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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

AVOKADO (Persea americana Mill.) GENOTIPLERININ SSR MARKORLERI
ILE MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Miige OZEREN

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danmigsman: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

Bu tez ¢alismasinda molekiiler markorlerden SSR teknigi kullanilarak avokado
genotipleri arasindaki farkhliklar1 ortaya koymak amacglanmistir. Avokadonun
Lauraceae familyasina ait Persea cinsi igerisinde yer aldig1 bilinmektedir.
Calisma kapsaminda Akdeniz Bolgesinde yetistirilen Antalya ilinin dahil oldugu
Bat1 Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nden 5 ¢esit avokado ve Japonya’dan
getirtilen 7 c¢esit avokado molekiiler analizler i¢in kullanilmistir. Bu amagla
avokado tiriinde yer alan genotiplere ait numuneler uygun kosullarda
alindiktan sonra Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi Tarim Bilimleri ve
Teknolojileri Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarinda molekiiler
analizleri gerceklestirilmistir.

SSR markorleri ile yapilan analizler sonucunda UPGMA metoduna gore avokado
cesitleri arasinda iki ana grup ortaya c¢ikmis ve %60 oraninda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Calismada JP4 ve JP6, JP5 ve JP7 arasinda yakin
korelasyon oldugu gozlemlenmistir. Zutano ve Hass c¢esitlerini birbirlerinden
ayirt edecek polimorfizmler {retilememis ve bu iki cesit bir arada
gruplanmistir. JP1, JP2, JP3, Bacon c¢esitleri tek basina bir alt grup
olusturmustur. Toplam allel sayisinin 152, spesifik allel sayisinin 53 adet oldugu
ve bant biytkliginiin ise 179 ile 283 bg¢ arasinda degistigi belirlenmistir.
Polimorfik bilgi icerigi (PBI) 0,03 ile 0,85 arasinda degisim gostermistir.

Turkiye’de avokado tiiriine ait SSR bulgulari, bélgede bundan sonraki 1slah
calismalarina ebeveyn sec¢iminde bir basamak olustururken, avokado
genotiplerinin yayilma alanlarinin belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin
karsilastirilmasinda, avokado genotiplerinin karakterizasyonunda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Molekiiler karakterizasyon, SSR, avokado.

2019, 28 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF AVOCADO (Persea americana Mill.)
GENOTYPES USING SSR MARKERS

Miige OZEREN

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

Supervisor: Prof. Dr. Yasar KARAKURT

The aim of the study is to determine the differences among avocado genotypes
using SSR technique. Avocado is known as Persea in Lauraceae family. Within
the scope of the study, five types of avocado from the Western Mediterranean
Agricultural Research Institute, which includes the province of Antalya grown in
the Mediterranean Region, have been used for molecular analysis. For this
purpose, samples of genotypes in avocado species were taken under suitable
conditions and molecular analyzes were carried out in Isparta University of
Applied Sciences Faculty of Agricultural Sciences and Technologies at
Agricultural Biotechnology Laboratory.

As a result of analysis with SSR markers, according to UPGMA method, two main
groups emerged between avocado varieties and it was determined that they
were similar in 60%. In the study, close correlation was observed between JP4
and JP6, JP5 and JP7. Polymorphisms that can distinguish between Zutano and
Hass varieties could not be produced and these two types were grouped
together. JP1, JP2, JP3, Bacon varieties formed a single subgroup. The total
number of alleles was determined as 152, the specific allele number was 53, and
the band size was determined to be between 179 and 283 bp. Polymorphic
information content (PBI) ranged between 0.03 and 0.85.

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

Keywords: SSR, Avocado, Molecular characterization

2019, 28 pages
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1. GIRIS

1.1. Diinyada ve Tiirkiye’de Avokado Yetistiriciliginin Genel Durumu

Avokado (Persea americana Mill.), Orta Amerika'ya ve Meksika'ya 6zgi, 24
kromozomlu (n = 12) daima yesil bir subtropik meyve agacidir. Avokado
(Persea americana Mill.)’nun anavatan1 Orta Amerika {lkeleri, Giiney
Amerika’nin kuzey sahilleri ve Bat1 Hint Adalaridir. Herdemyesil subtropik bir
meyve tirii olan avokado, Diinya Uzerinde 5 kitada 50’ye yakin iilkede
yetistirilmektedir (Zentmyer, 1987; Knight, 2002). Diinya’da 20017 yili toplam
avokado tiretim alan1 587.278 hektar ve toplam iiretim miktar: ise 5.924.398
ton olarak kaydedilmistir. Uretimde ilk siray1;; Meksika, Dominik Cumhuriyeti,
Endonezya, Kolombiya, Brezilya, Kenya, Venezuela, Sili, A.B.D. ve Guetemela

gibi tilkeler almaktadir (FAOSTAT, 2019).

Tiirkiye'nin avokado iiretimi 2016 yili degerlerine gore 1950 ton, 2017 yilinda
2765 ton ve 2018 yilinda ise 3164 ton olup, en fazla iiretim Antalya ve Mersin
illerinde gerceklestirildigi belirlenmistir (TUIK, 2019). Ulkemiz avokado iiretim
degerleri incelendiginde, son on yilda tiretim alaninda yaklasik 5 kat, tiretim
miktarinda ise yaklasik 3 kat artis goriilmiistiir (TUIK, 2019). Avokadolar,
diinyada birkag tlilkede son derece farklilasan gevrelerde, 6nemli ticari tarimsal
urin olarak yetistirilmektedir (Bower ve Cutting, 1988). Yetistiricilik
alanlarinin sinirlh  olmasi nedeniyle bircok tlke avokadoyu disalimla
karsilamaktadir. Gercekten de avokado yiiksek besin degeri ve kendine 6zgii

tadiyla, pazarda yiiksek fiyatla alic1 bulmaktadir (Anonim, 1984; Crane, 1989).

Ulkemizde ise avokadonun ticari yetistiriciliginin yayginlastirilmas1 amaciyla;
1970’li yillarin basinda FAO araciligiyla Kaliforniya’dan 4 cesit (‘Fuerte’, ‘Hass’,
‘Bacon’ ve ‘Zutano’) getirtilerek Antalya, Dalaman, Alata, Adana ve iskenderun
ekolojik kosullarinda denemeye alinmistir. Antalya ve Alanya kosullarinda
1969-1983 yillar1 arasinda yapilan bir denemede; ‘Fuerte’, ‘Hass’, ‘Bacon’, ve
‘Zutano’ cesitlerinin bolgeye adapte olabildikleri ve ceside 6zgli karakterleri

gosterdikleri belirtilerek, bu cesitlerin ticari yetistiriciliklerinin yapilabilecegi



sonucuna varilmistir (Dogrular vd., 1983). Demirkol (1998), Akdeniz sahil
kusagindaki bazi alanlarin avokado yetistiriciligi i¢cin olduk¢a uygun oldugunu
bildirmistir. Avokado meyvesi, antioksidan vitaminler olarak bilinen A, C ve E
vitaminlerince olduk¢a zengindir. Bu vitaminler kandaki diisiik yogunluktaki
lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonunu azaltarak kalp hastaliklarin1 azaltmada
olumlu rol oynamaktadir. Ayrica, meyve ytiksek ¢oziilebilir lif icerigine sahiptir.
Avokadonun gida endiistrisinde tiiketilmesinin yaninda yag icgeriklerinden

dolayi, kozmetik endiistrisinde de kullanilmaktadir (Morton, 1987).

