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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

NAR (Punica granatum L.) GENOTIPLERININ SSR
MARKORLERI iLE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Halime Keriman CETINKAYA

Isparta Uygulamah Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Bu tez ¢alismasinda molekiiler markorlerden SSR teknigi kullanilarak nar genotipleri
arasindaki farkliliklar ortaya koymak amaglanmistir. Nar Lythraceae familyasina ait
tropik ve subtropik iklim kusaginda yetistirilen bir meyve oldugu bilinmektedir.
Caligma kapsaminda Akdeniz Bolgesi Antalya ilinde yer alan Bati Akdeniz Tarimsal
Arastirma Enstitiisii’nden 10 gesit nar ve kiiciik 6zel miilk bah¢esinden 1 ¢esit nar
alimarak molekiiler analizler i¢in kullanilmigtir. Bu amagla nar tiirlinde yer alan
genotiplere ait numuneler uygun kosullarda alindiktan sonra Isparta Uygulamali
Bilimler Universitesi Tarim Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi Tarimsal
Biyoteknoloji Laboratuvarinda molekiiler analizleri gergeklestirilmistir.

SSR markorleri ile yapilan analizler sonucunda UPGMA metoduna gore nar ¢esitleri
arasinda 1iki ana grup ortaya cikmis ve %65 oraninda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. ilk ana grup kendi icinde 4 alt gruptan meydana gelmistir. Ilk alt
grupta Hicaz, ikinci alt grupta Asi, Batem Onur, Ernar, Batem Hicaz, {iciinci alt
grupta Beynar1 ve dordiincii alt grupta Batem Esin, Batem Yilmaz ve Eksilik yer
almistir. Ikinci ana grup 2 alt gruba ayrilmustir. ilk alt grupta Katirbasi, ikinci alt
grupta Fellahyemez yer almistir. Batem Onur ve Ernar cesitlerini birbirlerinden ayirt
edecek polimorfizmler iiretilememis ve bu iki ¢esit bir arada gruplanmistir. Hicaz,
Beynar, Eksilik, Katirbagsi ve Fellahyemez cesitleri tek basina bir alt grup
olusturmustur. Calismada Asinar ve Batem Onur-Ernar, Batem Esin ve Batem
Yilmaz arasinda yakin korelasyon oldugu gozlemlenmistir.

Nar tiirtine ait SSR bulgulari, bolgede bundan sonraki 1slah ¢aligmalarina ebeveyn
seciminde bir basamak olustururken, nar genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda, nar genotiplerinin
karakterizasyonunda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Markor, Molekiiler Karakterizasyon, SSRs, Nar
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF POMEGRANATE
(Punica granatum L.) GENOTYPES WITH SSR MARKERS

Halime Keriman Cetinkaya

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

In this thesis, it is aimed to determine the differences between pomegranate
genotypes from molecular markers by using SSR technique. Pomegranate is known
to be a fruit grown in tropical and subtropical climate zone belonging to Lythraceae
family. Within the scope of the study, 10 kind of pomegranates and a pomegranate
from a small private garden have been used for molecular analyzes from the Western
Mediterranean Agricultural Research Institute in the Antalya Region of the
Mediterranean Region. To accomplish this objective, samples of genotypes in
pomegranate species were taken under appropriate conditions and molecular
analyzes were carried out in Isparta University of Applied Sciences Agricultural
Sciences and Technologies Agricultural Biotechnology Laboratory.

As a result of analysis with SSR markers, pomegranate assortment has emerged as
two main groups and 65% of the similarity has been detected between the groups as
per the UPGMA method. The first main group consisted of 4 sub-groups. In the first
sub-group Hicaz, in the second subgroup Asi, Batem Onur, Ernar, Batem Hicaz, the
third sub-group Beynar1 and the fourth sub-group Batem Esin, Batem Yilmaz and
Eksilik took place. The second main group is divided into 2 sub-groups. In the first
sub-group Katirbagi and in the second sub-group Fellahyemez took place.
Polymorphisms that distinguish Batem Onur and Ernar from each other could not be
produced hence these two assortments were grouped together. Hicaz, Beynar,
Eksilik, Katirbag1 and Fellahyemez types formed a subgroup alone. In the study, a
close correlation between Asinar and Batem Onur-Ernar, Batem Esin and Batem
Yilmaz has been observed.

SSR findings of pomegranate species, creating a step in the selection of the next
breeding parents in determining the span of pomegranate genotypes for comparison
of the genetic collection can be used in the characterization of pomegranate
genotypes.

Key Words: Marker, Molecular Characterization, SSRs, Pomegranate

2019, 24 page
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1. GIRIS

Nar, Lythraceae familyasmin (Kinagiller) Punica cinsinden ¢ok yillik ¢ali formuna
sahip bir bitki olup, ticari degeri kadar kiiltiirel hayatta da énemli bir yeri bulunan
meyve tiirli olarak bilinmektedir. Narimn kiiltiir tarihi oldukca eskilere uzanmaktadir.
Yetistiricilik gecmiginin yaklasik olarak 5000 yil Oncesine dayandigi cesitli
kaynaklarda belirtilmektedir (Glozer ve Ferguson, 2008).

Bu tiir ¢cok cesitli iklim ve toprak kosullarina kolayca adapte olabildigi i¢in deniz
seviyesinden 1000 m yiikseklige kadar her tiirlii 1liman iklimlerde ve toprak tipinde
yetisebilmektedir. Genellikle fizyolojik 6zellikleri arasinda boylarinin ¢ogunlukla 2
ila 5 m. arasinda olmasi, meyvelerinin 5-12 cm c¢apinda olmasi, tane renklerinin
beyazdan koyu kirmiziya kadar degisebilmesi, tatlarinin ise ¢eside bagl olarak eksi,

mayhos ve tatli olmas1 gibi 6zellikler yer almaktadir (Newman vd., 2007).

