme gore korelasyon katsayisi 0.947 olarak hesaplanmustir

Bu sonug ISSR ve SRAP tekniklerinden elde edilen verilerin birbirine ¢cok yakin
neredeyse ayn oldugunu gostermistir.

Korelasyon katsayisinin bu kadar yiksek olmasinin nedenleri arasinda daha dnce
kabakta yuritilmus calismalarda en yiksek polimorfizm veren primerlerin kullamilmsg
olmasi, genotip ve primer sayisinin sinirli olmasi sdylenebilir.

Budak ve ark., (2004), yaptiklar1 ¢alismada daha ¢ok genis ovalik alanlarda
yetisen bir cimen turt olan [Buchloe dactyloides (Nutt.) Englem.] ‘in tohum ve vegetatif
biyotiplerinin her birinden elde ettikleri 20 genotipi karsilastirarak yaptiklar: caligmada
SSR, ISSR, RAPD ve SRAP markir sistemlerini kullanmiglar ve filogenetik yakinligi
bulmaya calismiglardir. Arastiricilar bu calismalarinda her yontem icin elde ettikleri
benzerlik indeklerinin aralarindaki korelasyonlari Mantel kofenetik korelasyon testi
(Mantel, 1967) ile hesaplamiglardir. RAPD ile SRAP arasindaki korelasyon r = 0.73,
RAPD ve SSR arasindaki korelasyon r = 0.24, ISSR ile SSR arasindaki ise r =0.66
olarak hesaplanmistir. Bu calismada bulunan en yiksek deger RAPD ile SRAP
teknikleri arasindaki korelasyon olmus (r = 0.73) ve oldukca yuksek bulunmustur.
Kendi calismamizda ise ISSR ile SRAP teknikleri arasindaki korelasyon 0.947 olarak
hesaplanmustir.
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5.S0NUC VE ONERILER

1.Calismamizdan elde edilen bulgular genel olarak degerlendirildiginde,
farkli kabak tur ve tiplerinin hem morfolojik 6zelliklere dayali karakterizasyon
caligmalar: hem de molekiler yontemlerle yapilan analizler sonucunda birbirinden
ayrilabildigi gortlmustur. Ozellikle ISSR ve SRAP teknikleri ile bu ayrimlar daha
net ve belirgin gikmistir. Molekiler ¢aligmalar sonucunda her iki yontemde de
benzerlik agisindan Cucurbita maxima ve Cucurbita moschata turleri birbirlerine
daha yakin bulunmus; Cucurbita pepo ise farkli bir grup halinde ayrilmistir.
Ayrica Cucurbita pepo turl iginde farkli gruplarin da olustugu gorulmistir. Bu
farkli gruplar icinde seleksiyonla elde edilen yerli kabuksuz kendilenmis hatlar,
genetik olarak birbirine gok yakin ¢ikmistir. Bu hatlarin aym populasyondan
secildigi dustunuldigunde genetik benzerlik oraninin yiksek gikmasi yontemlerin
iyi calistiginin bir gostergesi olarak dustnulebilir.

2.Y aptigimiz galismada kullandigimiz ana materyalin bir kismim kabuksuz
cekirdek kabaklarina ait genotipler olusturmaktadir. Bu genotiplerin bir kismi
yerel materyal, bir kismu yerel bir populasyondan seleksiyon sonucu elde edilmis
hatlar, bir kismi ise yabanct orjinli genotiplerdir. Caligmanin bulgular: yurt ici ve
yurt dis1 kdkenli kabuksuz tohumlu kabak genotiplerinin yan yana geldigini ve
olusan dendogramlarda genelde ayni grupta yer aldiklarini géstermistir. Ozelikle
Bolu'dan gelen iki kabuksuz tohumlu genotipinin (19 ve 22 no’'lu genotipler)
genelde yurt digindan gelen kabuksuz tohumlu materyale (12, 13, 14 ve 15 no’lu
genotipler) cok yakin ¢ikmasi, digerlerinin de gok uzak olmamasi, Tirkiye deki
kabuksuz cekirdekli kabaklar ile yurt disgindakilerin, en azindan bizim
denemelerimizde yer alan Orta Avrupa kabuksuz cekirdek kabaklarinin ayni
kokenden geldiklerini disundurmektedir. Bunlarin Tirkiye'den mi  Orta
Avrupa'ya gittigi, yoksa tersine Orta Avrupadan mu Turkiye'ye geldigi
konusunun bu g¢alismamn bulgular: ile ortaya ¢ikartiimas: olanaksizdir. Bunun
icin iki farkli yerden alinan daha genis materyal ile yapilacak daha ayrintili
calismalara gerek vardir.