1.2. Molekiiler Markorlerin Meyvecilikte Kullanim Alanlari

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

calismalar hiz kazanmistir (Scarano vd., 2002).

Son yillarda gen kaynaklarinin korunmasi icin yapilan biyokimyasal ve
morfolojik c¢alismalar yetersiz olup, molekiiler markoér c¢alismalart 6nem
kazanmistir. Basit dizi tekrar1 (SSR- Simple Sequence Repeat) olarak bilinen
mikrosatellit markorler; uluslararas1 veri paylasimi, ko-dominant ve kararl
markor olmasi, yiiksek polimorfizm gostermesi, bilgilendirici, tekrar edilebilir
ve otomasyona uygun olusu, tiirler arasi gecgiskenlik 6zelligini barindirmasi ve
bilgilendirici bir markér sistemi olmasindan dolayr 6n plana c¢ikmaktadir

(Weber ve May, 1989; Yamamoto vd., 2001; Wiinsch ve Hormaza, 2002).

Son yillarda meydana gelen teknolojik gelismeler ile molekiiler markorler
meyveciligin  gelistirilmesi ve korunmasi amaciyla bircok ¢alismada
kullanilmaktadir. Gliniimizde molekiiler markoérler diger bitkilerle benzer
sekilde meyvelerde; genotipik tanimlama, sistematik ve karakterizasyon,
genetik ve QTL (Quantitative Trait Loci) haritalamasi, markér yardimiyla

seleksiyon ve genetik kaynaklarinin belirlenmesi ve korunmasi gibi konularda



kullanilmaktadir (Andersen ve Liibberstedt, 2003; Aka Kagar, 2004;
Vardarkanlitepe vd., 2010).

Markor destekli seleksiyon (MAS) ile 1slah calismalar: ile 6zel bir fenotipik
karaktere indirilebilmekte, 1slah ¢alismalar1 daha kisa siirede ve daha az isgiicii
ile tamamlanabilmekte ve bunlarin yani sira gereksinim duyulan populasyon
biiyiikliigu de klasik 1slaha nazaran ¢ok daha kii¢iik olmaktadir (Gupta ve Rustgi,
2004).

Bu tez c¢alismasinda 12 avokado genotipi kullanilmis olup, 13 SSR (Simple
Sequence Repeats) primeri ile genetik tanimlamalar1 yapilmistir. Elde edilen
genetik bulgular ile populasyon i¢i genetik benzerlikler, akrabalik dereceleri,
populasyona ait DNA kimlik bilgilerinin (allel verileri) tespit edilmesi

amaclanmistir.



2. LITERATUR OZETi

Avokado, diinyada birkac tlilkede son derece birbirinden farkli 6zellikler tasiyan
cevre kosullarinda, 6nemli ticari tarimsal iiriin olarak yetistirilmektedir (Bower
ve Cutting, 1988). Bu tiiriin yetistiriciligine Tirkiye’'nin Akdeniz sahil
kusagindaki bazi alanlar olduk¢a uygundur. Diinya avokado iiretim ve
ticaretinde ilk siralar1 alan Meksika, ABD, Dominik Cumbhuriyeti, israil, Giiney
Afrika vb. tilkelerin cografi konumu ile tiiketimin yogun yapildig tilkeler dikkate
alindiginda, tlkemizin tiiketim pazarlarina yakinhigr ve ekolojik kosullar1 bu
meyve tirl lzerinde ¢alismalarin yogunlastirilmasi gerektigi gercegini ortaya
cikarmaktadir. Ulkemizde ticari avokado yetistiriciliginin yayginlasabilmesi icin,
popiiler ticari gesitlerin tlkemize getirtilerek denenmesi gerekmektedir. Bu
amagla yapilan ilk ¢alismalara ait bulgular Dogrular vd., (1983); Kaplankiran ve
Tuzcu (1994); Demirkol (1995); Toplu vd., (1998) tarafindan bildirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonun (PCR) bulunmasindan sonra DNA markorleri
kullanilarak gen etiketleme, genetik haritalama, harita temelli tarimsal a¢idan
onemli genlerin belirlenmesi, genetik ¢esitlilik calismalari, filogenetik analizler,
markorler yardimiyla seleksiyon (MAS) c¢alismalar1 kolaylasmistir (Joshi vd.,
2000). RFLP, ilk molekiiler markoér teknigi olup bitkilerde fiziksel haritalamada
kullanilmis ve PCR teknolojisinin kesfiyle beraber RAPD, AFLP, SSR gibi
teknikler gelistirilmis, bu teknikler popiilasyon genetigi ¢calismalarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Althoff vd., 2007).

Solanum chilense bitkisinde yapilan c¢alismada RAPD, SCAR, CPS belirteg
yontemleri ile ToMoV virtstiine karsi dayaniklilik geni olan Ty-3 belirlenmistir.
Kahverengi pas dayaniklilik genlerine ait belirteclerinin belirlenmesinde SSR ve
diger DNA belirtegleri basarii bir sekilde kullanilmistir. SSR belirtegleri iki
farkli ekmeklik bugday popiilasyonunda kullanilarak Lr13 genine ait belirteg
belirlenmis; Slovakya kislik bugday cesitlerinde Lr13 geni SSR belirtecleriyle
arastirtlmis ve Lrl3 genine ait belirteci belirlemek icin PstIAFLP teknigi
kullanilmistir (Kafkas ve Perl-traves, 2000).



Antep fistiginda Simple Sequence Repeats (SSR) primeri gelistirmek icin
Kerman c¢esidinin DNA’s1 kullanilarak genomik kiitiiphane olusturulmustur.
Arastiricilar CA, CT ve CTT tekrarlarini kullanarak sekanslamaya hazir klonlar
elde etmislerdir. Bu kiitiiphanelerden faydalanarak dizayn edilen primer
ciftlerinden 25 tanesinin sentezinin yapildig1 ve primerlerin degisik orijinli
Antep fistig1 ¢esitlerinde Li-Cor sekanslama tnitesi kullanilarak test edildigini

bildirmislerdir (Ahmad vd., 2003).