Nar bitkisinin meyveleri sofralik tiiketimin yani sira, endiistri, gida, temizlik, saglik
ve peyzaj gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir. Diinya ¢apinda en ¢ok nar {iretimi
yapilan iilke Hindistan’dir. Bu iilkeyi Iran, Tiirkiye, ABD ve Irak izlemektedir.
Ulkemizde ise nar iiretimi en fazla Akdeniz Bolgesinde yapilmakta olup bunu
sirastyla, Ege ve Giineydogu Anadolu Bolgesi izlemektedir. Giiniimiizde bu denli
onemli bir yeri olan bu meyvenin artan diinya niifusuna kars1 talepleri karsilamasi
konusunda daha verimli gesitlerin gelistirilmesi ve iiretimi konusunda caligmalar
yapilmas1 gerekmektedir. Ge¢miste kullanilan klasik yontemlere goére giliniimiizde
kullanilan modern yontemler zamandan, is giiciinden tasarruf ederek calismalarin

daha kisa siirede sonu¢lanmasini saglamaktadir.

DNA markorlerinin gelistirilmesi, bitki tiirleri arasinda cesitlerin belirlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. DNA markorleri hibridizasyona dayali Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) ve Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR)
dayali Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Simple Sequence Repeat
(SSR), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Sequence Characterized
Amplified Regions (SCAR) vb. olarak iki gruba ayrilmaktadir.



Bu tez caligmasinda 11 nar genotipi kullanilip 11 SSR (Simple Sequence Repeats)
primeri ile genetik tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen bulgular, populasyon ici
genetik benzerlikler, akrabalik derecelerine ait DNA kimlik bilgilerinin (allel
verileri) tespit edilmesi amaglanmistir. Bu tez caligmasinin amaci; SSR teknigi

kullanilarak nar genotipleri arasindaki genetik farkliliklari ortaya koymaktir.

Tirkiye’de nar tiiriine ait SSR bulgulari, bélgede bundan sonraki 1slah ¢alismalarina
bir basamak olusturacagi gibi, nar genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda da kullanilabilir. Son
yillarda PCR’a dayali yeni markor sistemlerinin gelistirilmesi bircok meyve tiiriinde
oldugu gibi nar meyvesinde de yapilacak olan molekiiler islah caligmalarinda
stratejik rol oynayacaktir. Teknolojinin gelismesiyle analiz bagia harcanan emek,
maliyet ve 1slah siireci azaltilarak c¢alisilan meyvelere ait detayli kesin bilgiler elde

edilecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

Nar (Punica granatum L.), Lythraceae familyasina ait tropik ve subtropik iklim
kusaginda yetistirilen bir meyvedir. Punica granatum, vitamin ve mineral
bakimindan zengindir. Nar diinyanin bircok bdlgesinde sifa, bereket olarak
tanimlanmistir. Gegmis zamanlarda kutsal bir meyve olarak varsayilan nar, Yunan
mitolojisinde, Hristiyanlarda ve Islam dininin ¢ok eski zamanlarindan beri varligimi

stirdiirmektedir (Sahin, 2013).

Nar uzun Omiirlii bir bitkidir. Agaclar ¢ali benzeri ve yaklasik 9 m. yilikseklige kadar
biiyiiyebilir. Nar bitkisi az ¢ok dikenlidir. Agacin kabugu, bitki gencken kahverengi
kirmizimsidir ve olgunlastik¢a grimsi tona doner. Nar agaglari topraga dikilmesinden
yaklasik 5 yil sonra verimli bir sekilde meyve vermeye baslarlar ve bu meyve verimi
15 yil sonra azalir. Bir nar agacinin iiretim miktar1 ¢esidine, yetistirildigi cografi
bolgeye ve iiretim uygulamalarina bagli olarak besinci yilda 60-100 kg’a kadar
¢ikabilir. (Sahin, 2013).

Son yillarda nar iiretimindeki artisla beraber narin kullanim alanlarinda bir ¢esitlilik
olmustur. Nar genellikle taze olarak kullanilmakta olup bunun yani sira, nar eksisi,
meyve suyu, sirke, nar pekmezi, konserve, ilag, boya, sitrik asit, hayvan yemi {iretimi
ve ilag sanayi gibi ¢ok ¢esitli endiistri kollarinda kullanilmaktadir. Nar, ¢esitli iklim
kosullarina adapte edilmistir; bu nedenle genis bir cografi dagilima sahiptir. Nar
yetistiriciligi yaygin olarak Kuzey ve Gliney Amerika, Giineybatt Asya ve Akdeniz
Havzasi’nda yapilmaktadir (Martinez-Romero vd., 2007).

Diinya genelinde 500°den fazla ¢esidi bilinmektedir, ancak ticari olarak sadece
birkag (yaklasik 50) ¢esidin oldugu bilinmektedir (IPGRI 2001). Diinya ¢apinda en
cok nar iiretimi yapilan iilke Hindistan’dir. Bu iilkeyi Iran, Tiirkiye, ABD ve Irak
izlemektedir. Iran nar koleksiyonundan 700’den fazla nar alinmistir (Zamani ve vd.,
2007). Hindistan’da National Research Centre on Pomegranate (NRCP) Ulusal Nar
Arastirma Merkezi, 2005 yilinda Yeni Delhi’deki Hindistan Tarimsal Arastirma

Konseyi tarafindan kurulmustur.



Giiniimiizde EUROSTAT ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)
tarafindan diizenli tutulan resmi istatistikler henliz mevcut degildir. Tiirkiye’de nar
kiyidan 1000 m. yiikseklige kadar hemen hemen her bolgede yetistirilmesine
ragmen, Ozellikle Akdeniz, Ege ve Giiney Dogu Anadolu Bolgeleri nar

yetistiriciligine en uygun kosullari saglamaktadir. (Ozgiiven ve Yilmaz, 2000).