3.Elde ettigimiz bulgularla kabukluluk ve kabuksuzlugu da kesin olarak

birbirinden ayirmak mimkin olmamustir.  Bu konuyla ilgili daha dnce yapilmis
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genetik ve histolojik calismalar bulunmakla birlikte, genetik calismalar ancak
klask Mendel Genetigi ile simirli kalmis, ayrica bu konuda celiskili bilgiler de
literatirde yer almistir (Zraidi ve ark., 2003; Stuart ve Loy, 1983). Bundan
sonraki calismal arda kabuksuz tohum 6zelli ginin genetik yapisini ortaya gikaracak
yeni ve molekiler tekniklere dayali caligmalara gerek vardir ve bu yondeki
caligmalar gok yararli olacaktir.

4. Hem ISSR hem de SRAP calismalarinda Cucurbita maxima’'ya ait
genotipler bir grup, Cucurbita moschata ‘ya ait genotipler ayr1 bir bir grupta
cikmugtir. TUrd belli olmayan deneme materyalinden 29 no‘lu genotipin hem
morfolojik hem de molekiiler verilere gore Cucurbita pepo oldugu anlasiimstir.
20 ve 21 no ‘lu genotiplerin ise Cucurbita moschata ‘ya girdigi ortaya gikmustir.
Samsun'dan gonderilen ve farkli yerlerden toplanan genotiplerin yerel
adlandirmalarinda da baz1 yanlsliklar oldugu ortaya gikmistir. Ornegin Balkabag:
ismi ile bize ulasan 29 no’lu genotipin Cucurbita pepo ‘ya ait genotipler ile aynm
gurupta yer amasi ilginctir. Morfolojik gdzlem sonuglart da gbz Onune
alindiginda 29 no’lu genotipin bize gonderilen isminde bir yanlishik oldugu ve
bunun bir Cucurbita pepo olabilecegi anlasilmistir. Yine SRAP analizleri
sonucunda bal kabagi ismiyle bize gelen 36 no’lu genotipin kestane kabagi
ismiyle gelen 32 no'lu genotiple ¢ok yakin akraba oldugu belirlenmistir. Bu
veriler 1s1ginda 30, 32 ve 36 no ‘lu genotiplerin Cucurbita maxima yani kestane
kabagi olduklart sonucuna varilmustir.

5. Morfolojik ve molekiler veriler 1s1ginda hazirlanan dendogramlar
kiyaslandiginda molekuler verilerle elde edilen bilgilerin morfolojiklere gore daha
gercege yakin oldugu gorulmuistir. Morfolojik calismalar sirasinda yapilan
gozlem ve 6lgtmlerin bir kismi duyusal oldugundan guvenirlikleri kesin degildir.
Ornegin tipik bir Cucurbita pepo olan 24 no’lu Sakiz 5801 morfolojik
degerlendirmenin dendrograminda bu grubun diginda yer amistir. Bu durum
akrabaik iliskilerinin arandig1 ve benzerlik derecesinin dlgtlmesinin hedeflendigi
caligmalarda molekiler tekniklerin kullamiimasinin daha uygun oldugunu bir kez
daha gostermistir.