SSR ve Sequence-related Amplified Polymorphism (SRAP) yontemleri
kullanilarak P. atlantica, P. integerrima ve iki tirler arasi melez olan

PioneerGold-II ve UCB-I bitkilerinde ¢alisilmistir (Ahmad vd., 2005).

Farkli bolgelerden toplanan 307 mango genotipi ile yapilan calismada, genom
kiitiphanesinden faydalanilarak (GA)n ve (GT)n tekrarlarini igceren SSR
primerleri gelistirilmistir (Duval vd., 2005).

Gokirmak vd. (2004), findikta SSR primerlerini kullanarak genetik benzerlik
calismas1 yapmislardir. Calismada C. avellana tiiriine ait 274 genotip 10 SSR
primeri kullanilarak incelenmistir. Arastirilan genotiplerden 84'liniin ayni
klonlar olabilecegi yapilan calismalar sonucunda bildirilmistir. Boylece bu
popiilasyonda ytriitiilecek bir 1slah veya yetistiricilik ¢alismasinda segilecek

genotipler hakkinda 6nemli bilgiler saglanmistir.

Cin'in 'Xinjiang Uygur Ozerk Bélgesi' Ily Vadisindeki kayis1 popiilasyonlarinin
genetik yapis1 SSR markorleri kullanilarak arastirnnlmistir. Calismada 3 farkh
lokasyonda bulunan 81 yabani kayisi tipi 8 SSR markoriiyle incelenmistir.
Popiilasyonlar arasindaki genetik farkliligin cografi bolgelerinin birbirlerine
uzakliklariyla 6nemli derecede iliskili oldugu ortaya cikmistir. Elde edilen
dendogramda tiplerin 3 alt grupta toplandiklari ve alt gruplarin genellikle ayni
bolgedeki tipler tarafindan olusturulduklar1 go6zlemlenmistir. Ayrica Ily
Vadisinde yabani kayisi tiplerinin yiliksek c¢esitliliginin korundugu tespit
edilmistir (Tian-Ming vd., 2007).



Avokado’'nun (Persea americana Mill) Guatemala, Meksika ve Bati Hindistan
irklar1 olmak tizere ti¢ 1rki bilinmektedir. Her irkin kendilerine 6zgii 6zellikleri
vardir ve mevcut ticari c¢esitler bu i1rklardan veya irklar arasindaki
melezlemelerden elde edilmistir. Yapilan bir ¢calismada 14 mikrosatellite lokusu
kullanilarak, Florida, Miami'de bulunan National Germplasm Repository'de
(NGR) muhafaza edilen 224 ¢esit (394 bitki) ve Irvine, Kaliforniya’da bulunan
Kaliforniya Universitesindeki South Coast Field Station’dan alinan 34 klon
arasindaki genetik cesitlilik arastirilmistir. 14 mikrosatellite lokusunun lokus
basina ortalama 18,8 allele ve 0,83 ortalama genetik farkliliga sahip olduklari
belirlenmistir. Bir¢ok benzersiz allel olmasina ragmen, yararh irka 6zgiin bir
markoér bulunamamistir. Ana Koordinat Analizi (PCA) Guatemala ve Meksika
irklarini iki ayr1 kiimeye ayirmistir. Bati Hindistan 1irki da benzersiz bir ana
kiime olusturmustur. PCA kullanilarak irk tayininde veya irklar arasi hibrit
statlisiinde 50 aksesyon icin (%19.7) bir degisiklik Onerilmistir. Hatasiz gen
cesitliligi tahmini Meksika ve Guatemala irklarinda en ytksek, Bati Hindistan
grubunda ise daha diisiik oldugu belirlenmistir (Schnell vd.,2003). Bu ytlizden
genetik cesitliliginin arttirilmasi i¢in bati Hindistan gen kaynaklarinin daha fazla

toplanmasi gerektigi ileri stirtilmiistiir.

RAPD analizi, avokado (Persea americana Mill.) 'nun ii¢ ekolojik irkini temsil
eden 16 aksesyonu iizerinde ve P. schiedeana Nees'in bir aksesyonu tlizerinde
gerceklestirilmistir. Onceden sec¢ilmis 22 primer, avokado aksesyonlarinin
RAPD analizinde 133 polimorfik DNA fragmani iiretmistir. Her avokado
aksesyonunu ayirt edebilecek bir primer tanimlanmistir. Meksika, Guatemala ve
Bat1 Hint irklarinin her biri i¢in potansiyel olarak irklara 6zgii belirtecler tespit
edilmistir. Jaccard'in benzerlik matrisi olusturulmus ve UPGMA (agirlikh cift
gruplu aritmetik ortalamalar yontemi) kullanilarak bir dendrogram
hazirlanmistir. Avokado aksesyonlari arasindaki benzerlik % 46 ile % 85
arasinda degismistir. En diisiik benzerlik (% 22 ile % 29 arasinda) P. schiedeana
ve herhangi bir P. americana aksesyonu arasinda ortaya cikmistir. Avokado
aksesyonlarindaki ortalama benzerlik, Meksika irkinda % 75, Bati Hindistan
irkinda % 71 ve Guatemala irkinda % 73 olarak bulunmustur. Irklar arasindaki

ortalama benzerlik% 53 ile % 58 arasinda degismistir. Dendrogram avokado



irklarini temsil eden li¢ grup ortaya koymustur. Bu sonuglar, avokadonun
sirasiyla Meksika, Bati Hindistan ve Guatemala 1irklarina karsilik gelen
drymifolia, americana ve guatemalensis olmak lizere P. americana'nin li¢ alt
tiire ayrilmasi ile uyumlu bulunmustur ve P. Schiedeana 'nin ayr1 tiir durumunu
onaylamistir. Boylece, RAPD belirteclerinin avokadonun siniflandirilmas: ve
avokado gen kaynaklarinin genetik cesitliliginin degerlendirilmesi i¢in yararl

olabilecegi sonucuna varilmistir (Fiedler vd., 1998).