Tirkiye’de yaklasik olarak 50 ilde nar yetistirilmektedir. Tiirkiye’de nar dikim
alanlarinin hizl artisiyla birlikte, iiretilen ve depolanan {iriin miktarinda da 6nemli
artiglar olmustur. Tiirkiye’de 2000°li yillarla birlikte 6nemli miktarda kapali nar
bahgeleri kurulmasiyla iiretim stirekli artmis ve 2018 yilinda 537.847 tona ulasmistir
(TUIK, 2018). Bu yetistiricilik icerisinde 55.172 dekar alanda 123.880 ton iiretim ile
Antalya ilk sirada yer almaktadir (Cizelge 2.1), (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.1. Tiirkiye ve Antalya’da yillara gore nar tiretimi (Anonim, 2018)

Yillar Tiirkiye’deki nar iiretim miktari Antalya nar iiretim miktari
(Ton) (Ton)
2010 208.502 79.112
2011 217.572 82.933
2012 310.550 104.421
2013 383.085 104.815
2014 397.335 108.786
2015 445,750 107.237
2016 465.200 111.041
2017 502.606 113.040
2018 537.847 123.880

Cizelge 2.2. Sehirlere gore nar tiretim miktarlar1 (Ton) (Anonim, 2018)

iller Uretim miktar1 (Ton)

Antalya 123.880
Mugla 87.306
Mersin 83.159
Adana 67.688
Denizli 44,129
Hatay 22.012
Gaziantep 19.376
Aydin 15.122




Son zamanlarda PCR’a dayali markorlerin  kullanimi  yayginlagsmistir. Bu
markorlerden birisi olan RAPD tekniginin tiir ve gesitlerin tanimlanmasinda, SSR
tekniginin tiir ve cesitlerin ekolojik dagilim-genetik iligkilerinin incelenmesinde,
hibrit bitki tanisinda, AFLP tekniginin ise ¢ok yakin bireylerin tanimlanmasinda daha

etkili sonug verdigi saptanmistir (Y1ldirim ve Kandemir, 2001).

Bu tez calismasinin amaci molekiiler markorlerden SSR teknigi kullanilarak nar

genotipleri arasindaki genetik farkliliklar ortaya koymaktir.

Zarei vd. (2018), calismalarinda, Iran’in Fas eyaletindeki bes bolgeden 50 nar
¢esidini ve 16 SSR markorii kullanilarak analizlerini yapmuglardir. Calismada
kullanilan her SSR markorii polimorfiktir ve ¢alisilan numunelerde 48 fragman
tiretilmistir. 16 SSR lokusunun beklenen ve gozlenen ortalama heterozigotlugu sirasi
ile 0.33 ve 0.48’dir. Polimorfik bilgi icerigi, ortalama olarak 0.41, 0.18 ve 0.58
arasinda degismistir. Popiilasyonlar arasinda cesitlilik endeksleri konusunda bazi
farkliliklar oldugu belirtilmis, farkli popiilasyonlarda bazi 6zel aleller tespit edilmis
ve bu katilimlarin genetik korunma i¢in 6nemini ortaya konulmustur. Sonug olarak
farkli bolgelerden gelen nar gesitleri arasinda nispeten yiiksek genetik farkliliklar
goriilmiistiir. Bu calisma; Fars eyaletinde narin genetik cesitliligini, popiilasyon
yapisint degerlendirerek gelecekteki koruma ve {ireme programlarina yardimci

olmustur.

Bir diger calismada Luo vd. (2018), 13 SSR markorii kullanarak 136 nar ¢esidinin
genetik ¢esitliligini ve popiilasyon yapisini tespit etmislerdir. Lokus basina ortalama
alel sayis1 6.31 iken, gen cesitliligi ortalama 0.28, 0.16 ve 0.37 arasinda degismistir.
Polimorfik bilgi igerigi (PIC), ortalama 0.22 degerinde 0.14 ve 0.29 arasinda
degismistir. Cesitler arasindaki ortalama genetik mesafe (GD) 0.32 olarak tesbit
edilmistir. Analiz ¢esitlerini iilkelere gore iki farkli alt gruba ayirmislardir (Cin ve
Myanmar). Sonuglar 13 SSR markdriiniin polimorfik oldugunu gostermistir. Ayni
cografi bolgeden gelen cesitler birbirine daha yakin; fakat farkli bolgelerden gelen
cesitler arasinda yogun gen akisi yasanmustir. Sonuglar, verimli se¢im 1slah1 ve

cesitliligin korunmasi i¢in 6nemli bilgiler saglamistir.



Tirkiye nar icin birgok degerli genetik kaynaga sahiptir. Bunun yani sira, dnemli
genetik kaynaklarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu hakkinda ¢ok fazla ¢aligma
yaptlmamistir. Bu konu {izerine ¢alismalarinda Tiirkiye’den 78 adet nar ¢esidinin
karakterini belirlemek amaciyla yeni mikrosatellit markorler kullanilmistir. 6 SSR
primerini kullanarak, toplam 41 alel, lokus bagsina ortalama 4.6 alel ve 0.366
ortalama kimlik (PI) degeri olasilig1 ile karakterize edilmistir. Bu veriler, nar
germplazmasinda yiiksek seviyede polimorfizm oldugunu gostermistir. 30 ¢esit
arasinda 5 benzer grup tespit edilmistir. Bu markore dayali ¢calisma, Tiirkiye’de nar
girisimlerinin belirgin bir sekilde tanimlanmasi icin veri tabanina dogru atilan ilk
adimdir. Nar yetistirme programlarin siirdiiriilebilir bir sekilde yonetmek ve yerel
nar genetik kaynaklarimi korumak igin stratejiler olusturulmustur. Bu stratejiler
sonucunda, bitki materyali ¢ogaltilmadan bir nar ¢ekirdegi germplazm koleksiyonu

gelistirmek i¢in temel bilgiler sunulmustur (Caliskan vd., 2017).