6. Bir diger ilging sonu¢ da morfolojik verilere gbre yapilan analizde

Cucurbita pepo’ya daha yakin gorunen Iskenderun orjinli 20 ve 21 no’lu
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genotiplerin her iki molekuler markir analizi sonucuna bakildiginda Cucurbita
moshcata’ ya daha yakin bulunmasidir. Bu sonucun yeniden yapilacak bazi
caligmalarla incelenmesinde yarar gérmekteyiz. Bunun sebeblerinden birinin fakl
genotiplerin yillar boyu yan yana yetistirilmesi tirler arass melezleme meydana
gelme ihtimali olabilir. Morfolojik gbzlem parsellerinde 6zellikle 21 no’lu olamin
tim vegetasyon boyunca C. pepo’'nun hassas oldugu virudere dayanikli
gorinmes, ya da daha dogru bir deyisle higbir viris semptomu gdstermemesi
bunu dusindirmektedir. Diger yandan bu morfolojik benzerligin tesadufi
olabilecegi ya da yontem yetersizliginden de kaynaklanmis olabilecegi de goz
Oniinde bulundurulmadir.

7. Bundan sonra kabakla ilgili yapilacak genetik yakinlik ¢alismalarinda
daha cok tlriin yer almasi ve genetik ¢alismarda kullanilacak primerlerin sayisinin
daha fazla olmasi Onerilir.

8. Arastirmada yer aan tim kabak genotipleri arasindaki SRAP verilerine
ait Jaccard genetik benzerlik katsayilar: tablosuna baktigimizda 30 ile 32 no’'lu
genotiplerin genetik benzerlik katsayisinin 1.00 oldugunu gormekteyiz. Bu durum
SRAP tekniginin bu genotipleri tam ayiramadigim gostermektedir. Ancak ISSR
tekniginin tim genotipleri tam olarak aywrdig: gorulmustir. Bu durumdaiki sistem
karsilastirildiginda, ileri calismalarda ISSR tekniginin kullamlmasimin tercih
edilmesi daha dogru olacaktir kanisindayiz.
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Ek 1. Arastirmada yer alan tim kabak genotipleri arasindaki ISSR verilerine ait Jaccard genetik benzerlik katsayilart

Genoti
nop5 6 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |18 |19 |20 |21 |22 |24 |25 |27 |28 |29 |30 |32 |36
5 -
6 0.96| -
8 0.84|0.90| -
9 0.84|0.81|0.84| -
10 0.86|0.88|0.88|0.79| -
11 0.92|10.81/0.84|0.76|0.76 | -
12 0.80|0.74|0.77|0.75|0.74| 0.75| -
13 0.56|0.47|0.48(0.44|0.50| 0.44|0.50| -
14 0.84|0.70/0.67|0.71]/0.63|0.71| 0.69| 0.47 | -
15 0.78|0.70|0.77|0.66 | 0.72| 0.76 | 0.80| 0.47 | 0.65| -
16 0.84|0.74/0.83|0.70|0.78| 0.81| 0.86| 0.50 | 0.64 | 0.93 | -
18 0.88|0.77/0.74|0.68|0.85|0.73/0.71| 0.39 | 0.62 | 0.72 | 0.77| -
19 0.84|0.77|0.74|0.68|0.71| 0.73| 0.66| 0.39 | 0.62 | 0.67 | 0.71|0.80| -
20 0.18|0.17|/0.12(0.16|/0.11|0.12| 0.10| 0.13 | 0.14| 0.08 | 0.08| 0.15|0.20| -
21 0.27|10.24/0.19(0.23|/0.19|0.18/ 0.17|0.22 | 0.21 | 0.14 | 0.15/0.19|0.22| 0.84| -
22 0.81|0.77/0.80|0.78|0.71|0.78| 0.83| 0.48 | 0.72 | 0.77 | 0.77|0.69|0.69| 0.12| 0.19 | -
24 0.7610.73/0.82(0.74/0.81| 0.80| 0.67| 0.43 |0.53|0.73 |0.79(0.70|0.70| 0.08 | 0.13 | 0.70 | -
25 0.13|0.16|0.14(0.13|{0.12|0.15/ 0.14| 0.07 | 0.13|0.13| 0.14|0.14|0.17| 0.23| 0.16 | 0.14 | 0.11| -
27 0.20|0.20/0.15(0.19/0.17|0.14/ 0.16| 0.14 | 0.17 | 0.13| 0.13|0.20|0.20| 0.74| 0.67 | 0.15|0.11|0.24 | -
28 0.26]|0.26|0.20|0.24|0.20| 0.22| 0.18| 0.20 | 0.26 | 0.15| 0.16 | 0.20|0.20| 0.64| 0.67 | 0.20 | 0.14|0.14 | 0.68 | -
29 0.68|0.48|0.50(0.50|0.57|0.55/0.52| 0.42 | 0.53|0.53|0.57|0.55|0.50|0.14|0.19|0.45|0.61|0.09|0.15({0.15| -
30 0.25/0.20/0.17|0.26|0.16| 0.16| 0.18| 0.15|0.24 | 0.17 | 0.18|0.14|0.14| 0.20/0.16 | 0.21 | 0.15|0.38|0.18 | 0.14 | 0.21 | -
32 0.22|10.22|10.19(0.17|0.17|0.17|0.12| 0.12 | 0.21 | 0.14| 0.15|0.15|0.15|0.27| 0.22 | 0.15|0.13|0.40| 0.20 | 0.20 | 0.19 | 0.63| -
36 0.21|0.21/0.18(0.17|/0.17|0.17|0.15| 0.17 | 0.21 | 0.14 | 0.15|0.15|0.15| 0.21|0.17 | 0.15|0.13|0.42|0.19(0.19| 0.22 | 0.63| 0.85| -