SSR DNA markoérlerinin ortaya ¢ikarilmasi, avokado genomik DNA
kutiiphanesinin (Persea americana M.) yapimina dayandigl ileri siirtilmektedir.
Kitiiphane, dort dintikleotit probu (AG), (AT), (GC) ve (CA) ile taranmistir.
Pozitif klonlar, basit dizi tekrarlarinin (SSR) mevcudiyetinin gecerliligini
dogrulamak ve basit dizi tekrarinin yanindaki dizilere dayanan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) primerleri iiretmek iizere dizilenmistir. ilk taramada bir PCR
trini veren, yirmi alti farkli primer cifti sentezlenmistir. SSR AIE11'in on bir
alleli bulunurken A3F8'in sekiz alleli oldugu ileri siirtilmiistiir. Avokadodaki SSR

Mendel kalitim yoluyla tespit edilmistir (Lavi vd., 1994).

ispanya’nin Malaga bélgesinin E.E.la Mayara boliimiinde bulunan 75 avokado
genotipi, 16 SSR markortii ile karakterize edilmistir. Elde edilen 156 fragmentin
allel ortalamasi 9.75 ve her bir lokusun 4 ile 16 arasinda oldugu bulunmustur.
SSR markorlerinin 0.36’dan daha asagida oldugu belirtilen heterozigoti
seviyesinin 0,5’den daha yiliksek oldugunu bulmuslardir. SSR’larin 0.18
heterozigotluk ortalamasini pozitif Wright's tespit indeksi (F) ile 16 lokusun
15’inde gorulmiustiir. Nei ve Li benzerlik indeksini baz alarak UPGMA
programini kullanarak dendogram olusturmuslardir. Dendogramda avokado
genotiplerinin icerisinde hibrit cesitlerin fazla olmasi nedeniyle bootstrap
degerinin diisik oldugunu ve genotiplerin 1irklarindan farkli gruplarda
bulunarak smiflandirildigini belirtmislerdir. Calisilan genotiplerin tiimiini
‘Hass’ ve eklenen iki c¢esidin mutasyonlart hari¢, kullanilan SSR’larin
kombinasyonlar1 ile ayirmislardir. SSR’larin kombinasyonlarinin avokado
genotiplerini karakterize etmede bilgi verici oldugunu belirtmislerdir (Alcaraz

ve Hormaza, 2007 ).



Gana’da yetistirilen avokadolarda orijin ve genetik iliskileri arastirmak amaciyla
172 avokado populasyonun ve 24 avokado genotipinin 12 SSR markéri
kullanilarak molekiiler karakterizasyonlari yapilmistir. Arastiricilarin kullanmis
olduklar1 populasyon Bati Indian irkina yakin bulunur iken, Meksika ve
Guetemala 1rklarina uzak bulunmustur. Populasyon icindeki genetik cesitlilik

distiik bulunmustur (Acheampong vd., 2008).

Borrone vd. (2007), yapmis olduklarn calismada avokadoda kullanilabilir
mikrosatellit sayisin1 artirmak amaciyla 27 avokado genotipinden 70 SSR
markori karakterize etmislerdir. Elde edilen allel sayis1 2 ile 17 arasinda
degisirken, lokus basina diisen allel sayis1 17.1 olarak belirlenmistir. Izole edilen
primerlerin genetik karakterizasyon, haritalama, markérler yardimi ile

seleksiyon calismalarinda kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Borrone vd. (2006), Persea americana Miller'a ait genotipleri tanimlamada
kullanilabilecek SSR  markoérleri gelistirmislerdir. Avokadolarin hedef
sekanslarin1 taramis ve 6183 sekans bilgisinin icerisinden, biiytklikleri baz
alinarak 100’tint kullanmislardir. Avokadonun genetik haritasini olusturmak

amaciyla 100 SSR markori kullanmislardir.

Ramirez vd. (2005), yapmis olduklari ¢alismada Kiiba'da yetisen avokado
genotiplerinin, agro-morfolojik 06zellikler, AFLP ve SSR markorleri ile
tanimlamiglardir. Avokado 1rklarini siiflandirmak amaciyla 22 agro-morfolojik
ozelligi, Principal Compenant ve Classification Anaysis programlar: ile analiz
etmislerdir. Genotiplerin arasindaki farklilig1 belirlemede 12 AFLP ve 16 SSR
markori  kullanmislardir. Genotiplerin arasindaki benzerligi belirlemede
UPGMA genetik benzerlik indeksini kullanmislardir. AFLP ve SSR markoérlerinin
genotipler arasindaki benzerlikleri saptamada ve polimorfizmi belirlemede iyi
sonu¢ verdigini belitmislerdir. SSR markoérlerinin ytliksek heterozigotluk
seviyesine sahip oldugunu bulmuslardir. Antil, Guetamala irklar1 ve onlara ait
hibritlerin beklediklerinden farkl yerlerde kiimelendigini gérmiislerdir. AFLP

ve SSR markorlerinin ve fenotipik 0Ozelliklerin korelasyonuna bakarak,



genotiplerin benzerlik derecelerini saptamada AFLP ve SSR markoérlerinin

yararinin tartisilmasi gerektigini ileri stirmuslerdir.

Taah vd. (2003), yaptiklar1 bir ¢alismada; Gana’da bulunan avokado ¢esitlerinin
morfolojik ve molekiiler tanimlanmasini gergeklestirmislerdir. Arastiricilar, bu
bolgede tiim avokado irklarinin bulundugunu bildirmislerdir. Arastirmada
molekiiler yontem olarak AFLP markorleri kullanilmis ve molekiler

calismalarin halen devam etmekte oldugu bildirilmistir.

Kobayashi vd. (2000), yaptiklar1 bir calismada; Hass ¢esidi bulunan bahcelerde
yabanci dollenme oranini belirlemek amaciyla RAPD markor sistemlerini
calismislardir. Calismada, polen kaynagi olan Bacon, Fuerte ve Zutano
cesitlerine 6zgii spesifik RAPD primerleri kullanilmistir. Son olarak, yabanci
dollenme ve meyve verimi arasindaki iliskiyi arastirmak icin deneme
agaclarindan elde edilen verim girdilerini toplamislardir. Elde edilen verilerin
dogrusal analizleri Fuerte iklim bolgesinden bagimsiz Hass ana¢ agacglarinin en
etkili polen tasiyici oldugu gorilmiistiir. Analizler ayrica, yabanci déllenme
oraninin potansiyel bir polen kaynagindan uzakliga gli¢li bir sekilde bagiml
oldugu goriilmiistiir. Yabanci dollenme ve verim arasinda zayif bir pozitif

korelasyon oldugu belirtilmistir.

Furnier vd. (1990), avokadoda filogenetik ¢alismalar yapmak amaciyla
kloroplast DNA ve ribozomal DNA'nin RFLP markérlerini kullanmislardir.
Arastiricilarin sonuglart Berg vd. (1973)'nin avokadolarda yapmis olduklarn

siniflandirma ile uyumlu bulunmustur.

Lavi vd. (1991), avokado genetik kaynaklarini mini satellit markorleri
kullanarak tanimlamiglardir. Bu ¢alismada; irklar arasindaki farklihgr ortaya

koymuslar, 26 avokado genotiplerine ait DNA parmak izlerini belirlemislerdir.