Zhang vd. (2017), c¢alismalarinda; EST-SSR markorlerinin - gelistirilmesini
amaglamistir. Yumusak tohumlu nar yetistirilmesi nar 1slahinda 6nemlidir. Yumusak
cekirdekli nar olusumunda yer alan molekiiler mekanizmalari kapsamli sekilde
anlamak icin bir dizi etiketi (EST) kaynagi olusturulmustur. CLUSTALX programi
kullanilarak 907 ortak genin elde edildigi 2000 gegerli dizi iiretilmistir. Bu ortak
genler arasinda 51°1 benzerlik gdstermistir. 433’linde bilinmeyen fonksiyonlarla
protein eslesmesi olmustur. 423 ortak gen bilinmeyen 13 ileri kategori ile
siiflandirilmistir. Bu kategorilerin arasinda, protein sentezi, hiicre yapisi, proteinin
hedef ve depolamasi, ikincil metabolizma, sinyal iletimi ve tasiyicilar arasinda,
sirastyla,%8, %8, %4, %7, %6 ve%17 olarak gergeklesmistir. Ayrica, nar igin 10
adet polimorfik sekans EST-SSR markoérii basariyla gelistirilmistir. Sonuglar, nar

yetistiriciliginde gelecekteki faaliyetler i¢in yeni bir yontem sunmaktadir.

Bu arastirma Urdiin’de 14 nar cesidi iizerinde RAPD ve SSR markérleri kullanilarak
yapimustir. Calistlan nar topraklar1 arasindaki Oklid mesafesi 12.01 ile 3.33
arasindadir. Ortalamasi da 7.65’dir. Meyve ozellikleri 1. birlesende %28.92 olurken

2.de %17.15, 3. de %12.81 olmustur. Bu yiizden daha az degisiklige sebep olmustur.



RAPD deney sonucuna dayanarak genetik mesafe 0.24 ile 0.66 arasinda degismekte
olup calisilan nar tarlalarinin arasinda 6nemli diizeyde genetik sapma olmustur.
Calisilan nar gesitlerini belirlemek icin mevcut polimorfik SSR markorleri ¢ok az
oldugu i¢in monomorfik markorler kullanilmistir. Meyve Ozelliklerini temel alan
dendegrom sonuglari RAPD sonuglar1 ile karsilastirildiginda tutarli olmadigini
gostermistir. Meyve ve aril 6zellikleri nar gesitlerinde narin ticari kullanilmasinda

gen kaynagi olarak diistiniilebilir (Owais vd., 2016).

Pakistan, nar genetik kaynaklart bakimindan zengin olmasma ragmen; iilkedeki
liretimi az olan bir meyvedir. Bu ¢alisma iilkedeki morfolojik ve molekiiler cesitlilik,
meyvelerin 13 morfolojik o6zelligi, 29 SSR markérii ve 42 nar kullanilarak
gergeklestirilmistir. Meyve uzunlugu (mm), meyve ¢ap1 (mm), ta¢ uzunlugu (mm),
govde kalinligr (mm), aril ve tohum olgiileri (mm) temel bilesen analizi (PCA), ilk
alt1 prensipte toplam morfolojik ¢esitliligin %93,9’unu acgiklamistir. Meyve agirhig
ve boyutlari, birbirinden oldukga farkli ve birbirleriyle uyum igerisindeydi. Genetik
analiz, MAF, GD, HZ ve PIC’nin, segilen erisimlerin genomik DNA’sinda sirasiyla
0.5981, 0.497 0.404 ve 0.425 ortalama degerini gostermekte; ayrica, POM_AACI1
primerinin maksimum PIC degeri 0.550 olan ¢ok polimorfik oldugu kanitlanmistir.
Sonug olarak, morfolojik ve molekiiler ¢aligmalar, Pakistan'in nar germplazmasinin
genis genetik katki saglamistir. Bu ¢esitlilik genotip gelisimi i¢in 1slah
programlarinda verimli bir sekilde kullanilabilecegi ifade edilmistir (Nafees vd.,

2015).

Bu calismada, 454-GS-FLX Titanyum teknolojisini kullanarak iki fenotipik agidan
farkli erisimden bir transkriptomu yeniden olusturmustur. Bu veriler, 45.187
fonksiyonel islevlerini kesfetmek i¢in kullanilmistir. Ayrica, 7.115 basit sekans
tekrarlt (SSR’ler) ve 6.500 tek niikleotid polimorfizminin (SNP) genetik cesitlilik
kaynag1 derlenmistir. Diinyadaki farkli cografi bolgelerden girisleri igeren, Tarimsal
Aragtirmalar Orgiitii’ndeki (ARO) genis nar germplazm koleksiyonunun genetik
yapisini arastirmak i¢in 480 SNP’den olusan bir alt kiime orneklendirilmistir. Bu
SNP alt kiimesinin polimorfik oldugu, mindr allel frekans1 %10,7 lokus ile (MAF,

0,05) tespit edilmistir. Bu SNP alt kiimesinin polimorfik oldugu, mindr allel frekansi



%10,7 lokus ile (MAF, 0,05) tespit edilmisti. Bu SNP'ler, ARO nar
simiflandirilmasinda  basartyla  kullanmilmigtir. 2 biiyilk  smifin ~ grubun
siniflandirilmasinda bu SNP ler kullanilmistir. 1.si Hindistan, digeri ise Cin ve
[ran’dir. 2.si ise cogunlukla bilinmeyen iilke kokenli olan Akdeniz havzasindaki
tilkelerdir. Bu calisma, yiiksek verimli bir transkriptom ve genetik markor altyapisi
olusturmaktadir. Bununla birlikte, diinyadaki nar tiirleri arasindaki genetik iliskilere

yeni bir 151k tutmakta ve genetik yapilarin1 daha dogru bir sekilde tanimlamaktadir
(Ophir vd., 2014).