Ek 2. Arastirmada yer alan tiim kabak genotipleri arasindaki SRAP verilerine ait Jaccard genetik benzerlik katsayilari

Genoti

no P 5 6 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |18 |19 |20 |21 |22 |24 |25 |27 |28 |29 |30 |32 |36
5 -

6 0.91| -

8 0.94|0.90| -

9 0.82|10.84|0.87| -

10 0.85/0.92|0.85(/0.88| -

11 0.7610.84|0.76|0.75|0.92| -

12 0.68|0.74|0.72|0.77|0.75| 0.66| -

13 0.54|10.55/0.49(0.44|0.60|0.61|0.57| -

14 0.69|0.75|0.73(0.77|/0.79| 0.77| 0.86| 0.58 | -

15 0.69|0.75/0.73|0.72|0.76| 0.72| 0.73| 0.48 | 0.74| -

16 0.83|0.85|0.77|0.76|0.88| 0.76| 0.73| 0.54| 0.74| 0.79| -

18 0.59|0.65|0.63|0.62|0.75|0.62| 0.63|0.40|0.64|0.74|0.64| -

19 0.68|0.69|0.68(0.71|0.74| 0.67 | 0.73| 0.50| 0.74|0.69|0.83| 0.59| -

20 0.20|0.17|0.19(0.15|/0.16|0.15/ 0.18| 0.14| 0.17|0.20| 0.20| 0.23| 0.20| -

21 0.2210.21/0.23(0.19]/0.22|0.24/0.23|0.19(0.24/0.30|0.24| 0.30| 0.24 | 0.65| -

22 0.68|0.74|0.72|0.77]0.82| 0.77| 0.79| 0.53| 0.93| 0.73|0.78| 0.63| 0.83| 0.19| 0.27 | -

24 0.71|0.78|0.76|0.81]0.91|0.75/0.71| 0.47 | 0.77| 0.67|0.71| 0.62| 0.71| 0.17| 0.24| 0.83| -

25 0.2410.23/0.20({0.19/0.20|0.18/ 0.20| 0.21|0.21|0.16|0.27|0.16| 0.27|0.21|0.23|0.24({0.21| -

27 0.21|0.20/0.22(0.20|0.18|0.18/ 0.19| 0.13|0.18|0.23|0.21|0.26| 0.25|0.64| 0.53|0.17|0.18| 0.24| -

28 0.31/0.30/0.30{0.29|0.24|0.28| 0.27| 0.24|0.31|0.34|0.33|0.29| 0.36| 0.52| 0.47| 0.36| 0.31| 0.27| 0.64| -

29 0.65|0.71|0.64|0.63|0.69|0.63| 0.54|0.38|0.60|0.51|0.61|0.56|0.56|0.22|0.23|0.66| 0.73|0.20| 0.20| 0.35| -

30 0.16|0.17|0.16(0.14|0.17|0.17| 0.14| 0.15/ 0.19( 0.18|0.20| 0.18| 0.23| 0.27| 0.24| 0.20| 0.18|0.74| 0.29| 0.33| 0.17| -