Lewis vd.(1992), Hass, Fuerte, Edranol ¢esitlerinin aralarindaki iliskiye RAPD
DNA markorleri ile bakmigslardir. Avokado DNA’sinin benzer sekans

bolgelerinden DNA primerini tasarlamislardir. PCR {riinlerini elektroforez ile



ayirmis ve bantlarin varhigina ve yokluguna bakarak analiz etmislerdir.
Yaptiklar1 analiz sonucunda Fuerte ve Edranol ¢esitlerinin birbirleri ile yakin
iligkili olduklarini saptamislardir. RAPD markoérlerinin linkage genetik harita

olusturmada biiyiik avantaj saglayacagini belirtmislerdir.

Gross-German ve Viruel (2013), avokado gen kaynaklarinin molekiler
karakterizasyonu, molekiiler markorlerin ilk gelisimi ile baslamis olmasina
ragmen, U¢ botanik 1irk arasindaki genetik iliskiler hala belirsiz olarak ifade
edilmistir. Burada, avokadoda (Persea americana Mill) 47 yeni mikrosatellitin
gelisimini ve ¢oziilmemis sorular1 ele almak i¢in dikkatlice tasarlanmis ¢esitli
genetik calismalarin sonuclarim1 bildirmislerdir. Kirk yiiksek kalitede, tek
lokiislii belirtecler (25 basit dizi tekrar1 (SSR) ve 15 ifade edilmis sekans etiketi-
SSR (EST-SSR)), tanimlanan ti¢ botanik irkini temsil eden 42 gruptan olusan bir
grupta degerlendirilmistir. Toplam 455 allel (her lokus icin 11.4 allel) tespit
edilmistir. Ortalama beklenen ve gozlenen heterozigotluklarin ortalamasi
sirasiyla 0.831 ve 0.674 olarak belirlenmistir. Analiz edilen tiim genotipler, 6.36
x 10-50'lik bir benzerlik degeri artan olasilikla kesin olarak ayirt edilebilir. Tim
sonuglar, katilimcilar botanik irklarina dayanarak atanan ti¢ grubun varligina
karar vermislerdir, tespit edilen varyasyonun% 25'i gruplar arasinda béliinmiis
durumda oldugu gorilmiustiir. Her grup icindeki cesitlilik analizi, irka 6zgi
belirtecler olarak yararli olan benzersiz alellerin tanimlanmasina izin

verilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 2018 yilinda Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Tarim
Bilimleri ve Teknolojileri Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Arastirmanin materyalini Akdeniz bodlgesindeki Antalya ilinden secilen 5
genotip ve Japonya’'dan getirtilen 7 genotip olusturmustur.
Antalya ilinden sec¢ilmis genotipler: Hass, Bacon, Fuerte, Zutano, Ettinger

Japonya 'dan secilmis genotipler: JP1, JP2, JP3, JP4, |P5, JP6, |P7

3.2. YOntem

3.2.1. DNA izolasyonu i¢in yaprak orneklerinin alinmasi

DNA izolasyonu icin hastalik ve zararlilardan uzak ve yeni agmakta olan geng
yapraklar kullanilmistir. Yapraklar laboratuvara getirildikten sonra DNA

izolasyonuna kadar -80°C de muhafaza edilmistir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Avokado DNA’s1 50-60 mg yaprak materyalinden, CTAB ekstraksiyon protokolt
kullanilarak izole edilmistir (Weising vd., 1991). Bu amagla, yaprak érnekleri
porselen havan icinde sivi azot kullanilarak parcalanmistir. 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 c¢ozeltisi icinde ezildikten sonra eppendorf
tiiplerine alinmistir. Homojenize érnekler 55°C su banyosu icerisinde 1 saat
stireyle inkiibe edilmis ve inkiibasyon boyunca o6rnekler belli araliklarla
karistirlmistir. Inkiibasyondan sonra oérneklere 500 pl kloroform ekleyip

nazikg¢e tiipler karistirildiktan sonra 16 rcf'de 7 dakika santrifiij edilerek,
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slipernatant yeni eppendorf tiiplerine aktarilmistir. Slpernatant lizerine 0.08
hacminde soguk 7.5 M amonyum asetat ve 0.54 hacminde soguk izopropanol
ilave edilerek karistirilmis ve 30-40 dakikalik siireyle buz tstiinde inkiibe
edilmistir. Cozelti 16 rcf'de 3 dakika santrifiij edilerek siipernatant
uzaklastirilmistir. Sonra ¢okelti (pellet) 6nce 700 pl % 70'lik soguk etanol ilave
edilerek karistirilmis, sonra 16 rcf'de 1 dakika santrifiij edilerek sivi kismi
atilmistir. Pelete 700 ul % 95'lik soguk etanol ilave edilerek karistirilmis 16 rcf'’
de 1 dakika santrifiij edilerek stipernatant uzaklastirilmistir. Daha sonra peletin
agiz kismi asagiya gelecek sekilde 15 dakika kurutulmustur ve kuruyan DNA'nin
tizerine 50 pl TE buffer (1 M Tris-HCI pH 8.0, 0.5 M EDTA) konularak DNA oda
sicakliginda ¢ozilmiustiir. DNA kalitesi ve konsantrasyonu her 6rnegin %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 13 SSR

primer cifti kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Avokado genotipleri icin kullanilan primer ciftleri

SSR Forward (ileri) Reverse (Geri)

UD099-008 | AAA AAC ACA ACC CGT GCA AT AAA TTC CTC CAA GCC GAT CT
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
RIM036 AGCAACCACCACCTCAACTAAT CTAGCAGAATCACCTGAGGCTT
AVD 001 GTTTCCAAGCGACTCACGAG GATTCCATGCTGAATTGCCG
AVD 006 GGGAGAGATGTATTGAGCA ACTTGGTCGTAGATTGTAAAT
AVD 013 TTGCCAGTGGAACTTCAAAA ACCCAACCAAAGATTTCAAT
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UDO099-008, DCA4 Primer Ciftleri icin PCR Reaksiyonu:

PCR reaksiyonu toplam hacim 50 pl olacak sekilde asagidaki bilesenlerden
meydana gelmistir. Reaksiyon kosulu 3 pl DNA, 1 ul dNTPs, 4 ul MgCI,, 1 ul Taq
DNA polimeraz, 2 pl her bir primer, 1 X PCR buffer’dan (50 mM KCl, 10 mM Tris-
HCl 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 dongl
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
yurutilmiustir (Dirlewanger vd., 2002; Fathi vd., 2008).