Bu ¢aligmanin amact; (a) Giineydogu Italya’nin Puglia bolgesinde toplanan bir dizi
nar genotipinin morfolojik ve biyokimyasal karakterizasyonunu siirdiirmek ve (b)
mikrosatellit markérler ile genetik cesitliligi aragtirmaktir. italyan ve Israil kdkenli,
tath ve eksi 13 narin genotipinin degerlendirilmesi ic¢in iki yillik bir calisma
yapilmustir. incelenen parametrelerin cogunda, ozellikle meyvelerin biiyiikliik ve
olgunluk indeksleri, titre edilebilir asitlik, toplam polifenol igerigi, meyve sularinin
antioksidan aktivitesi, tohumlarin yag icerigi icin 6nemli farklhiliklar gozlenmistir.
Nar koleksiyonundaki genetik analiz, farkli genotipleri ayirt edebilen ve genetik
mesafeleri tahmin edebilen 53 SSR lokusu tanimlamistir. Dendrogramda nar
genotipleri, hem cografi orjin ve morfolojik-kimyasal 6zelliklere (cilt rengi, ebat, tat,
polifenolik igerik) gore kiimelenmistir, hem de SSR markorlerinin narin genetik

cesitliliginin kesfedilmesinde etkili olabilecegini 6ne siirmektedir (Ferrara vd., 2014).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma, 2017-2019 yillarinda Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim
Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Arastirmada bitkisel materyal olarak; iilkemiz nar gen kaynaklarma ait 11 nar
genotipi kullanilmistir. Arastirmada kullanilan 11 nar genotip, kiigiik 6zel miilk
bahgelerinden ve Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitlisii (Batem)’den temin
edilmistir.

BATEM’den sec¢ilmis genotipler: Hicaz nar, Katirbasi, Asinar, Batem Esin nar,
Batem Hicaz nar, Batem Yilmaz nar, Batem Onur nar, Eksilik, Ernar, Fellahyemez
Kiigiik 6zel miilk bahgesinden se¢ilmis genotipler: Bey nart .

3.2. Yontem

3.2.1. DNA izolasyonu icin yaprak érneklerinin alinmasi

DNA izolasyonu i¢in hastalik ve zararlilardan uzak ve yeni agmakta olan geng
yapraklar kullanilmistir. Yapraklar uygun kosullarda laboratuvara getirildikten sonra
DNA izolasyonu yapilincaya kadar -80°C’de saklanmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Nar DNA’st 50-60 mg yaprak materyalinden, CTAB ekstraksiyon protokolii
kullanilarak izole edilmistir (Weising vd., 1991). Bu amagla, yaprak ornekleri
porselen havan iginde s1vi azot kullanilarak pargalanmustir. Ornekler iizerine 500 pl
DNA izolasyon tampon ¢ozeltisi (1M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA, 5 M NACI, 20
g CTAB) ve 0.8 g PVP, 100ul B-mercaptoethanol ilave edilmis ve Ornekler bir
miiddet daha tampon ¢6zeltisi i¢inde ezildikten sonra eppendorf tiiplerine alinmigtir.
Homojenize érnekler 55° C su banyosu igerisinde 1 saat siireyle inkiibe edilmis ve
inkiibasyon boyunca drnekler belli araliklarla karistirilmistir. Inkiibasyondan sonra
orneklere 500 pl kloroform eklenip tiipler yavasca karistirildiktan sonra 16 rcf’de 7
dakika santrifiij edilerek, slipernatant yeni eppendorf tliplerine aktarilmistir.



Stipernatant tizerine 0.08 hacminde soguk 7.5 M amonyum asetat ve 0.54 hacminde
soguk izopropanol ilave edilerek karigtirilmig ve 30-40 dakikalik siireyle buz iistiinde
inkiibe edilmistir. Cozelti 16 rcf’de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirllmistir. Sonra ¢okelti (pellet) once 700 pl %70’lik soguk etanol ilave
edilerek karigtirilmis, sonra 16 rcf’de 1 dakika santrifiij edilerek sivi kismi atilmistir.
Pelete 700 pl %95°1ik soguk etanol ilave edilerek karigtirilmis ve 16 rcf’de 1 dakika
santrifiij edilerek silipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra peletin agiz kismi
asagiya gelecek sekilde 15 dakika kurutulmustur ve kuruyan DNA nin iizerine 50 pl
TE tampon ¢ozeltisi (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) konularak DNA oda
sicakliginda ¢oziilmiistiir. DNA kalitesi ve konsantrasyonu her ornegin %1,2’lik
agaroz jel elektroforezinde kosturulan standart A-DNA’ larla mukayese edilmesi

suretiyle ve de spektrofotometre de 260 ile 280 nm dalga boylarinda okumayla

kontrol edilmistir.

3.2.3. SSR analizi

Calismada daha onceden gergeklestirilen birgok arastirma kapsaminda kullanilan ve

basarili sonuglarin alindigi SSR primerleri arasindan secilen 16 SSR primer ¢ifti

kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Nar genotipleri i¢in kullanilan primer giftleri

SSR Forward (fleri) Reverse (Geri)
UDO99 AAA AAC ACA ACC CGT GCA AT AAATTC CTC CAAGCC GATCT
DCA4 TTAACTTTGTGCTTCTCCA CC AGTGACAAAAGCAAAAG
GAPU59 CCCTGCTTTGGTCTTGCTAA CAAAGGTGCACTTTCTCTCG
GAPU103 TGAATTTAACTTTAAACCCACACA GCATCGCTCGATTTTATCC
GAPU47 GATCAGCTTAGTCTCATATTCTCTCTC CCTCGACTGATTTACACACCA
Ch05e03 CGAATATTTTCACTCTGACTGGG CAAGTTGTTGTACTGCTCCGAC
GD147 TCCCGCCATTTCTCTGC AAACCGCTGCTGCTGAAC
GD15 CGAAAGTGAGCAACGAACTCC ACTCCATCATCGGGTGGTG
RIMO019 ATTCAAGAGCTTAACTGTGGGC CAATATGCCATCCACAGAGAAA
RIMO036 AGCAACCACCACCTCAACTAAT CTAGCAGAATCACCTGAGGCTT
RHMO003 CCATCTCCAATTCAGTTCTTCC AGCAGAATCGGTTCTTACAAGC
CHO49 TGGAGAGATGGCTCGAGGTT TGGTTGCTGGGAATTGAACTC
DCAl6 TTAGGTGGGATTCTGTAGATGGTTG TTTTAGGTGAGTTCATAGAATTAGC
RIMO015 CGACACCGATCAGAGCTAATTC ATAGTTGCATTGGCAGGCTTAT
UDO24 GGATTTATTAAAAGCAAAACATACAAA | CAATAACAAATGAGCATGATAAGACA
RHMO001 GGTTCGGATAGTTAATCCTCCC CCAACTGTTGTAAATGCAGGAA
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UDO9Y9, UDO24, DCA4, DCA16, RHM001, RHMO003 primer ¢iftleri icin PCR
reaksiyonu: PCR reaksiyonu toplam hacim 50 pl olacak sekilde asagidaki
bilesenlerden olusmustur. Reaksiyon kosulu 3 ul DNA, 1 ul dNTPs, 4 ul MgCI, , 1
ul Taqg DNA polimeraz, 2 pl her bir primer, 1 X PCR buffer’dan (50 mM KCI, 10
mM Tris-HCI pH: 8.3, 1.1 mM MgCl, , 0.01% gelatin) 5 pl ve son konsantrasyon
ddH; O ile tamamlanarak olusturulmustur. PCR protokolii, 95°C’de 3dk, ardindan
35 dongti olacak sekilde, 95°C’de 60 sn, 52°C’de 60 sn, 72°C’de 60 sn ve son olarak
72°C’de 10 dk seklinde yapilmistir. PCR isleminden sonra PCR firiinleri %2,2°lik
agaroz jel icerisinde 90 volt elektrik akimi altinda 1 saat 15 dakika siireyle