32 0.2410.20/0.22(0.18|0.17|0.18| 0.19| 0.20| 0.23|0.23|0.26|0.21| 0.29| 0.26 | 0.30| 0.27|0.20| 0.65| 0.26 | 0.31| 0.15| 1.00| -
36 0.29|0.28/0.30(0.26|0.25|0.23/0.22| 0.18(0.26|0.23|0.29|0.16| 0.29|0.21{0.25/0.30|0.28| 0.61| 0.24| 0.31| 0.22|0.89| 0.82| -




Ek 3. Arastirmada yer alan tim kabak genotipleri arasindaki SRAP ve ISSR verilerine ait Jaccard genetik benzerlik katsayilar: tablosu

Genoti

no P 5 6 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |18 |19 |20 |21 |22 |24 |25 |27 |28 |29 |30 |32 |36
5 -

6 0.93|-

8 0.89(0.90 | -

9 0.83/0.83(0.85] -

10 0.85/0.90 ({0.87]0.83 | -

11 0.83/0.83(0.80|0.76|0.83 | -

12 0.73/0.740.74|0.76 | 0.75 | 0.70 | -

13 0.55/0.51({0.48(0.44|0.55[0.52|0.53 | -

14 0.75|0.72 ({0.70(0.74|0.70 | 0.74 ] 0.77 | 0.52 | -

15 0.73|0.72 (0.75|0.69|0.74 | 0.74|0.77 | 0.48 | 0.69 | -

16 0.83/0.80(0.80(0.73|0.83|0.78|0.79|0.52|0.69|0.85 | -

18 0.70/0.71 |0.68|0.65|0.80 |0.67|0.67 |0.39|0.63|0.73|0.70 | -

19 0.75|0.73 ({0.71(0.70|0.73|0.70|0.69 | 0.45 | 0.68 | 0.68 | 0.77 | 0.69 | -

20 0.19/0.17 |{0.15/0.15|0.14|0.13|0.14 |0.13]0.16|0.13|0.14|0.18 | 0.20 | -

21 0.24|0.22(0.21]0.21|0.20|0.21]0.20/0.20|0.23|0.22|0.20(0.24|0.23|0.74 | -

22 0.73/0.75|0.75|0.77|0.76 |0.77]0.81 |0.50|0.81|0.75|0.77 | 0.65| 0.75 | 0.15|0.23 | -

24 0.73/0.76 |0.79]0.77|0.86 | 0.77 ] 0.69 | 0.45|0.65|0.70 | 0.75|0.66 | 0.71 | 0.13|0.18 | 0.76 | -

25 0.20/0.20(0.17(0.16|0.16 ({0.17]0.17|0.15|0.18|0.15|0.21{0.15|0.22 {0.22(0.20|0.19 (0.17 | -

27 0.20/0.20(0.19(0.20|0.17|0.16|0.17|0.13|0.18|0.18 |0.17|0.23|0.23|0.69|0.59|0.16 |0.15|0.24 | -

28 0.29/0.28 ({0.26(0.27|0.22|0.25/0.23|0.22|0.29|0.25|0.25|0.25|0.29 | 0.57|0.55|0.28 | 0.23|0.22| 0.65 | -

29 0.66|0.60 [0.57|0.57|0.63|0.59|0.53|0.40|0.16|0.52|0.59|0.55|0.54|0.18(0.21|0.55|0.67|0.16 | 0.17 | 0.26 | -

30 0.20/0.18 (0.17(0.20|0.16 ({0.16|0.16 | 0.15|0.21|0.17/0.19|0.16 | 0.18 | 0.23|0.20|0.19|0.16 | 0.55|0.23|0.23 | 0.19 | -

32 0.23/0.21(0.21/0.18|0.17{0.18|0.16 |0.17 |0.23|0.20(0.22(0.19|0.23|0.26|0.27|0.21 |0.18|0.56 | 0.24{0.27|0.16 | 0.82 | -
36 0.26/0.25(0.25|/0.22|0.21|0.20|0.19/0.17|0.24|0.20|0.23|0.15|0.23(0.21|0.22|0.22|0.22|0.54 |0.22|0.27|0.22|0.77 | 0.83 | -