GAPU59, GAPU103, GAPU47, Ch05e03, GD147, GD15, RiM019, RIM036
Primer Ciftleri icin PCR Reaksiyonu:

PCR reaksiyonu toplam hacim 20 pl olacak sekilde asagidaki bilesenlerden
meydana gelmistir. Reaksiyon kosulu 1,2 pl DNA, 1 pl dNTPs, 1,2 ul MgCI,, 0,5
ul Taq DNA polimeraz, 0,8 pl her bir primer, 1 X PCR buffer’dan (50 mM KCl, 10
mM Tris-HCl pH: 8.3, 1.1 mM MgCl,, 0.01% gelatin) 2 pl ve son konsantrasyon
ddH,O ile tamamlanarak olusturulmustur. PCR protokolii, 95°C’de 3dk, ardindan
35 dongli 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 iirtinleri
% 2,2 ’'lik agaroz jel icerisinde 90 volt elektrik akimi altinda 1 saat 15 dakika
stireyle ylriitiilmistiir (Dirlewanger vd., 2002; Fathi vd., 2008).

AVD 001, AVD 006, AVD 013 Primer Ciftleri icin PCR Reaksiyonu:

PCR reaksiyonu toplam hacim 20 pl olacak sekilde asagidaki bilesenlerden
meydana gelmistir. Reaksiyon kosulu 1,2 pl DNA, 1 pl dNTPs, 1,2 ul MgCI;, 0,5
ul Taq DNA polimeraz, 0,8 ul her bir primer, 1 X PCR buffer’dan (50 mM KCl, 10
mM Tris-HCl 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 dongli olacak sekilde, 95°C’de 60 sn, 52°C’de 60 sn, 72°C’de 60 sn ve son
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olarak 72°C’'de 10 dk seklinde yapilmistir. PCR isleminden sonra PCR trtinleri
% 2,2 'lik agaroz jel icerisinde 90 volt elektrik akimi altinda 1 saat 15 dakika
sureyle yurutilmiustir (Dirlewanger vd., 2002; Fathi vd., 2008).

3.2.4. Molekiiler verilere ait analizler

Arastirmada kullanilan genotiplere ait genetik analizler (Selli vd., 2007)’'de
belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Buna gore; genetik parametreler (her
lokusa ait allel sayis1 (n), allel frekansi, beklenen heterozigotluk (He), gozlenen
heterozigotluk (Ho) orani, sessiz (null) allel frekans1 (r) ve tespit olasilig
(Probability of Identity) (PI) IDENTITY 1.0 (Wagner ve Sefc, 1999) yazilim
programi ile, benzerlik orami indeksi ise Microsat (Minch ve ark, 1995)
programi kullanilarak tespit edilmistir. Genotiplere ait dendogram NTSYS
(versiyon 2.02g, Exeter Software, Setauket, NY) yazillm programiyla
olusturulmus ve goriuntilenmistir. Dendogram i¢cin UPGMA (Unweighted

Pair-Group Method using Arithmetic means) yontemi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Avokado Genotiplerinde SSR Analiz Sonuclari

Cizelge 4.1. Avokadoda SSR primer kombinasyonlarindan elde edilen allel sayis,
bant biytikligi, gozlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk
durumu, tespit olasihigi (TO) ve polimorfik bilgi icerigi (PBI )

degerleri
Allel Spesifik | Bant _
Primer Allel Biiyukligii | Ho He TO PBI
sayisl
Sayisi (bg)
UD099-
008 12 5 224-421 0,666 | 0,712 | 0,09 0,85
DCA4 10 3 151-392 0,73 0,82 0,34 0,611
GAPU59 |7 2 211-303 0,65 0,77 0,814 | 0,72
GAPU103 | 11 4 146-315 0,714 | 0,802 |0,271 | 0,652
GAPU47 | g 3 136-244 0,58 0,61 0,33 0,562
Ch05e03 | 13 5 150-203 0,736 | 0,712 | 0,08 0,81
GD147 16 4 116-161 0,862 |0,832 |[0071 |0,80
GD15 3 1 139-153 0,018 | 0,022 |0,948 |0,03
RIM019 15 4 159-226 0,530 | 0,864 |0221 |0,448
RIM036 | 14 6 211-352 0,630 | 0,851 |0,159 | 0,418
AVD 001 | 16 7 203-280 0,65 0,85 0,07 0,79
AVD 006 | 14 6 295-362 0,67 0,84 0,08 0,84
AVD 013 | 10 3 186-264 0,64 0,66 0,31 0,513
Toplam | 152 53
Ortalama | 11,6 | 4,07 179-283 0,62 0,71 0,29 |0,61

Avokadoda 13 SSR primer cifti kullanilarak genotipler arasindaki farkhlik
belirlenmeye c¢alisilmistir. SSR analizi sonucunda toplam allel sayis1 152,
spesifik allel sayis1 53 adet ve bant biiytkliigii ise ortalama 179-283 b¢ arasinda
belirlenmistir. Lokus basina allel sayis1 3-16 arasinda, ortalama 11 olarak
belirlenmistir. Ayrica, ¢cogu primer cifti icin beklenen heterozigotlugun (He)
gozlenen heterozigotluktan (Ho) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. En fazla
allel say1s1 GD147 (16 adet), RIM036 (16 adet) ve AVD 006 (16 adet), en yiiksek
gozlenen GD147 (0,862) ve beklenen heterozigotluk degeri (0,864) RIM019
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primerlerinde tespit edilmistir. Polimorfik bilgi icerigi (PBI) 0,03 ve 0,85
arasinda degisim gostermistir. En diisiik PBI degeri (0,03) GD15 primer ciftinde,
en yiiksek (0,85) ise UD099-008 primer ciftinden elde edilmistir. En diisiik
tespit olasiligi (0,07) AVD 001, en yiiksek (0,948) GD15 primer ciftinde

belirlenmistir.

Sekil 4.1. SSR primer ciftleri ile avokado genotip/¢esitlerinin UPGMA metodu ile
gruplandirilmasi

Dice benzerlik degeri kullanilarak cesit ve genotiplerin birbirleri ile olan
iligkilerini ag1ga ¢ikarmak i¢in gruplandirma analizi UPGMA metodu kullanilarak
NTSYS-pc programi ile yapilmistir. Elde edilen gruplandirmanin coefficient
degerleri 0.519-0.731 arasinda degismistir. Avokado genotipleri arasinda
yapilan grup analizinde iki ana grup ortaya ¢ikmistir. Ik ana grup kendi icinde 2
alt gruptan meydana gelmistir. Ik grupta JP1, JP5, JP7, ikinci grupta JP3, JP4,
JP6, Zutano, Hass yer almustir. Ikinci ana grup 3 alt gruba ayrilir. Ilk alt grupta
Fuerte ve Ettinger, ikinci alt grupta Bacon, lg¢linci alt grupta JP2 yer almistir.
Zutano ve Hass cesitlerini birbirlerinden ayirt edecek polimorfizmler
tiretilememis ve bu iki cesit bir arada gruplanmistir. JP1, JP2, JP3, Bacon cesitleri
tek basina bir alt grup olusturmustur. Calismada JP4 ve JP6, JP5 ve JP7 arasinda

yakin korelasyon oldugu gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.2. Avokado genotipleri arasinda Dice coefficient metoduna gore hesaplanan benzerlik degerleri