yiritilmistiir (Dirlewanger vd., 2002).

GAPU59, GAPU103, GAPU47, Ch05e03, GD147, GD15, RIM019, RIM020,

RiIM036, CHO49 primer ciftleri icin PCR reaksiyonu: PCR reaksiyonu toplam
hacim 20 pl olacak sekilde asagidaki bilesenlerden meydana gelmistir. Reaksiyon
kosulu 1,2 pl DNA, 1 ul dNTPs, 1,2 pul MgCI; , 0,5 pul Tag DNA polimeraz, 0,8 pl
her bir primer, 1 X PCR buffer’dan (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH: 8.3, 1.1 mM
MgCl, , 0.01% gelatin) 2 ul ve son konsantrasyon ddH, O ile tamamlanarak
olusturulmustur. PCR protokolii, 95°C’de 3dk, ardindan 35 dongii olacak sekilde,
95°C’de 60 sn, 52°C’de 60 sn, 72°C’de 60 sn ve son olarak 72°C’de 10 dk seklinde
yapilmistir. PCR isleminden sonra PCR firtinleri %2,2 ‘lik agaroz jel igerisinde 90
volt elektrik akimi altinda 1 saat 15 dakika siireyle ylriitiilmiistiir (Dirlewanger vd.,

2002; Fathi vd., 2008).

3.2.4. Molekiiler verilere ait analizler

Arastirmada kullanilan genotiplere ait genetik analizler Sell vd. (2007)’de belirtildigi
sekilde gerceklestirilmistir. Buna gore; genetik parametreler (her lokusa ait allel
sayist (n), beklenen heterozigotluk (He), gozlenen heterozigotluk (Ho) orani, allel
frekansi, sessiz (null) allel frekansi (r) ve tespit olasiligi (Probability of Identity) (PI)
IDENTITY 1.0 (Wagner ve Sefc, 1999) yazilim programu ile, benzerlik oran1 indeksi
ise Microsat (Minch ve ark., 1995) programi kullanilarak bulunmustur. Genotiplere
ait dendogram NTSYS (versiyon 2.02g, Exeter Software, Setauket, NY) yazilim

programi kullanilarak olusturulmus ve goriintiilenmistir. Dendogram igin ise
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UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic means)

yontemi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Nar Genotiplerinde SSR Analiz Sonuclar:

Cizelge 4.1. Nar SSR primer kombinasyonlarindan elde edilen allel sayisi, bant
biytkligii, gézlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk durumu, tespit
olasilig1 (TO) ve polimorfik bilgi icerigi (PBI) degerleri

Primer | Allel Spesifik Bant biiyiikliigii | Ho He TO | PBI
sayist | Allel sayisi (bg)
UDO99 12 4 220-441 0,682 | 0,703 0,08 | 0,83
DCA4 11 3 145-386 0,75 0,79 0,37 | 0,632
GAPU59 8 3 224-341 0,68 0,76 0,796 | 0,75
GAPU103 12 5 141-322 0,709 | 0,796 | 0,280 | 0,649
GAPUA47 9 3 133-251 0,62 0,64 0,32 | 0,574
Ch05e03 13 4 161-215 0,742 | 0,715 | 0,082 | 0,824
GD147 16 5 121-172 0,856 | 0,831 | 0,069 | 0,82
GD15 3 1 142-159 0,021 | 0,023 | 0,951 | 0,04
RIMO19 15 5 162-234 0541 | 0,876 | 0,223 | 0,452
RIMO036 15 6 221-363 0,641 0,849 | 0,162 | 0,424
RHMO003 16 6 210-291 0,63 0,82 0,06 | 0,72
CHO49 11 4 172-224 0,751 0,709 | 0,076 | 0,811
DCA16 12 5 139-392 0,71 0,707 0,29 | 0,711
RIMO020 14 6 215-376 0,529 | 0,853 | 0,215| 0,461
uDO24 13 5 231-462 0,672 | 0,692 0,09 | 0,81
RHMO001 15 6 207-312 0,71 0,79 0,08 | 0,76
Toplam 195 71
Ortalama | 12,19 4,44 178-309 0,64 0,722 | 0,259 | 0,642

16 SSR primer ¢ifti kullanilarak genotipler arasindaki genetik farkhhk
belirlenmistir: SSR analizi sonucunda toplam allel sayis1 195, spesifik allel sayisi
71 adet ve bant biiyiikliigii ise ortalama 178-309 b¢ arasinda belirlenmistir. Lokus
basina allel sayis1 3-16 arasinda, ortalama 12,19 olarak belirlenmistir. Ayrica, ¢ogu
primer ¢ifti i¢in beklenen heterozigotlugun (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho)
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ch05e03, GD147, CH049 ve DCA16
primerlerinde beklenen heterezigotluk (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho) daha
diisiik goriilmiistiir. En fazla allel sayis1t GD147 (16 adet) ve RHMO003 (16 adet), en
yiiksek  beklenen heterozigotluk RIMO019  (0,876) primerinde, gdzlenen
heterozigotluk degeri ise GD147 (0,856) primerinde tespit edilmistir. Polimorfik
bilgi icerigi (PBI) 0,04 ve 0,83 arasinda degisim gostermistir. En diisiik PBI degeri
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(0,04) GD15 primerinde, en yiiksek (0,83) ise UDO99 primerinde elde edilmistir. En
diisiik tespit olasiligi (0,06) ile RHMO003 en yiiksek (0,951) GDI15 primer ciftinde

belirlenmistir.

Sekil 4.1. SSR primer ¢iftleri ile nar genotip/cesitlerinin UPGMA metodu ile
gruplandirilmasi

Dice benzerlik degeri kullanilarak cesit ve genotiplerin birbirleri ile olan iligkilerini
aciga c¢ikarmak icin gruplandirma analizi UPGMA metodu kullanilarak NTSYS-pc
programi ile yapilmistir. Elde edilen gruplandirmanin benzerlik degerleri 0.77-0.88
arasinda degismistir. Nar genotipleri arasinda yapilan grup analizinde iki ana grup
oldugu gériilmiistiir. ilk ana grup kendi iginde 4 alt gruptan meydana gelmistir. Ilk alt

grupta Hicaz, ikinci alt grupta Asi, Batem Onur, Ernar, Batem Hicaz, {iciincii alt
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grupta Beynar1 ve dordiincii alt grupta Batem Esin, Batem Yilmaz ve Eksilik yer
almustir. Ikinci ana grup 2 alt gruba ayrilmustir. Ilk alt grupta Katirbasi, ikinci alt
grupta Fellahyemez yer almistir. Batem Onur ve Ernar ¢esitlerini birbirlerinden ayirt
edecek polimorfizmler iiretilememis ve bu iki ¢esit bir arada gruplanmistir. Hicaz,
Beynar, Eksilik, Katirbagi ve Fellahyemez c¢esitleri tek basina bir alt grup
olusturmustur. Calismada Asinar ve Batem Onur-Ernar, Batem Esin ve Batem

Yilmaz arasinda yakin korelasyon oldugu gézlemlenmistir.

Nar genotipler i¢in benzerlik matriksi Dice coefficient metodu kullanilarak
NTSYS-pc programi yardimiyla hesaplanmistir. Tim genotipler kullanilarak

hesaplanan Dice coefficient degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Bulunan benzerlik katsayilar1 0.700-0.883 arasinda degisim gostermistir. Elde edilen
en diisiikk deger Ernar ile Katirbasi arasinda 0.700 olarak belirlenmistir. Batem Onur
ile Ernar arasindaki benzerlik katsayis1 0.883 olarak en yiiksek benzerlik degeri
olarak tespit edilmistir. Benzerlik katsayist 0.700 olan 1 adet, 0,717-0,775 arasinda
degisen 14 adet, 0,783-0,850 arasinda 32 adet 0,858-0,883 arasinda 8 adet 6rnek
bulunmustur. En yiiksek sayida benzerlik katsayisina 0,783-0,850 degerleri arasinda

ulasilmistir.
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Cizelge 4.2. Nar genotipleri arasinda Dice coefficient metoduna gore hesaplanan benzerlik degerleri

Hicaz Katirbas1 | Asmar Batem Batem Batem Batem | Eksilik | Ernar | Fellah | Bey Nan
Esin Hicaz | Yilmaz Onur Yemez
Hicaz 1.000
Katirbasi 0,767 1.000
Asinar 0,858 0,742 1.000
Batem Esin 0,775 0,808 0,800 1.000
Batem Hicaz 0,833 0,767 0,858 0,825 1.000
Batem Yilmaz 0,825 0,792 0,850 0,867 0,808 1.000
Batem Onur 0,833 0,800 0,875 0,842 0,867 0,858 1.000
Eksilik 0,767 0,817 0,792 0,858 0,817 0,825 0,833 1.000
Ernar 0,767 0,700 0,842 0,775 0,817 0,808 0,883 0,783 1.000
Fellah Yemez 0,725 0,842 0,750 0,817 0,758 0,800 0,775 0,808 0,725 1.000
Bey Nari 0,808 0,725 0,833 0,783 0,792 0,833 0,842 0,808 0,825 0,717 1.000
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5. SONUC VE ONERILER

Degisen ¢evre sartlarina karsin hizla biiylimekte olan diinya niifusunun beslenmesi
sorunu, iklim degisikligi ve kiiresel 1sinma seklinde kendini gosteren kiiresel
sorunlar, bitki genetik kaynaklarinin 6nemini ve degerini ortaya koymaktadir. Artan
diinya niifusunun gida gereksinimi giinlimiize kadar bir Slgiide girdi kullanimi1 ve
yiiksek verimli gesitler gelistirmek yolu ile karsilanmaktadir (Rao ve Hodgkin, 2002;
Giileg vd., 2010).

Cevre sorunlarinin smir asan niteliginin tiim diinyada belirgin bir sekilde
hissedilmesine paralel olarak, c¢oziimlerin gelistirilmesine yonelik c¢alismalarin
gectigimiz ylizyilin ikinci yarisi uluslararasi diizeyde yogunlastigi bir dénemdir.
Bitki Biyoteknolojisi ve Genetik Miihendisligindeki gelismeler 1990’11 yillardan
itibaren klasik 1slah yontemlerinin yanm sira DNA ile iliskili molekiiler ¢alismalarin
hizin1 artirmistir. Klasik 1slah metotlariin disinda gelistirilen biyoteknolojik 1slah
yontemleri ile istenilen hedeflere uygun iiriinlerin elde edilmesi miimkiin hale
gelmistir. Birtakim morfolojik kriterler ya da proteinler temelinde yapilan
karakterizasyonlar yerini tamamen molekiiler temelli olarak yapilan DNA

caligmalarina birakmistir (Bradshaw, 2017).