JP1 JP2 JP3 JP4 JP5 JP6 JP7 Zutano Fuerte | Hass Ettinger | Bacon
JP1 1.000
Jp2 0.654 1.000
JP3 0.615 0.558 1.000
JP4 0.548 0.606 0.683 1.000
JP5 0.692 0.596 0.654 0.625 1.000
JP6 0.606 0.606 0.625 0.712 0.548 1.000
JP7 0.663 0.606 0.644 0.692 0.702 0.615 1.000
Zutano | 0.596 0.596 0.673 0.721 0.654 0.644 0.702 1.000
Fuerte 0.635 0.558 0.615 0.587 0.577 0.663 0.606 0.596 1.000
Hass 0.615 0.635 0.596 0.663 0.615 0.663 0.702 0.731 0.519 1.000
Ettinger | 0.577 0.577 0.615 0.683 0.615 0.606 0.683 0.692 0.673 0.577 1.000
Bacon 0.567 0.567 0.625 0.635 0.587 0.538 0.615 0.663 0.587 0.644 0.606 1.000
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Avokadoda genotipler icin benzerlik matriksi Dice coefficient metodu
kullanilarak NTSYS-pc programi yardimiyla hesaplanmistir. Tiim genotipler

kullanilarak hesaplanan Dice coefficient degerleri Cizelge 4.2." te verilmistir.

Bulunan benzerlik katsayilar1 0.519-0.731 arasinda degisim gostermistir. Elde
edilen en diisiik degerler Hass ve Fuerte arasinda 0.519, Bacon ve JP6 arasinda
0.538 olarak belirlenmistir. Hass ve Zutano arasindaki benzerlik katsayis1 0.731
olarak en yiliksek benzerlik degeri olarak tespit edilmistir. Zutano ve ]JP4
arasindaki benzerlik katsayis1 0.721, JP6 ve ]JP4 arasinda 0.712 olarak
belirlenmistir. Benzerlik katsayilar1 0.50-0.59 arasinda degisen 20 adet, 0.60-
0.68 arasinda 40 adet, 0.70-0.73 arasinda 5 adet 6rnek bulunmustur. En yliksek

sayilda benzerlik katsayisina 0.60-0.68 degerleri arasinda ulasilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Degisen cevre kosullarina karsin hizla biliylimekte olan diinya niifusunun
beslenme sorunu, kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi seklinde kendini gosteren
kiresel sorunlar, bitki genetik kaynaklarinin 6nemini ve degerini ortaya
koymaktir. Artan diinya nifusunun gida gereksinimi giintimiize dek bir dl¢iide
girdi kullanimi ve ytiksek verimli gesitler gelistirmek yolu ile karsilanmaktadir
(Rao ve Hodgkin, 2002; Giileg vd., 2010). Gegtigimiz yiizyilin ikinci yarisi ¢evre
sorunlarinin sinir asan niteliginin tim diinyada belirgin bir sekilde
hissedilmesine paralel olarak, uluslararasi diizeyde ¢oziimlerin gelistirilmesine

yonelik calismalarin da yogunlastig1 bir donemdir.

Genetik kaynaklar, canlilarin gelisimini yonlendiren genleri igerir. Bu genlerin
farkli kombinasyonlar1 simdiye kadar yapilmis, gelecekte yapilacak bitki ve
meyve 1slah1 c¢alismalar1 icin son derece 6nemli olan genetik cesitliginin

kaynagini olusturmaktadir.

Sistematikgiler bitkilerde daha dogru sistematik olusturmak amaciyla
molekiiler belirtegler kullanmaktadir. Bu yolla gercgek tiirler, cinsler ve
familyalar arasi genetik farkliliklarin diizeyi daha etkin olarak belirlenmektedir.
Ana-baba tarafindan katilan karakterlerle mitokondri ve kloroplast gibi
genellikle sadece anadan gegen karakterlerin taksonomi ¢alismalarinda,
kombinasyon halinde kullanimi, muhtemel hibrit orijinli tiirlerin ortaya
cikarilabilmesi icin daha etkili bir yontem olusturacaktir. Ayrica molekiiler
belirtecler biiylik yatirimlar yaparak cesit gelistiren firma veya 1slahci

haklarinin korunmasinda da etkin olarak kullanilabilmektedir (Caliskan, 2005).

Temelde, iki farklh DNA belirte¢ teknigi mevcuttur. Birincisi DNA
hibridizasyonuna dayali RFLP (restriction fragment lenght polymorphism);
digeri ise PCR (polymerase chain reaction)’ye dayali SSR (simple sequence
repeats), RAPD (random amplified polymorphic DNA), AFLP (amplified
fragment lenght polymorphism) ve SRAP (sequence related amplified
polymorphism) teknikleridir. Yeni yayginlasmaya baslayan ve saghk
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bilimlerindeki arastirmalarin onculiik ettigi SNP (single nucleotide
polymorphism), DNA zincirindeki tek niikleotit farkliigin1 kullanmaktadir
(Gulsen ve Mutlu, 2005; Vardar-Kanlitepe vd., 2010).

Yiiksek organizmalarda heniiz gorevleri bilinmeyen, ancak diizenleyici rollere
sahip oldugu diisiiniilen rastgele tekrarlanan DNA bolgeleri vardir. Tekrarlanan
DNA’larin sagindaki ve solundaki zincirler o dizine 6zgiidiir, yani spesifiktir. Bu
dizinler SSR primerlerini dizayn etmek icin kullanilarak belli bir lokus PCR’le
klonlanip ¢ogaltilir. PCR irtinleri ise jeller tlzerinde biiytkliklerine gore
ayrildiktan sonra floresan, giimiis nitrat veya etidium bromid yéntemlerinden
birisi ile tespit edilir. Polimorfizm, kaynagini tekrar sayidan alir ve ayni sayidaki
tekrarlar1 temsil eden her bant, farkh bir allele isaret eder. Tekrar sayisindaki
farklhiliklarin kaynagi ise DNA replikasyonu sirasindaki kaymalardir (slippage).
SSR belirtecleri genetik haritalama, genetik cesitliligin belirlenmesinde

kullanilmaktadir (Giilsen ve Mutlu, 2005).