Genetik kaynaklar, canlilarin gelisimini yonlendiren genleri icermektedirler. Bu
genlerin farkli kombinasyonlar1 simdiye kadar yapilmis, gelecekte yapilacak bitki ve
meyve 1slahi ¢aligmalar1 i¢in son derece dnemli olan genetik ¢esitliligin kaynagini

olusturmaktadir.

Genetik ¢esitliligin bitkilerde nesiller boyunca siirdiiriilebilmesi agisindan kullanilan
bitki gen kaynaklar1 ve gen havuzlari oldukga kritik 6neme sahiptirler. Bitki genetik
kaynaklarinin tarimsal ve ekonomik acidan deger kazanabilmesi i¢in bunlarin gesitli
tiriinlerin ve 6zelliklerin elde edilmesinde kullanilabilmesi amaciyla dogru ve uygun

tekniklerle degerlendirilmesi gereklidir.
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Ziral acidan verim ve kalitenin artirllmasinda, cesitli hastaliklara ya da cevresel
patojenlere direncli hatlarin elde edilmesinde, istenilen karakterlerin saglanmasinda
bitki genetik kaynaklariin doku ve hiicre kiiltiirli, gen transferi, Molekiiler Markor
Destekli Seleksiyon (MAS), Kantitatif Karakter Lokusu (QTL) haritalama vb. gibi
bircok yeni biyoteknolojik yontemlerin kullanilarak yeni klonlarin ve nesillerin

olusturulmasi saglanmaktadir (Henry, 2017).

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici rollere sahip
oldugu diisiiniilen rastgele tekrarlanan DNA bdlgeleri bulunmaktadir. Tekrarlanan
DNA’larin sagindaki ve solundaki zincirler o diziye spesifiktir. Bu dizinler SSR
primerlerini dizayn etmek i¢in kullanilarak belli bir lokus PCR’le klonlanip
cogaltilirlar. PCR iiriinleri ise jeller lizerinde biiyiikliiklerine gore ayrildiktan sonra
giimiis nitrat, floresan veya etidium bromid yontemlerinden birisi ile belirlenir.
Polimorfizm, kaynagini tekrar sayidan alir ve ayn1 sayidaki tekrarlar1 temsil eden her
bant, farkl bir allele isaret eder. Tekrar sayisindaki farkliliklar ise DNA replikasyonu
sirasindaki kaymalardan kaynaklanir. SSR markorleri genetik haritalama ve genetik

cesitliligin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Mikrosatelitler (SSR markorleri), bitki tiirlerinde genetik cesitlilik ve akrabalik
iligkilerinin belirlenmesinde 6zel bir yere ve Oneme sahiptirler. Her tiir igin
gelistirilen mikrosatelitler tiir i¢i genetik cesitlilik ve akrabaligi daha objektif olarak
tespit edebilmektedir. Ayrica, bir tiir i¢in gelistirilen mikrosatelitler yakin akraba

tiirleri i¢in de transfer edilebilir veya kullanilabilir 6zelliktedirler.

Yapilan bu ¢aligmada nar genotiplerinin akrabalik iligkilerini belirlemek amaci ile
SSR molekiiler markdr teknigi kullanilmis olup, 11 nar genotipinin molekiiler
karakterizasyonu yapilmis, genotipler arasindaki genetik iliski ortaya konulmustur.
Molekiiler incelemeye alinan 11 nar genotipinin birbirleri igerisinde benzerlikleri

olmastyla birlikte farkliliklar1 da ortaya ¢ikmuigstir.

Calismadan elde edilen verilere gore toplam allel sayis1 195, spesifik allel sayis1 71

adet ve bant biiyiikliigii ise ortalama 178-309 bg arasinda belirlenmistir. Lokus
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basina allel sayis1 3-16 arasinda, ortalama 12,19 olarak belirlenmistir. Ayrica, ¢cogu
primer ¢ifti i¢in beklenen heterozigotlugun (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho)
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Benzerlik dendrogrami incelendiginde
calismada kullanilan ¢esitlerin en az %65 oraninda benzerlik gosterdigi

belirlenmistir.

Nar genotipleri arasinda yapilan grup analizinde iki ana grup ortaya ¢ikmistir. ilk ana
grup kendi icinde 4 alt gruptan meydana gelmistir. ilk alt grupta Hicaz, ikinci alt
grupta Asi, Batem Onur, Ernar, Batem Hicaz, iigiincii alt grupta Beynar1 ve dordiincii
alt grupta Batem Esin, Batem Yilmaz ve Eksilik yer almistir. ikinci ana grup 2 alt
gruba ayrilmustir. Ilk alt grupta Katirbasi, ikinci alt grupta Fellahyemez yer almustur.
Batem Onur ve Ernar c¢esitlerini birbirlerinden ayirt edecek polimorfizmler
tiretilememis ve bu iki ¢esit bir arada gruplanmistir. Hicaz, Beynar, Eksilik, Katirbagi
ve Fellahyemez cesitleri tek basina bir alt grup olusturmustur. Calismada Asinar ve
Batem Onur-Ernar, Batem Esin ve Batem Yilmaz arasinda yakin korelasyon oldugu

gbzlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore nar genotiplerinin tanimlama ve smiflandirmalarinin
yapilabilmesi i¢in SSR markdrlerinin kullanighi oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calismadan elde edilen sonuglar, nar genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda, nar genotiplerinin
karakterizasyonunda ve gelecekte yapilacak 1slah programlarinda ebeveyn se¢iminde

kullanilabilme 6zelligine sahiptir.

Calismalar sonucunda, SSR markorleri, nar meyvesinin genetik cesitliligini
degerlendirmek amaciyla kullanilabilir. Sonu¢ olarak, nar genotiplerinin

karakterizasyonuna ve gelecekte yapilabilecek 1slah ¢alismalarina 1s1k tutabilir.
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