Farkli meyve tiirleri izerinde daha 6nce yapilan molekiiler ¢alismalarda RAPD,
AFLP, SRAP, ISSR ve SSR (mikrosatelitler) markorlerinin tiirlere ait cesit ve
genotipleri birbirlerinden ayirmada ve genetik cesitliligi belirlemede yiiksek
tekrarlanabilirlik ve multipleks orani nedeniyle basarili bir sekilde kullanildig:
tespit edilmistir (Ercisli, 2007; Zamani, 2007; Kafkas vd., 2008; Yilmaz, 2010;
Gulen, 2010; Pinar vd., 2013).

Meyve tiirlerinde genetik cesitlilik ve akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde
mikrosatelitler (SSR markoérleri) 6zel bir yere ve éneme sahiptir. Her tiir i¢in
gelistirilen mikrosatelitler tiir ici genetik cesitlilik ve akrabaligi daha objektif bir
sekilde tespit edebilmektedir. Ayrica bir tir icin gelistirilen mikrosatelitler
yakin akraba tirler icin de transfer edilebilir veya kullanilabilir 6zelliktedir.
Ornegin Prunus cinsinde seftali icin gelistirilen bir SSR markorii diger tiirler

(kayisy, erik, kiraz vs.) icinde kullanilmaktadir (Mnejja ve Garcia-Mas, 2005).

Fiedler vd. (1998)'nin ¢alismis olduklar1 UBC-20, UBC-39, UBC-40, UBC-42

primerlerinde bazi genotiplerde bant gézlenmemis; bu ytizden degerlendirmeye
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alinmamuslardir. Alcaraz ve Hormaza (2007), SSR markérleri ile Ispanya’da
yetisen 75 avokado genotipi uizerinde yaptiklar1 ¢alismada; irklarin grup
olusturmadiklarini gérmislerdir. Lavi vd. (1994), kiitiphanenin AG probu ile
taranmasiyla 101 pozitif klon ve her 7.9 kbp’de 1 bulundugunu tespit
etmislerdir. CA probu ile 41 pozitif klon GC probu ile 31 klon tespit etmislerdir.
Toplam 123 farkl klon sekanslanmistir. Otuz farkh primer cifti sentezlenmis;
bunlarin 4 cifti ilk taramasinda PCR iiriinii vermedigini tespit etmislerdir.
Cesitler arasinda bir lokusun varsayilan allel sayis1 AIE11 lokusunda 11, A3F8
lokusunda 8 oldugu bilinmektedir. =~ Acheampong vd. (2008), yaptiklar
arastirmada 12 SSR polimorfik oldugu ve 172 Ganali popiilasyonunda 53 allel
urettigi belirlenmistir. Arastiricilarin kullanmis olduklar1 populasyon Bati
Indian 1rkina yakin bulunur iken, Meksika ve Guetemala irklarina uzak
bulunmustur. Populasyon igindeki genetik cesitlilik distik bulunmustur. Gross-
german vd. (2013)’nin yapmis olduklarn ¢alismada analiz edilen 40 markor (25
SSR ve 15 EST-SSR), 5’ten (LMAV.27, LMAV.34 ve ESTAVGA.01) 18’e (LMAV.07,
LMAV.31) degisen toplam 455 allel tespit etmislerdir. G6zlemlenen allelerin
yuksek bir orani, farkl alt popiilasyonlar arasinda gézlemlemislerdir. Cesitlilige
ugramis genotiplere avokado 1rk iliskilerinin ¢ikarimlari, gesitlilik dagiliminin
yorumlanmasini degistiren ve genetik iliskilerini bozan bir etken icerdigi
soylenmistir. Bu nedenle, "saf irklar" olarak disiiniilen "genotipler" iki ya da

daha fazla gen havuzunu farklilastirildigini belirtmislerdir.

Mevcut olan bu g¢alismada da avokado genotiplerinin akrabalik iligkilerini
belirlemek amaci ile SSR molekiiler markor teknigi kullanilmis olup, 12 avokado
genotipinin molekiiler karakterizasyonu yapilmis, genotipler arasindaki genetik
iliski ortaya konulmustur. Molekiiler incelemeye alinan 12 avokado
genotiplerinin birbirleri icerisinde benzerlikleri olmasiyla birlikte farkliliklarida

ortaya ¢cikmistir.

Calismada toplam allel sayis1 152, spesifik allel sayis1 53 adet ve bant buytukligi
ise ortalama 179-283 bg arasinda belirlenmistir. Lokus basina allel sayis1 3-16
arasinda, ortalama 11 olarak belirlenmistir. Ayrica, ¢ogu primer ¢ifti icin

beklenen heterozigotlugun (He) gozlenen heterozigotluktan (Ho) daha yiiksek
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oldugu tespit edilmistir. Benzerlik dendrogrami incelendiginde c¢alismada
kullanilan cesitlerin % 60 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Avokado
cesitleri arasinda yapilan analizde iki ana grup ortaya cikmistir. ilk ana grup
kendi icinde 2 alt gruptan meydana gelmistir. Ilk grupta JP1, JP5, JP7, ikinci
grupta JP3, JP4, JP6, Zutano, Hass yer almustir. Ikinci ana grup 3 alt gruba ayrilir.
ilk alt grupta Fuerte ve Ettinger, ikinci alt grupta Bacon, tigiincii alt grupta JP2
yer almistir. Zutano ve Hass ¢esitlerini birbirlerinden ayirt edecek
polimorfizmler liretilememis ve bu iki ¢esit bir arada gruplanmistir. JP1, JP2,
JP3, Bacon cesitleri tek basina bir alt grup olusturmustur. Calismada JP4 ve JP6,

JP5 ve JP7 arasinda yakin korelasyon oldugu gozlemlenmistir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar, avokado genotiplerinin yayilma alanlarinin
belirlenmesinde, genetik koleksiyonlarin karsilastirilmasinda, avokado
genotiplerinin  karakterizasyonunda ve  gelecekte yapilacak 1slah

programlarinda ebeveyn se¢ciminde kullanilmasina olanak saglayacaktir.

Son yillarda PCR’a dayali yeni markor sistemlerinin gelistirilmesi pek cok bitki
tiirtinde oldugu gibi avokado meyvesinde de yapilacak olan molekiiler 1slah
calismalarinda stratejik rol oynayacaktir. Teknolojinin gelismesi ile analiz
basina harcanan emek ve maliyet azalacaktir. Bunun sonucu olarak islah siireci

kisalarak ¢alisilan meyvelere ait daha kesin ve detayli bilgiler elde edilecektir.

Elde edilen sonuglara gore avokado genotiplerinin tanimlama ve
siniflandirmalarinin yapilabilmesi i¢in SSR markoérlerinin kullanishi oldugu
sonucuna varilmistir. Bu c¢alismanin devami olarak diger DNA markor
tekniklerinin de (AFLP, ISSR, SNP vb.) avokado tiriine uygulanmasinda devam

edilmesi onerilmektedir.
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